


RESUMEN de la tesis de Eduardo Juarez-Carrillo
presentada como requisito parcial para la obtencidn del grado
de MAESTRO EN CIENCIAS en OCEANOLOGIA con opcidén en ECOLOGIA
MARINA. Ensenada, Baja California, México. Abril de 1995.

"EVALUACION NUTRICIONAL DE Artemia franciscana, Kellogg,
1906, (CRUSTACEA:BRANCHIOPODA) ALIMENTADA CON Chaetoceros sp.
ENRIQUECIDO CON FOSFOLIPIDOS EN EMULSION

Resumen aprobado por:

Se presentan los resultados de dos experimentos de
alimentacidén de Artemia franciscana con la microalga
Chaetoceros sp., dos emulsiones de fosfolipidos. La primera
en base seca y la segunda emulsificada en aceite de Macarela.
Los fosfolipidos se administraron en concentraciones de 2.5%,
5% y 7.5%, en base al peso seco de microalga.

La dieta propuesta en este trabajo para Artemia
franciscana resulta en mejores tasas de crecimiento pues la
formacidén de primeras parejas permanentes es de 11 dias.

Se observan efectos benéficos de la adicidén de 1los
fosfolipidos, en concentraciones de 2.5% tanto en base seca o
en aceilte de macarela, sobre la sobrevivencia de Artemia
franciscana. El1 efecto de los fosfolipidos en el crecimiento
no es claro.

La composicién quimica de adultos de Artemia
franciscana alimentada con fosfolipidos se ve modificada sbélo
en los porcentajes de lipidos. Esta mejoria es de
aproximadamente un 80% mas con respecto al control.
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ABSTRACT

Results of two experiments are presented on the
feeding Artemia franciscana with the microalgae Chaetoceros
sp. supplemented with two different phospholipid emulsions.
emulsions. The first with phospholipids in powder form an d
the second emulsified in mackerel (o) Phospholipid
concentrations based on the dry weight of microalgae of 2.5%,
5% and 7.5% were tested.

The during this work chosen feeding regime for
Artemia franciscana in rapid metamorphosis and the formation
of permanent couples in only 11 days.

The addition of phospholipids in a concentration of
2.5%, as well in powder form as emulsified in mackerel oil
resulted in a higher survival rate of Artemia franciscana.
The in a higher survival rate of Artemia franciscana. The
effect of phospholipids on the growth rate is not clear.

Feeding Artemia franciscana with phospholipids
changed only the concentration of lipids which was 80% higher
than the control. The concentration of proteins and
carbohydrates was not changed significantly through the
supplementation with phospholipids.
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EVALUACION NUTRICIONAL DE Artemia franciscana KELLOG, 1906,
(CRUSTACEA:BRANCHIOPODA) ALIMENTADA CON Chaetoceros sp.

ENRIQUECIDO CON FOSFOLIPIDOS EN EMULSION.

I INTRODUCCION

La utilizacién de los nauplius del Crustéaceo
Branchiopodo Artemia spp. en la acuicultura esta ampliamente
distribuida, el 90% de los criaderos de larvas de peces Yy
crustaceos la utilizan en conjunto con las microalgas como
primer alimento (Watanabe et Al 1983) . Ademéas, la
utilizacidén de biomasa viva de adultos de Artemia es también
muy popular, especialmente para la maduracidén gonadica de
camarones peneidos (Sorgeloos com. pers.)

Seale (1933) y Rollefsen (1939) (citado por Léger
et al., 1986). fueron los primeros en seflalar que el uso de
los nauplius era adecuado para la cria de larvas de peces y
crustaceos carnivoros

Artemia fué descrita por primera vez por Schlosser
en el afno de 1755 (Persoone y Sorgeloos, 1980) y es muy
utilizado como objeto de experimentacidén bioldégica y médica
(Douilliet, com. pers.)

Artemia es un crustidceo de la Clase Branchiopoda,
Orden Anostraca (Barnes, 1984; Brusca y Brusca, 1990)

distribuido en 1los cinco continentes desde las latitudes



bajas hasta latitudes medias, tanto en la zona costera como
en regiones alejadas por cientos de kildémetros de las costas.
Presenta una historia de vida que empieza con un huevo; en el
cual se desarrolla un embridén que al eclosionar resulta en
una larva tipo naupli, que después de una serie de cambios
metamérficos pasa a ser una larva tipo metanaupli, Jjuvenil y
por ultimo adulto (Sorgeloos, 1980).

Una de las caracteristicas importante de Artemia es
la produccién de quistes (embriones en diapausa o
aquiescencia) que se da- cuando las condiciones del medio no
son las adecuadas para el crecimiento y la reproduccidn
ovovivipara. Los quistes son liberados al medio y eclosionan
cuando las condiciones ambientales son las adecuadas,
pudiendo pasar para esto grandes periodos de tiempo (hasta
diez mil ahfos).

Se las encuentra en pozas y lagos salados o
carbonatados donde el rigor ambiental es extremo, soportando
salinidades de hasta 340 ppm. Por las condiciones propias
estos biotopos, existen pocos depredadores y organismos que
compitan con artemia, ocasionando que muchas veces sostengan
a una poblacién con caracteristicas particulares (Sorgeloos,
1980) . No tolera temperaturas superiores de 35°C ni menores
de 6°C. Se le encuentra en zonas donde las concentraciones de
oxigeno oscilan desde 1 ppm hasta la saturacidén. (Persoone,

1980) .



La Artemia es un filtroalimentador no selectivo,
utiliza los apéndices toracicos para nadar, respirar, asi
como para colectar particulas de alimento. El1 tamaho de las
particulas a ser ingeridas debe de ser de entre 20 a 30um
para los nauplius y no mayores de 50Um para los adultos
(Dobbeleir et al., 1980)

El alimentar larvas de peces y crustéaceos,

exclusivamente con Artemia, produce con frecuencia altas
mortalidades en varias especies de peces marinos, Algunas
especies de lenguado, la lisa Liza haemotocheila, el salmdn
Plecoglossus altivelis y las 1larvas del Carangidae cola
amarilla Seriola quinqueradiata se ven muy afectadas por este
fenémeno. Ademéds, se han registrado grandes pérdidas de peso
en larvas de cangrejos, camarones y peces alimentados con
larvas de Artemia del lago Utah (Watanabe et al., 1983).

En Japdn, hacia los principios de los ochenta, las
larvas de Chysophyris major se cultivaban en grandes
cantidades alimentandose con rotiferos % Chlorella.
Encontrandose que cuando se alimentaba a los rotiferos con
levadura, las larvas presentaban patologias como; coloracidn
negra, pérdida de apetito, aletargamiento y grandes
mortalidades. Atribuyéndose estos sintomas a deficiencias en
los &cidos grasos esenciales de rotiferos, Chlorella sp. y

levaduras. Los sintomas observados en estos organismos eran




muy similares a los observados cuando se utilizaban nauplius

de Artemia (Watanabe, 1983).

Artemia puede ser clasificada en Dbase a su
composicién de acidos grasos como del tipo marino o del tipo
de agua dulce. La del tipo de agua dulce contiene grandes
concentraciones de &cidos grasos del tipo 18:3m3 (acido
linolénico) gque es un acido graso esencial para las larvas de
peces de agua dulce. El tipo marino tiene altas
concentraciones del AG 22:6w3 (adcido docosahexaendico) y 20:5
®3 (acido eicosapentaendéico) que son esenciales para peces
marinos (Watanabe, 1980).

Fukusho (1974) demostrdé que al alimentar a los
nauplius de Artemia. con copépodos marinos de 1los géneros
Tigropus sp. Yy Acartia sp. el wvalor nutritivo de este
organismo se mejord. Ademéds, Watanabe et al. (1983) mencionan
que Artemia alimentada con Chlorella sp. y levaduras-@®, ambas
con altas concentraciones de A&cidos grasos esenciales, su
valor nutritivo aumentbd.

La calidad nutritiva de Artemia puede ser
manipulado de distintas maneras. Mediante la alimentacién de
distintas microalgas, levaduras-@, microcapsulas y emulsiones
(Léger, et al., 1986). E1 uso de microalgas para el
enriquecimiento de Artemia, no es muy recomendado, pues son
pocas las microalgas que son ricas en AG esenciales, 20:5m3

(Acido eicosapentaendico) y 22:6m3 (acido docosahexaendico),



este Ultimo poco comun en microalgas. El1 uso de levaduras-@
es bueno para mejorar los ©perfiles de AG pero la
disponibilidad de éstas en el mercado es poca. La utilizacién
de dietas formuladas emulsificadas en aceites que contengan
grandes concentraciones de acidos grasos altamente
insaturados (HUFA por sus siglas en inglés highly unsaturated
fatty acids) es tal vez la mejor manera para el
enriquecimiento de Artemia a gran escala. Por su parte
Ozkizilcik y Chu (1994 a y b) manipulan los perfiles de AG.
en nauplius de Artemia mediante la alimentacién de liposomas.

El conocimiento de los requerimientos nutricionales
de los organismos acuaticos aun es escaso. Este es el reto
mads grande en la industria acuicola. La produccidén animal
terrestre se basa principalmente un pequefio numero de
especies En cambio en la acuicultura existe wuna amplia
variedad de especies con posibilidades de ser explotadas
comercialmente y los requerimientos de en una especie en
particular, no son necesariamente aplicablés a otra especie
de la misma familia zooldbgica (Hertrampf, 1991).

El aumento de la rentabilidad en la produccidén de
crustdceos s6lo serd mejorado en los proéximos afios, con el
mejor conocimiento de sus requerimientos nutricios
(Hertrampf, 1991). Consecuentemente, el metabolismo de 1los
lipidos y el papel de los fosfolipidos en varias especies de

crustdceos es estudiado por un gran numero de investigadores.



Los lipidos son un grupo heterogéneo de sustancias,
encontradas tanto en tejidos vegetales como animales, se
caracterizan por ser relativamente insolubles en agua Yy
solubles en solventes orgadnicos, como el éter, cloroformo y
benceno (Tacon, 1990). Se pueden clasificar en dos grupos
bédsicos; los basados en el alcohol glicerol y los basados en
compuestos diferentes al glicerol (ceras, cerebrosidos,
esteroides, terpenos y las sifinosielinas). Los primeros a su
vez se clasifican en simples y compuestos. Los simples
incluyen a los triglicéridos (grasas y aceites) y los
compuestos a los Glicolipidos (glucolipidos y galactolipidos)
y los fosfolipidos (lecitinas y cefalinas o también conocidas
como lipidos polares) (Hertrampf, 1991; Tacon, 1990).

Los lipidos son una fuente importante de energia
metabdlica, como lo es el Adenosin Trifosfato (ATP). Entre
los nutrientes principales (lipidos, carbohidratos 3%
proteinas), los lipidos son los compuestos mads energéticos,
el wvalor global de cada uno es el siguiente; 1lipidos 9.5
Kcal/g, Proteinas 5.6 Kcal/g y carbohidratos 4.1 Kcal/g.

Los lipidos son componentes esenciales de todas las
membranas celulares y subcelulares, sirven como vehiculo
bioldégico en la absorcidén de vitaminas liposolubles A, E y K.
Son fuente de acidos grasos esenciales, mismos que son
indispensables para el crecimiento y la integridad de 1las

membranas celulares. Se requieren para el oOptimo transporte



lipidico (ligados a los fosfolipidos como agentes
emulsificantes) 3% son precursores de la hormona
prostaglandina. Son un colchén mecénico de 1los o6rganos

vitales y ayudan en el mantenimiento de 1la flotabilidad
neutra. Son fuente de esteroides esenciales, mismos que
desempefian una gran gama de funciones bioldgicas importantes.
Estos ayudan a reducir el polvo en los alimentos y juegan un
papel importante en la palatabiliadad de los mismos (Tacon,
1990).

Los fosfolipidos representan dentro del cuerpo del
animal, el segundo componente lipidico mas abundante después
de 1los triglicéridos. Todos 1los fosfolipidos son sélidos
grasos de color amarillo, y comparten la propiedad de ser
solubles en solventes organicos, con excepcién de la acetona
(Bonacker, 1988).

A semejanza de las grasas Yy aceites, los
fosfolipidos son ésteres de &cidos grasos y glicerol. Sin
embargo, mientras que en las grasas simples y aceites, el
alcohol glicerol estad esterificado a tres &cidos grasos, en
los fosfolipidos uUnicamente dos de los grupos del alcohol
glicerol estéan esterificados y el grupo restante tiene unido
un acido fosférico y una base nitrogenada. Dependiendo de la
base nitrogenada presente, los fosfolipidos pueden dividirse

en dos grupos: lecitinas (la base nitrogenada es la colina) y



cefalinas (la base nitrogenada es la etanolamina) (Tacon,

1990) .



1T OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el wvalor nutricio de Artemia franciscana
alimentada con 1la microalga Chaetoceros sp y distintas
concentraciones de lecitinas ricas en fosfolipidos, para su
potencial uso en la acuicultura.

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar y comparar las tasas de sobrevivencia vy
crecimiento de Artemia franciscana con las distintas dietas

experimentales.

Proponer una dieta para Artemia franciscana con la
microalga Chaetoceros sp. aislada por el personal del
cepario de C.I.C.E.S.E..

Analizar la composicidén quimica proximal de adultos
de Artemia franciscana alimentada con las dietas propuestas,
mediante los anédlisis proximales de: lipidos, carbohidratos,

proteinas y cenizas
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III ANTECEDENTES

En la década pasada, el valor nutricio de Artemia
como alimento para larvas de peces y crustdceos a estado en
el primer plano (Léger et al., 1987). Los estudios del
mejoramiento nutricional de Artemia datan de la década de
los sesenta cuando a base de microalgas se intentd mejorar su
calidad, (Morris, 1956; Forster and Wickins, 1967; Wickins
1976 Kelly et al., 1977; Bromley, 1978; Howell, 1979; Howell
et al., 1981. citado por Léger, et al., 1986 ).

Navarro et al. (1992) alimentaron a Artemia con
cepas de Dunaliella tertiolecta y Tetraselimis suecica y
modificaron los perfiles de &cidos grasos.

Sanchez-Saavedra (1994) modificé la composicidn
bioquimica de la microalga Chaetoceros sp. cultivandola con
distintos tipos de 1luz, alimentando Artemia con microalga
cultivada con 1luz azul y azul-blanca donde no obtuvo una
clara modificacidén de la composicidén bioquimica proximal , ni
de acidos grasos y perfiles de aminoéacidos.

Coutteau et al. (1990) modificaron la pared celular
de levaduras, mediante tratamientos quimicos para obtener
protoplastos (levadura, pero sin pared celular), 1lo cual
mejord su digestiblidad, obteniéndose resultados buenos en el

crecimiento y sobrevivencia de Artemia
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Uno de los campos mas prometedores del
enriquecimiento de Artemia es el del tratamiento de
enfermedades mediante la incorporacién de agentes
antimicrobianos. Nelis et al. (1991) afiadieron Trimetoprim vy
Sulfametoxazol a Artemia para su uso en el tratamiento de
enfermedades en peces. Verpraet et al. (1992) también
enriquecieron Artemia con loé agentes antimicrobianos
Trimetoprim y Sulfametoxazol. Aguilar-Aguila et al. (1994)
mencionan de manera similar el mejoramiento de nauplius de
Artemia con terapéuticos solubles en agua.

Otra &area en la que la incorporacién de sustancias
bicactivas a nauplius de Artemia esta siendo utilizada, es la
induccién a la feminizacidén de organismos. Martin-Robichaud
et al. (1994) feminizan a la lamprea Cyclopterus Ilumpus L.
mediante la incorporacién de 17 estradiol en Artemia
produciendo poblaciones monosexuales para el cultivo.

Sin embargo, el campo mas estudiado en la
incorporacidén de sustancias bioactivas en Artemia , es la de
los é&cidos grasos de cadena larga y su posterior uso en la
alimentacién de organismos de interés acuicultural.

Desde el afio de 1978 el grupo de investigacién de
Watanabe ha trabajado en el mejoramiento de la calidad
nutricia de Artemia. Primeramente modificé los perfiles de
acidos grasos alimentando Artemia con Chlorella y levaduras-

® (1978 y 1980). Posteriormente utilizd emulsiones de yema de
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huevo y levaduras-m (1982) y con emulsiones de aceite de
pescado ricas en acido grasos poliinsaturados.

Léger et al. (1985) trabajaron con el
enriquecimiento de Artemia mediante la alimentacidén de
levaduras-0 y biencapsulados rigos en acidos grasos
utilizandola como alimento de larvas de Penaeus stylirostris.
Posteriormente, en 1987, estos autores ahadieron distintos
tipos de emulsiones y microparticulas ricas en &acidos grasos
a la Artemia para alimentar al crustaceo Mysidopsis bahia.
Las investigaciones concluyeron que las emulsiones ricas en
dcidos grasos fueron las méds efectivas para el crecimiento de
Mysidopsis bahia.

Dhert et al. (1990) presentaron un trabajo en el
que enriquecen Artemia , especificamente con emulsiones de
dcido docosahexaenbico (DHA) y acido eicosapentaendico (EPA).
Lo mé&s importante en este trabajo, es que la razdén DHA/EPA
puede ser modificada ad 1libitum mediante la simple
manipulacién fisico-quimica de las emulsiones y la seleccién
de la cepa utilizada.

Diversos autores han usado Artemia enriquecida con
acidos grasos poliinsaturados ®-3 en ©peces; Scophtalmus
maximus (Gatesoupe, 1991), Paralichthys olivaceus (Izquierdo
et al., 1992), Morone saxatilis (Tuncer y Harrel, 1992),
Spaurus aurata (Mourente et al., 1993a y Mouronte y Tocher,

1993b), Mugil cephalus (Ako et al., 1994) y en larvas de
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Penaeus monodon (Rees et al., 1994). En todos los casos se
obtuvieron siempre mejores sobrevivencias, crecimientos vy
aumento de resistencia al estrés, causado por la

manipulacién.
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IV MATERIALES Y METODOS

IV.1l SELECCION DE LA MICROALGA

La microalga seleccionada para este trabajo es la
diatomea Chaetocerosl sp. Se eligidé esta microalga debido a
su eficiencia comprobada en diferentes trabajos por, Correa-
Sandoval 1991, Arriaga-Haro 1993, Correa—-Reyes 1993, Sanchez-
Saavedra 1994, Cordero-Esquivel 1994,

Chaetoceros sp es una microalga costera aislada
localmente que se encuentra en el cepario del C.I.C.E.S.E.
con la clave CH-X-1 (Trujillo-Valle 1993). Posee
caracteristicas adecuadas de crecimiento, en donde es posible
obtener constantemente concentraciones celulares de
aproximadamente 1 X 106 cel./ml (Lopez-Elias y Voltolina,
1993)

Esta microalga, posee rapido crecimiento vy se-
adapta féacilmente a las condiciones de laboratorio comunes en
actividades acuiculturales. Su valor nutritivo y tamafio es el
adecuado para la alimentacidén de Artemia , larvas de peces y
crustaceos.

Se realizaron cultivos semicontinuos con diluciones
diarias del 50% del volumen en garrafones de 18 litros, con
15 1 de agua de mar enriquecida con el medio "F" propuesto

por Guillard y Ryther (1962), con doble concentracién de
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silicatos. El agua de mar utilizada se tomo del sistema
cerrado del laboratorio de acuicultura del C.I.C.E.S.E,
filtrada a través de una serie de filtros primero uno
pbiolégico ¥ sucesivamente, wuno de arena, un filtro de
diatomita y por ultimo otro de carbén activado. Para su uso,
se irradidé con 1luz wultravioleta (Luz U.V.) y finalmente se
esterilizd con hipoclorito de sodio (5.6 mg CHL /)
neutralizado con tiosulfato de sodio segun lo propuesto por
Hemmerik (1973).

El pH, en las unidades de produccién de microalgas,
§S0i16 entre 6.3 y 9.0, con la inyeccibn constante de COs al
sistema de aire, wutilizado para mantener en suspensioén
constante a las microalgas. Entre 6 y 10 garrafones de
cultivo se wutilizaron dependiendo de 1las necesidades del
experimento.

El conteo de microalgas se 1llevdé a cabo con un
hematocitémetro de 0.1 mm de profundidad. Debido a que el
conteo de hasta 10 garrafones era muy tardado, se procedid a
elaborar una curva de calibracidén para la estimacidén de la
biomasa algal. Esta curva se elabor6é midiendo la absorvancia
del cultivo con un espectrofotdédmetro Hach/2000 a una longitud
de onda de 550 nm para evitar los picos de absorcién de la
clorofila. Posteriormente se hicieron diluciones sucesivas
del cultivo madre que se leyeron al espectro y se fijaron con

una solucidén de lugol. Las microalgas fijadas se contaron al
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microscopio y posteriormente se elaboro una regresién entre
los datos de absorvancia y el numero de algas por mililitro.
Con estos datos se obtuvo una ecuacidén que se utilizé para
determinar la concentracién de algas por mililitro.

Para corroborar la estabilidad de los cultivos la
D.0. se mididé antes y después de la dilucidén. Con los datos
obtenidos se efectud una prueba de significancia de pendiente

de la regresién (B=0) entre las dos variables (Zar, 1984).
IV.2 QUISTES Y NAUPLIUS

Se utilizaron quistes de Artemia franciscana de la
empresa Argent Chemical Laboratories Co. (Redmond, WA. USA.),
de la cepa Artemia franciscana del lote 03H637 (Argentemia).
Estos quistes se descapsularon segun la técnica propuesta por
Sorgeloos et al. (1977). Una vez gque se observé el primer
naupli, se esperd 8 horas antes de extraerlos por sifoneo con
el fin de asegurarse de que fueran de la misma cohorte.

Los nauplius se concentraron en un volumen
conocido, de agua (4 1), el medio se homogeneizd y se tomaron
50 alicuotas de 1 ml y se contaron en un mnicroscopio
estereoscopico. Se les aplicd una prueba de normalidad vy
homogeneidad de wvarianza.

Los nauplius fueron distribuidos a razén de 10 mil

organismos por acuario en 16 unidades (cuatro por
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tratamiento), experimentales de 18 1 de capacidad con 13 1 de
agua de mar en el primer experimento y en 8 unidades (2 por
tratamiento), en el segundo experimento,

A cada uno de los tratamientos aplicados se les
asignaron nombres clave. En el primer experimento el control
se alimentd Unicamente con Chaetoceros sp.. Las otras tres
pruebas: 2.5%, 5% y 7.5% de fosfolipidos en polvo més
Chaetoceros sp. (2.5%-s, 5%-s y 7.5%-s). En el segundo ensayo
como control se proporciond Chaetoceros sp. y una emulsidén de
aceite de macarela (control-a) % fosfolipidos a
concentraciones de 2.5%, 5% y 7.5% como tratamientos (2.5%-a,

5%-a y 7.5%-a).

IV.3 BIOENSAYO DE ALIMENTACION

En un primer experimento realizado se observd que
la primera formacién de parejas se logrd en 21 dias, cuando
con la misma microalga se habian obtenido parejas entre los
10 y 13 dias (Correa-Sandoval, 1993, Arriaga-Haro, 1993 vy
Sanchez-Saavedra, 1994). Por lo que a sugerencia del Dr.
Patrick Sorgeloos, se decididé aumentar la dosis de microalgas
andlogamente a la propuesta por Tackaert (1987) que utilizéd

Dunaliella tertiolecta (tabla I).
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Tabla I. Régimen alimenticio propuesto por de Tackaert, 1987
y régimen propuesto para el presente trabajo.

Dieta propuesta por Dieta propuesta para este

Dia Tackaert, 1987. Con trabajo con Chaetoceros
Dunaliella. sp.
cel/individuo cel/individuo
1 150, 000 150,000
2 300,000 300,000
3 300,000 450,000
4 300,000 600,000
5 450,000 900,000
6 450,000 1 x 100
) 600,000 1.25 x 10°
8 750,000 1.5 x 106
9 1.12 x 106 1.8 x 100
10 1.14 x 106 1.9 x 106
11 1.14 x 106 2 x 10
12f 18 1.8 x 106
14, 15 2.16 x 106

Iv.4 EMULSIONES Y LIPOSOMAS

Una emulsién se puede definir como la mezcla de
particulas de un liquido en un segundo liquido, siempre que
uno de los dos sea de naturaleza acuosa. Los tipos de
emulsiones mé&s comunes son las de agua/aceite y las
aceite/agua. El1 término aceite denota insolubilidad en el
agua, (Adamson, 1982).

Por sus caracteristicas emulsificantes la lecitina
forma pequenos gldbulos denominados liposomas. Un liposoma se
define como sacos elaborados de distintos fosfolipidos que

constituyen las membranas. Estos sacos se pueden llenar con



19

gran variedad de sustancias terapéuticas y debido é su
similitud «con las membranas no son tbéxicas. Por su
insolubilidad en el agua éstas membranas protejen las
sustancias con que se elaboran del medio (Ostro, 1987; Lasic,

1.99%) s
IV.5 SELECCION DE LA LECITINA

La lecitina de soya usada fué la proporcionada por
la empresa ADM (Arches Daniels Midland Company de Decatur,
Illinois, USA.) Esta empresa comercializa lecitina en polvo y
liquida. La 1lecitina 1liquida en ensayos preliminares tenia
problemas para disolverse debido a su alta densidad, por 1lo
que se utilizdé la presentacidn en polvo de dicha Marca pues
se disolvia con facilidad en el agua de mar formando una
emulsién de color blanquecino.

El término lecitina proviene de la palabra Griega
Lekithos, yema de huevo, por su alta concentracién en las
yemas de huevo. Lecitina es un sinénimo de fosfolipidos.
Estos pertenecen al grupo llamado de lipidos polares. En el
contexto de este texto fosfolipidos serda referido a 1los
fosfolipidos de mayor interés: fosfatidilcolina (el
principal) fosfatidilinositol y fosfatidiletanolamina.

La primera forma de administracidédn de lecitina fué

en polvo, ésta se proporciondé en forma directa en base al
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peso seco de la microalga (32.5 pg/l X 108 cel) suministrada
diariamente, en concentraciones de 2.5% 5% y 7.5%.

La segunda forma de administracién de lecitina fué
en emulsién de agua (42.5%), en aceite de macarela (52%) vy
polisorbatos (5.5%) (Gulf Pacific Industries, Nueva Zelanda).
Debido a que se administraba aceite de pescado, el control en
este experimento fué: microalga + fosfolipidos en emulsién; a
diferencia del primer experimento, el control fué soélo de
microalga.

Los fosfolipidos eran disueltos en el aceite en
emulsién. Las concentraciones fueron iguales que en el primer
experimento; 2.5%, 5% y 7.5% del peso seco de la microalga.
En este mismo experimento las cantidades de aceite se
corrigieron para que todas las unidades experimentales

recibieran la misma cantidad.

IV.6 SOBREVIVENCIA

La sobrevivencia se midié en el primer experimento
cada tercer dia. Cada muestra se tomdé con una pipeta de 5 ml
del medio homogeneizado. Esto se repitid 30 veces. La media
de los datos obtenidos se multiplicd por el volumen del agua
contenido en el acuario, obteniéndose el numero de organismos
por unidad experimental. Los datos obtenidos no eran normales

y la variabilidad era muy grande para poder inferir de manera
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segura sobre 1la sobrevivencia. Los datos se contrastaron
primero dentro de grupos y después entre grupos. Al no haber
diferencias dentro de grupos los datos se agruparon por
tratamientos y se contrastaron entre ellos mediante las
pruebas no paramétricas apropiadas.

La variabilidad de los datos y el no haber obtenido
resultados normales nos obligbd a diseflar otro tipo de conteo.
Esta nueva manera de contar consistidé primero, en fabricar
pequefios depbdsitos de 40, 50, 67 y 100 ml. Previa
homogeneizacién del medio, se tomaron 30 muestras, éstas se
transferian a un tamiz transparente, y los individuos se
contaban en una camara de conteo de colonias. Posteriormente
se aplicd una prueba de normalidad y homogeneidad de varianza
para los datos obtenidos. Pasando todos ambas pruebas. Se
pretendia que en cada colecta se obtuvieran, en un principio,
alrededor de 30 individuos para de esa manera disminuir 1los
coeficientes de wvariabilidad (Kemp et al., 1993). Al final
del experimento la cantidad de individuos disminuyd, aun asi
los datos resultaban normales. La media de los datos era
usada para calcular la sobrevivencia total por acuario. Los
datos se procesaron 1igual que en el primer experimento

aplicandose la estadistica paramétrica apropiada.
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IV.7 CRECIMIENTO

En el primer dia de cada experimento se colectaron
100 organismos del recerborio general (4 1) y se fijaron para
evaluar su tamafo. Los dias 6 y 11 se fijaron 30 organismos
de cada unidad experimental en una solucién de 25 ml de
formol con un pH ajustado a 8, con glicerofosfato de sodio, 5
ml de propilenfenoxitol y 50 ml de propilenglicol, aforados a
500 ml con agua destilada (Correa-Sandoval y Bilickle-Ramirez,
1993). Posteriormente fueron medidos en un microscopio
estereoscédpico "Olympus" con una rejilla ocular, utilizando
los datos de calibracidén del aparato para la obtencidn de la
longitud en micras.

A los datos se les aplicd una prueba de normalidad
de Kolmogorv-Smirnoff vy de homogeneidad de varianzas
comparandose dentro de grupos mediante una analisis de
varianza de una sola via. Al no detectarse diferencias se
agruparon y Sse trataron como un solo grupo. Cuando se
detectaron diferencias significativas entre grupos se
utilizaron las pruebas a posteriori adecuadas. Al igual que
para la sobrevivencia, si 1los datos no cumplian con 1los
preceptos basicos de la estadistica paramétrica se aplicaron

las pruebas no paramétricas adecuadas.
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IV.8 ANALISIS QUIMICOS

Los andlisis quimicos se evaluaron de la siguiente
manera:

Para la obtencidén del peso seco total y orgdnico,
se utilizaron las técnicas propuestas por Sorokin (1973). Los
filtros precalcinados con un numero determinado de artemias
se introdujeron a una estufa a 60°C durante un periodo de 6
horas posteriormente se colocaron en un desecador hasta
alcanzar la temperatura ambiente y se pesaron en una balanza
analitica con una precisién de +0.1 mg. Los filtros se
introdujeron a una mufla y se calcinaron a 450°C por un
periodo de 6 horas posteriormente se procedid a pesar el
filtro como se describibé anteriormente. La diferencia del
primer peso (peso seco total) y el segundo (peso de cenizas)
sirvidé como indicador del porcentaje de materia orgédnica de

la biomasa de Artemia franciscana.

La proteina equivalente se determindé mediante la
modificacién de Peterson (1977) a la microtécnica de Lowry et
al. (1951). (Kit de SIGMA, pb5656, Saint Louis, MO., USA) para
la microdeterminacién de proteina. Esta técnica wutiliza
dodecylsufato de sodio en el reactivo de Lowry para facilitar

la disolucidén de las relativamente insolubles lipoproteinas
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Los 1lipidos se extrajeron mediante una mezcla de
cloroformo-metanol-agua segun lo descrito por Bligh y Dyer
(1959), modificado por Chiaverini (1972), para
semimicrodeterminacién. Esta consiste en doblar las
cantidades de solventes y agua para una mejor extraccidn. La
determinacién se realizdé por el método de Pande et al.
(1963) . Este consiste en la oxidacién de 1los lipidos por
medio de una solucidén de dicromato de potasio al 2% en acido
sulfarico.

Los carbohidratos se determinaron segun la técnica
del fenol sulfurico de acuerdo a Dubois et al. (1956), Que
consiste en reducir las pentosas y hexosas a un complejo
furfural en presencia de un &cido mineral fuerte, el cual al

combinarse con fenol da un color amarillo-anaranijado.

El andlisis estadistico de 1los datos se 1llevo a
cabo con la hoja de calculo EXCEL® y el paquete estadistico
SIGMASTAT® para WINDOWS®. En todos los casos se aplicaron
pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza. Pruebas de
ANOVA para detectar diferencias dentro de grupos, cuando no
hubo diferencias las distintas repeticiones se agruparon y se
trataron como una sola unidad experimental. Cuando los datos
pasaban las pruebas de normalidad y homogeneidad se uso la

estadistica paramétrica adecuada (ANOVA y Prueba a posteriori
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de SNK), cuando no fueron normales se uso la estadistica no

paramétrica (ANOVA por rangos y Prueba de Dunn).
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V RESULTADOS

V.1l CULTIVO DE Chaetoceros Sp.

Al comparar las lecturas de densidad o6ptica antes y
después de la dilucidén de Chaetoceros sp., se encontrd que
los cultivos se mantuvieron estables por 38 dias (figura 1).
Las fluctuaciones observadas, de 20 a 25° C., se debieron a
la inestabilidad de 1la temperatura, en el laboratorio de
cultivo (figura 2) posiblemente porque el sistema de aire
acondicionado tuvo problemas de funcionamiento durante un
periodo de 5 meses. Los valores de pH del cultivo fluctuaron
entre 6.3 y 9 (figura 3) y la de salinidad entre 32 y 35 ppm.
(figura 4).

Loépez-Elias y Voltolina (1993) demostraron que con
diluciones diarias del 50% de 1los cultivos de Chaetoceros
sp., se mantenian en la fase exponencial de crecimiento. Lo
que permite tener disponible una cantidad de algas suficiente
para los experimentos. Las concentraciones celulares diarias
variaron entre los 1x106cel/ml y 1.2x10%cel/ml. Para
corroborar lo anterior se efectuo una prueba de significancia
de la pendiente de [=0. Esta prueba indica si 1los datos
obtenidos se comportan como una recta con una pendiente de
cero (Mendelhall, 1987 y Daniel, 1991). La prueba se realizd

con los promedio de la densidad o6ptica durante la fase de
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alimentacibébn de Artemia franciscana. Encontrandose que el
valor de f calculada (0.0838) era menor que el de f tabulada
(0.800), lo que indica que la pendiente de la recta no es

estadisticamente diferente de cero.
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V.2 CRECIMIENTO DE Artemia franciscana. ALIMENTADA CON

Chaetoceros sp. ¥ DISTINTAS EMULSIONES DE FOSFOLIPIDOS.

El tamafio promedio general de las artemias adultas,
alimentadas con fosfolipidos, fué de 4.67 mm mientras que las
cultivadas con emulsiones, fué de 5.17 mm (tabla II). A pesar
de estas diferencias, las pendientes de 1la curvas de
crecimiento no son muy diferentes. Aunque las artemias
alimentadas con emulsiones son constantemente mé&s grandes
(figura 5), por lo que se procedid a hacer un analisis con
los datos de 1los dias 6 y 11. Se considerd adultos o
juveniles a los organismos, cuando el 50% mas uno de los
individuos presentaban las caracteristicas morfoldbgicas

correspondiente a cada estadio.

NAUPLIUS

Como primera parte se realizd una comparaciédn de la
talla de los nauplius al eclosionar (hasta 8 horas después de
ser observado el primer naupli). Este andlisis indicaria si
los organismos utilizados pertenecian a la misma cohorte o
no. Como los quistes provenian de un mismo lote no deberian
de ser diferentes en talla. El tamafio de los nauplius de
Artemia franciscana no fué estadisticamente diferente al

inicio de los dos experimentos, como lo demuestra el andlisis
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de Varianza por Rangos de Kruskal-Wallis aplicado, de donde
se deduce que no hay diferencias estadisticas significativas

en las tallas (tabla III).

JUVENILES

Las tallas promedio de 1los Jjuveniles alimentados
con Chaetoceros sp./fosfolipidos fué de 1.9 mm y para los
organismos alimentados con Chaetoceros sp. y emulsién fué de
2.01 mm (tabla IV).

El andlisis estadistico de 1las tallas de 1los
individuos Jjuveniles de Artemia franciscana alimentados con
fosfolipidos 'y Chaetoceros sp., mostrd que no habia
diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos (tabla V). Por lo que respecta al experimento de
alimentacidén de Chaetoceros sp. y emulsién el andlisis indicéd
que habia diferencias estadisticas significativas entre 1los
tratamientos (p=<0.0001), por lo que se aplicd un analisis de
comparacién multiple (tabla VI). Los resultados de este
anadlisis sugieren que los tratamientos Control-a y 2.5%-a no
son diferentes entre ellos, y si los son de 5%-a y 7.5%-a,
estos dos ultimos no son diferentes.

Una vez hecho lo anterior, se compararon las tallas
de los 8 distintos tratamientos (al dia 6), encontrandose

diferencias estadisticas significativas. (P = <0.0001).



32

Concluyéndose de manera general, que las tallas de 1los
individuos del tratamiento 7.5%-a, son distintas a las de
todos los demés experimentos, con excepcidén de las del ensayo
5%-a que no es diferente al de 2.5%-a. En los demés
tratamientos no se detectaron diferencias en las tallas de

los individuos.

ADULTOS

El anéalisis de las tallas de los organismos
alimentados con Chaetoceros sp./fosfolipidos en polvo
demostré que habia diferencias estadisticas significativas
(P= <0.00001) entre 1los tratamientos. Con una comparacidn
maltiple se verificé que 1la talla de 1los individuos del
tratamiento 5%-s es mayor que la de todos y que las tallas de
los demés unidades no eran diferentes.

En el ensayo de alimentacidén con Chaetoceros sp. ¥y

emulsiones, las tallas se evaluaron de la misma manera que en

el experimento anterior (tabla VIII), se presentaron
diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos (P= < 0.00001). La comparacién mualtiple por el

método de Dunn demostrdé que las tallas de los ensayos 2.5%-a,
5%-a y 7.5%-a, no son diferentes y que son constantemente més

grandes que los individuos del tratamiento control-a.
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La comparacién de la tallas de los 8 tratamientos
mediante un analisis de wvarianza de una via no ‘paramétrico
registrdé diferencias entre los tratamientos (P=<0.00001). Del
cual se deduce que los individuos alimentados con Chaetoceros
sp./emulsidén son constantemente mayores que los alimentados

con Chaetoceros sp./fosfolipidos



34

8

;

TAMANO EN MICRAS

8

0 ! } }
1 6 1
TIEMPO (DIAS)

.

—8— OQONTRCL-S — & 25%-S 5%-S —O— 75%S

TAMANO EN MICRAS

0 f f !
] 6 n
TEMPO (DIAS)

3

—s— CONTROL-A —0— 25%-A 5%-A —o— 7.5%-A

Figura 5. Curva de crecimiento promedio de Artemia
franciscana alimentada con Chaetoceros
sp./fosfolipidos (A) y Chaetoceros sp./fosfolipidos
en emulsién (B).
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Tabla II. Tallas promedio y desviacién estéandar, de adultos
de Artemia franciscana alimentadas con Chaetoceros
sp./fosfolipidos y Chaetoceros sp./fosfolipidos en

emulsién.
Tratamiento Talla promedio Desviacién
(en mm) estandar
Control-s 4.64 0.70
2.5%-s 4,58 0.65
5%-s 4,92 063
7.5%-s 4.56 0.67
Control-a 4,84 0.67
2.5%-a 5.3%6 1.04
5%-a 526 0.84
7.5%-a 5125 0.78

Tabla III. Andlisis de varianza de una via no paramétrico de
Kruskal-Wallis (K-W), para el tamafio de los nauplius
de Artemia franciscana al eclosionar. Nivel de

significancia de o=0.05

Tratamiento Tamano Mediana Estadigrafo Nivel de
de en mm K-W significancia
muestra
Nauplius exp. 01 98 0.47 0-.832 0.5645
Nauplius exp. 02 100 0.47

Tabla IV. Tallas promedio y desviacidén estandar, de Jjuveniles
de Artemia franciscana alimentadas con Chaetoceros
sp./fosfolipidos y Chaetoceros sp./fosfolipidos en

emulsioén.
Tratamiento Talla promedio Desviacién
en mm estandar
Control-s 1.97 0.24
2.5%-s 2.00 0.29
5%-s 1.98 0.25
7.5%-s 1.91 0.36
Control-a 1.95 0.24
2.5%-a i = O 0.19
5%-a 2.04 0.24
7.5%-a 2.14 0.24
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Tabla V. Andlisis de wvarianza de una via de Kruskal-Wallis
(K-W), para 1la talla de 1los juveniles de Artemia
franciscana alimentada con y Chaetoceros
sp./fosfolipidos, al sexto dia de iniciado el

experimento. Nivel de significancia de o=0.05

Tratamiento Tamano Mediana Estadigrafo Nivel de
de muestra K-W significancia
Control seco 122 2.00 Srg 7 0:1274
2.5% seco 122 2.00
5% seco 120 1.96
7.5% seco 93 1.88

Tabla VI. Andlisis de varianza de una via de Kruskal-Wallis,
para el tamafio de los juveniles de Artemia
franciscana alimentada con Chaetoceros
sp./fosfolipidos en emulsién, al sexto dia de
iniciado el experimento y comparacidn maltiple por el

método de Dunn (Q). Nivel de significancia de o=0.05

Tratamiento Tamarfio Mediana Estadigrafo Nivel de
de muestra K-W significancia
Control aceite 122 1.96 62.1 <0.0001
2.5% aceite 120 1.92
5% aceite 90 1.599
7.5% aceite ds2:]s 2,16
Comparacibébn entre Diferencia de P Q Grupos
Tratamientos rangos homogéneos

Método de Dunn

7.5%-a vs 2.5%-s 124 4 7.38 Acepta
7.5%-a vs Control-a 97.3 o) 5.82 Acepta
7.5%-a vs 5%-a 54.8 2 3.02 Acepta
5%-a vs 2.5%-a 69.3 3 3.81 Acepta
5%-a vs Control-a 42.6 2 2 5315 Rechaza
Control-a vs 2.5%-a 26.7 2 1.59 Rechaza
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Tabla VII. Andlisis de varianza de una via de Kruskal-Wallis,
para el tamafio de los adultos de Artemia franciscana

alimentada con

Chaetoceros

sp./fosfolipidos y

comparacioéon multiple por el método de Dunn. Nivel de

significancia de a=0.05

Tratamiento Tamafo Mediana Estadigrafo Nivel de
de muestra en mm K-W significancia
Control-s 1,21 4+38 21 xS <0.0001
2.5%-s 1L.23 4.14
5%-s 129 4.51
7.5%-s 93 3.99
Comparacién entre Tratamientos. Diferencia P Q Grupos
Método de Dunn de rangos homogéneos
5%-s vs 2.5%-s 74.60 4 4.407 Acepta
5%-s vs Control-s 12.65 3 3.976 Acepta
5%-s vs 5%-s 58.43 2 3.437 Acepta
Control-s vs 2.5%-s 16151 7 8 0.940 Rechaza
Control-s vs 7.5% seco 14.22 2 0.768 Rechaza
7.5%-s vs 2.5% seco 1=95 2 0.106 Rechaza




38

Tabla VIII. Analisis de wvarianza no paramétrico de Kruskal-
Wallis, para tallas de adultos de Artemia franciscana
alimentada con Chaetoceros sp./fosfolipidos en
emulsién y comparacién multiple por el método de

Dunn. Nivel de significancia de a=0.05

Tratamiento Tamano Mediana Estadigrafo Nivel de
de muestra K-W significancia
Control-a 123 4.83 25 .9 <0.0001
2.5%-a 122 5.38
5%-a 92 5.09
7.5%-a 125 5.16
Comparacién entre Diferencia P Q Grupos
Tratamientos. de rangos homogéneos

Método de Dunn

2.5%-a vs Control-a 80.7 4 4.736 Acepta
2.5%-a vs 5%-a 24.7 3 1.336 Rechaza
2.5%-a vs 7.5%-a 1.4, .2 2 0.837 Rechaza
7.5%-a vs control-a 66.5 3 3. 9257 Acepta
7.5%-a vs 5%-a 10.4 2 0.568 Rechaza
5%-a vs Control-a 5:6% i 2 3.050 Acepta
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V.3 SOBREVIVENCIA

Como fué explicado en la metodologia, los métodos
de evaluacidén de sobrevivencia fueron distintos para los dos
experimentos, por lo que se tratan por separado. Debido a que
se extralan organismos para la evaluacidén del crecimiento,
los porcentajes de .sobrevivencia fueron corregidos para
realizar los andlisis estadisticos.

El porcentaje de sobrevivencia (figura 6) para el
experimento de alimentacidén con Chaetoceros sp./fosfolipidos
fué de 73.3% y para el experimento de alimentacidén con
Chaetoceros sp. y emulsiones fué de 71.82% (tabla IX). En
ambos experimentos los mayores porcentajes de sobrevivencia
se observaron en los tratamientos 2.5%-s (83.13% * 5.3%) vy

2.6%-a (83.10% % 2.45%) .

ALIMENTACION DE Artemia franciscana CON Chaetoceros

sp./fosfolipidos.

Al contrastar los porcentajes de la sobrevivencia
del experimento de alimentacién de Artemia franciscana con
fosfolipidos, durante 1los distintos dias (3 6 y 11), se
encontrd que no habia diferencias estadisticas significativas

entre los tratamientos para ningun dia de muestreo (tabla X).
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La estadistica aplicada a los datos de
sobrevivencia del experimento de alimentacidén de Artemia
franciscana con Chaetoceros sp./fosfolipidos en emulsién,
demostr6 diferencias estadisticas altamente significativas
s6lo el dia 10 (tabla XI). Para descriminar el, o los grupos
diferentes, se efectud una comparacidédn multiple por dia con
el método de Student-Newman-Keuls (SNK) (tabla XII). Con éste
analisis no se ©pudieron corroborar 1los resultados del
analisis de varianza. S6lo hasta el dia 10 se observdé que la

sobrevivencia del tratamiento 2.5%-a era la mejor con 83.1%.
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emulsién (B).



Tabla IX.
sobrevivencia
alimentadas

Chaetoceros sp./fosfolipidos en

Sobrevivencia

de
con

promedio

adultos
Chaetoceros

Yy
de

error estandar,

42

de

Artemia franciscana

sp./fosfolipidos

emulsidn.

y

Tratamiento Porcentaje de Error estandar

Sobrevivencia (%)
Control-s 64.90 4.90
2.5%-s 83.13 5.30
5%-s ard . 5. 5 .07
7.5%-s 66.18 4,13
Control-a 73.48 3l 8%
2.5%-a 83.10 7.45
5%-a 66.90 31192
7.5%-a 63.83 31162
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Tabla X. Andlisis de Varianza no paramétrico de Kuskal-Wallis
(K-W), calculado con los valores de la sobrevivencia

para los dias 3, 6, y 11, en Artemia franciscana
alimentada con Chaetoceros sp./fosfolipidos. Nivel de

significancia de o= 0.05.

Dia 03
Tratamiento Tamafo Mediana Estadigrafo Nivel de
de muestra K-W significancia
Control seco &) 6600 8.66 0.0342
2.5% seco 75 4400
5% seco 77 6600
7.5% seco 47 4400
Dia 06
Tratamiento Tamafo Mediana Estadigrafo Nivel de
de muestra K-w significancia
Control seco 74 6600 2.98 0.4027
2.5% seco 75 6600
5% seco 77 6600
7.5% seco 50 4400
Dia 11
Tratamiento Tamafo Mediana Estadigrafo Nivel de
de muestra K-W significancia
Control seco 70 4400 6.24 0.1007
2.5% seco 62 5500
5% seco 73 4400

7.5% seco 66 4400
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Tabla XI. Analisis de Varianza de wuna via paramétrico,
calculado con los valores sobrevivencia para los dias
2, 4, 6, 8 y 10 en Artemia franciscana, alimentada
con Chaetoceros sp. y Chaetoceros sp./fosfolipidos en

emulsidén. Nivel de significancia de o= 0.05.

Dia 02
Fuente de g.l. Suma de Cuadrado Relacién Nivel de
Variacidbén Cuadrados medio F Sig.
Entre tratamientos 3 24173380 8057793.3 4.44 0.0063
Residual 76 138061000 1816592.1
Total 79 162234380
Dia 04
Fuente de Variacién g.l1. Suma de Cuadrado Relacién Nivel de
Cuadrados medio F sig.
Entre tratamientos 3 10016380 3338793 2.80 0.0455
Residual 76 90537040 1191776
Total 79 100553420
Dia 06
Fuente de Variacién g.l. Suma de Cuadrado Relacién Nivel de
Cuadrados medio F sig.
Entre tratamientos 3 17217695 57319231..7 3.48 0.0199
Residual 76 125242260 1647924.5
Total 79 142459955
Dia 08
Fuente de (o) 1 Suma de Cuadrado Relacidén Nivel de
Variacién Cuadrados medio F 54,
Entre tratamientos 3 15618680 5206226.7 2.81 0.0453
Residual 76 141042440 18558216
Total 79 156661120
Dia 10
Fuente de g.l Suma de Cuadrado Relacién Nivel
Variacién Cuadrados medio F de sig.
Entre tratamientos 3 43616260 145387533.4 6282 0.0007
Residual 76 174880777 2301062.9

Total 79 218497037




Tabla XII. Valores promedio,
medias en el
comparaciones a posteriori via SNK,
sobrevivencia

franciscana

Artemia

diferencia de medias,
(P), rango

las diferentes
con

alimentada

sp./fosfolipidos en emulsién.

de o= 0.05.
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numero de

student (q)
de los valores de
fechas,

Chaetoceros
Nivel de significancia

Dia 02
Tratamientos Diferencia P q Grupos
de medias Homogéneos
5%-a vs 7.5%- 1551 4 5.146 Acepta
5%-a vs Control-a 737 3 2.445 Rechaza
5%-a vs 2.5%-a 082 2 2.263 Rechaza
2.5%-a vs 7.5%- 869 3 2.883 Rechaza
2.5%-a vs Control-a 55 2 0.182 Rechaza
Control-a vs 7.5%-a 814 2 2.701 Rechaza
Dia 04
Tratamientos Diferencia P q Grupos
de medias Homogéneos
5%-a vs Control-a 968 4 3.966 Acepta
5%-a vs 7.5%-a 550 3 2.254 Rechaza
5%-a vs 5%-a 308 2 1.262 Rechaza
2.5%-a vs Control-a 0660 3 2.704 Rechaza
2.5%-a vs 7.5%-a 242 2 0.992 Rechaza
7.5%-a vs Control-a 418 2 1.713 Rechaza
Dia 06
Tratamientos Diferencia p q Grupos
de medias Homogéneos
2.5%-a vs 7.5%-a 1.2:2.1 4 4.254 Acepta
2.5%-a vs Control-a 935 3 3 ...2:51 Rechaza
2.5%-a vs 2.5%-a 473 2 1.648 Rechaza
5%-a vs 7.5%-a 748 3 2.606 Rechaza
5%-a vs Control-a 462 2 1.609 Rechaza
Control-a vs 7.5%-a 286 2 0.996 Rechaza
Dia 08
Tratamientos Diferencia p a Grupos
de medias Homogéneos
2.5%-a vs Control-a 1144 4 3.756 Acepta
2.5%-a vs 7.5%-a 979 3 3.214 Rechaza
2.5%-a vs 5%-a 561 2 1.842 Rechaza
5%-a vs Control-a 583 3 1.914 Rechaza
5%-a vs 7.5%-a 418 2 1553712 Rechaza
7.5%-a vs Control-a 165 2 0.542 Rechaza

para



46

Dia 10
Tratamientos Diferencia o) q Grupos
de medias Homogéneos
2.5%-a vs 7.5%-a 1927.1 4 5.681 Acepta
2.5%-a vs 5%-a 1620.4 3 4.777 Acepta
2.5%-a vs Control-a 962.7 2 2.838 Acepta
Control-a vs 7.5%-a 964.4 3 2.843 Rechaza
Control-a vs 5%-a 657 57 2 1.939 Rechaza
5%-a vs 7.5%-a 3067 2 0.904 Rechaza
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V.4 ANALISIS QUIMICO DE ADULTOS DE Artemia franciscana
ALIMENTADOS CON Chaetoceros sp./fosfolipidos, ¥ Chaetoceros

sp./fosfolipidos EN EMULSION

PROTEINAS

Los porcentajes de proteina equivalente (BSA) de
Artemia franciscana alimentada con Chaetoceros
sp./fosfolipidos y Chaetoceros sp./fosfolipidos en emulsidn
variaron de 41.6% +12.56% para el tratamiento 5%-s a 25%
+3.05% para el 7.5% (tabla XIII).

Al comparar 1los porcentajes de proteina de 1los
distintos tratamientos (tabla XIV), se detectaron diferencias
estadisticas significativas. Estos resultados se contrastaron
mediante la prueba de comparacién multiple de Dunn. ésta no
pudo detectar diferencias significativas entre los distintos
tratamientos (tabla XV). Los datos de contenido en proteinas
fueron muy variables, 1lo cual nos evita el poder encontrar

diferencias.

CARBOHIDRATOS.

Los porcentajes de carbohidratos (en peso seco) de
Artemia franciscana alimentada con Chaetoceros
sp./fosfolipidos y fosfolipidos en emulsién variaron de 4.79%

+0.24% a 8.75% *1.41% (tabla XVI)
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El contraste de los porcentajes de carbohidratos se
hizo mediante una prueba de andlisis de varianza de una via
no paramétrico de Kruskal-Wallis. Este andlisis demostrdé que
habia diferencias estadisticas entre los tratamientos (tabla
XVII), pero estas diferencias no son significativas. Se
aplicdé una prueba de comparacién miltiple por el método de
Dunn, el cual no detectdé tratamientos significativamente

diferentes (tabla XVIII).

LiPIDOS

Los porcentajes de 1lipidos (peso seco) en 1los
organismos alimentados con Chaetoceros sp. y fosfolipidos
fueron menores (12%) que el de las artemias cultivadas con
Chaetoceros sp./fosfolipidos en emulsidén (21% en promedio)
(tabla XIX).

Mediante una andlisis de varianza paramétrico de
una sola via se demostré que habia diferencias altamente
significativas entre los tratamientos (tabla XX). Estas se
detectaron mediante un andlisis de comparaciédn maltiple segun
el método de Student-Newman-Keuls (SNK). Con este andlisis se
demostraron diferencias altamente significativas entre 1los
porcentajes de lipidos de 1los 8 tratamientos. En 1los
organismos alimentados con Chaetoceros sp./fosfolipidos en

emulsién el contenido 1lipidico es aproximadamente un 80%
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mayores que las concentraciones de los organismos alimentados

con Chaetoceros sp./fosfolipidos (tabla XXI).

PESO SECO ORGANICO

Los porcentajes de peso seco organico variaron
entre, 17.39%%0.9 a 33.43.7%*1.24% en los organismos
alimentados con Chaetoceros sp./fosfolipidos y entre 26.56%%
1..55% y 30.04%+0.8% en los artemias alimentadas con
Chaetoceros sp./emulsiones. En general los valores mas altos
de cenizas en los individuos alimentados con Chaetoceros
sp./fosfolipidos en emulsidn (tabla XXII).

El contraste de estos resultados mediante un
andlisis de wvarianza de wuna via (tabla XXIII), demostrd
diferencia significativas entre los tratamientos (P=<
0.00001). Para descriminar los grupos diferentes se efectuo
un analisis de comparacidén multiple segun el método de
Student-Newman-Keuls (SNK). Este procedimiento demostrd que
los organismos alimentados con Chaetoceros sp./fosfolipidos

en emulsidén eran significativamente diferentes (tabla XXIV).

MATERIA ORGANICA

Los porcentajes de materia orgadnica variaron entre

69.17% a 96.51% (tabla XXV) con una media de 80.72%. En
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general se observaron los valores mas altos en las artemias
alimentadas con Chaetoceros sp./fosfolipidos en emulsidén, que

también tienen mayor cantidad de cenizas.
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Tabla XIII. Porcentaje y desviacidén estédndar de proteina

equivalente de adultos de Artemia franciscana
alimentada con Chaetoceros sp./fosfolipidos y
Chaetoceros sp./fosfolipidos en emulsién.

Tratamiento Porcentaije Desviacién

esténdar
Control-s 335 9:7
2.5%-s 3l . 7 s, T
5%-s 41.6 12 .5
7.5%-s 3313 4.6
Control-a 36.8 0.3
2.5%-a 27.1 2.6
5%-a 29.1 6.5
7.5%-a 25.0 3.0

Tabla XIV. Anadlisis de varianza de una via no paramétrico de

Kruskal-Wallis, de 1los porcentajes de proteina de
adultos de Artemia franciscana, alimentada con
Chaetoceros sp./fosfolipidos \% Chaetoceros
sp./fosfolipidos en emulsién. Nivel de significancia

de 0=0.05

Tratamiento Tamafio Mediana Estadigrafo Nivel de
de K-W significancia
muestra
Control-s 12 33 17.8 20153
2.5%-s 8 31
5%-s 9 37
7.5%-s 9 32
Control-a 6 36
2.5%-a 6 215
5%-a 6 29
7.5%-a 6 24
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Tabla XV. Comparacién maltiple por el métode de Dunn, de los
porcentajes de ©proteinas de adultos de Artemia
franciscana, alimentada con Chaetoceros
sp./fosfolipidos y Chaetoceros sp./fosfolipidos en

emulsidén. Nivel de significancia de o=0.05

Tratamientos. Dif. de P Q Grupos
rangos homogéneos

Control-a vs 7.5%- 30 .18338 8 2.18709 Rechaza
Control-a vs 2.5%-a 25.6667 7 2.03550 Rechaza
Control-a vs 5%-a 20.6667 6 1.63897 Rechaza
Control-a vs 2.5%-s 14.8333 5 1.17636 Rechaza
Control-a vs 7.5%-s 12.0833 4 1.01699 Rechaza
Control-a vs Control-s 12.0833 8 1.02443 Rechaza
Control-a vs 5%-s 0.055¢6 2 0.00460 Rechaza
5%-s vs 7.5%-a 30.7778 A 2.98940 Rechaza
5%-s vs 2.5%-a 25 611 6 3.14656 Rechaza
5%-s vs 5%-a 20.6111 5 2.53226 Rechaza
5%-s vs 2.5%-s 14.7778 4 1.81558 Rechaza
5%-s vs 7.5%-s 1.2 2222 3 1.67885 Rechaza
5%-s vs Control-s 12.0278 2 1.76621 Rechaza
Control-s vs 7.5%-a 18.75 6 1.88089 Rechaza
Control-s vs 2.5%-a 13.5833 5 1,;75911 Rechaza
Control-s vs 5%-a 8.5833 4 1.11158 Rechaza
Control-s vs 2.5%-s 2:L9/i5 B8 0.35614 Rechaza
Control-s vs 7.5%-s 0.1944 2 0.02855 Rechaza
7.5%-s vs 7.5%-a 18.5556 5) 1.80227 Rechaza
7.5%-s vs 2.5%-a 13.3889 4 1.64495 Rechaza
7.5%-s vs 5%-a 8.3889 3 1.03064 Rechaza
7.5%-s vs 2.5%-s Zia 9155 6 2 0.31397 Rechaza
2.5%-s vs 7.5%-a 16 4 1.46518 Rechaza
2.5%-s vs 2.5%-a 10.8333 3 1.21501 Rechaza
2.5%-s vs 5%-a 5.8383 2 0.65423 Rechaza
5%-a vs 7.5%-a 10.1667 3 0.93100 Rechaza
5%-a vs 2.5%-a 5 7 0.56077 Rechaza
2.5%-a vs 7.5%-a 5.1667 2 0.47313 Rechaza
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Tabla XVI. Porcentaje de carbohidratos y desviacidén esténdar

de adultos de Artemia franciscana alimentada con
Chaetoceros sp./fosfolipidos 3% Chaetoceros
sp./fosfolipidos en emulsién. Nivel de significancia

de 0=0.05.

Tratamiento Porcentaije Desviacién
estandar
Control-s 5.40 1.084
2.5%-s 5.04 1.270
5%-s 6.51 1.084
7.5%-s 6.48 1.192
Control-a 8.75 1.418
2.5%-a 6533 0.249
5%-a 6.11 0.767
7.5%-a 4.79 0.248

Tabla XVII. Andlisis de varianza de una via no paramétrico de

Kruskal-Wallis, de 1los porcentajes de carbohidratos
de adultos de Artemia franciscana, alimentada con
Chaetoceros sp./fosfolipidos y Chaetoceros
sp./fosfolipidos en emulsién. Nivel de significancia

de a=0.05.

Tratamiento Tamafo Mediana Estadigrafo Nivel de
de K-W significancia
muestra
Control-s 12 S .32 21 .3 0.0034
2.5%-8 6 4.59
5%-s 9 6.13
7.5%-s 9 6.34
Control-a 6 .99
2.:5%=a 6 6l BrL,
5%-a 6 6.39
7.5%-a 6 4,72
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Tabla XVIII. Comparacibén multiple por el método de Dunn, de
los porcentajes de proteina equivalente de adultos de
Artemia franciscana, alimentada con Chaetoceros
sp./fosfolipidos y Chaetoceros sp./fosfolipidos en

emulsiébn. Nivel de significancia de o=0.05

Tratamientos. Diferencia P Q Grupos

de rangos homogéneos
Control-a vs 7.5%-a 38.167 8 3.0849 Rechaza
Control-a vs 2.5%-a 36 7 8436 Rechaza
Control-a vs Control-s 31.250 6 3.495 Rechaza
Control-a vs 5%-s 19.467 5 1. 7592 Rechaza
Control-a vs 5%-s 18.111 4 1.7929 Rechaza
Control-a vs 7.5%-s 17.278 3 1 .57104 Rechaza
Control-a vs 2.5%-a 16.667 2 1.50061 Rechaza
2.5%-a vs 7.5%-a 28 5 7 1.9429 Rechaza
2.5%-a vs 2.5%-s 1.9. 3138 6 28 a0 T Rechaza
2.5%-a vs Control-s 14.583 5 1.8081 Rechaza
2.5%-a vs 5%-a 2.8 4 0.2922 Rechaza
2.5%-a vs 5%-s 1.444 3 0.1709 Rechaza
2.5%-a vs 7.5%-s 0.611 2 0.0723 Rechaza
7.5%-s vs 7.5%-a 20.889 6 2.0679 Rechaza
7.5%-8 vs 2.5%-s 18.722 5 2.3444 Rechaza
7.5%-s vs Control-s 13.972 4 2.0911 Rechaza
7.5%-s vs 5%-a 2.189 3 0.259 Rechaza
7.5%-s vs 5%-s 0.833 2 0.1167 Rechaza
5%-s vs 7.5%-a 20.056 5 1.9854 Rechaza
5%-s vs 2.5%-s 17.889 4 2024 Rechaza
5%-s vs Control-s 13.139 3 1.9664 Rechaza
5%-s vs 5%-s 15556 2 0.1664 Rechaza
5%-a vs 7.5%-a 1485 4 1.6899 Rechaza
5%-a vs 2.5%-s 16.533 3 1.8019 Rechaza
5%-a vs Control-s 11.783 2 1.4609 Rechaza
Control-s vs 7.5%-a 6.917 3 0.7072 Rechaza
Control-s vs 2.5%-s 4.75 2 0.617 Rechaza
2.5%-s vs 7.5%-a 2.167 2 0.2022 Rechaza
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Tabla XIX. Porcentaje y desviacién estéandar, de lipidos (en
peso seco) de adultos de Artemia franciscana
alimentada con Chaetoceros sp./fosfolipidos 3%
Chaetoceros sp. fosfolipidos en emulsibén. Nivel de

significancia de a=0.05.

Tratamiento Porcentaije Desviacioén
estandar
Control-s 13,8 0.9004
2.5%-s 11.8 0.3139
5%-s 12.2 0.5527
7.5%-s ' 12 0.3309
Control-a 2 B 1.1948
2.5%-a 22 2 0.5999
5%-a 21.5 0.9725
7.5%-a 2:0i5,7 0.0939

Tabla XX. Andlisis de varianza de una via paramétrico, de los
porcentajes de lipidos (en peso seco) de adultos de
Artemia franciscana, alimentada con Chaetoceros
sp./fosfolipidos y Chaetoceros sp./fosfolipidos en

emulsién. Nivel de significancia de o= 0.05.

Fuente de Variacién g.l. Suma de Cuadrado Relacién Nivel de

Cuadrados medio F Sig.
Entre tratamientos 7 P23 5 103.36 32.6 <0.0001
Residual 36 114.3 3aa

Total 43 837.8
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Tabla XXI. Valores promedio, diferencia de medias, numero de
medias en el rango (p), rango de estudent (q)
comparaciones posteriori SNK, de los
porcentajes lipidos adultos de Artemia
franciscana alimentada con Chaetoceros
sp./fosfolipidos y fosfolipidos en emulsidén. Nivel de
significancia de o= 0.05.

Tratamientos Diferencia. P q Grupos
de medias Homogéneos
2.5%-a vs 2.5%-s 10.324 8 18.532 Acepta
2.5%-a vs 7.5%-s 10.142 7 14.432 Acepta
2.5%-a vs 5%-s 9.983 © 13.464 Acepta
2.5%-a vs Control-s 8.36 9 12:114 Acepta
2.5%-a vs 7.5%-a 1.489 4 1.413 Rechaza
2.5%-a vs Control-a 1.096 3 1.192 Rechaza
2.5%-a vs 2.5%-a 0.668 2 0.634 Rechaza
5%-a vs 2.5%-s 9.656 ¥l 9.386 Acepta
5%-a vs 7.5%-s 9.474 6 9.619 Acepta
5%-a vs 5%-s 92265 5 9.172 Acepta
5%-a vs Control-s 7.692 4 7.882 Acepta
5%-a vs 7.5%-a 0.821 3 0.652 Rechaza
5%-a vs Control-a 0.428 2 O 372 Rechaza
Control-a vs 2.5%-s 9.227 6 110 3157 Acepta
Control-a vs 7.5%-s 9.045 5 10.769 Acepta
Control-a vs 5%-s 8.837 4 10.164 Acepta
Control-a vs Control-s 7.264 3 8758 Acepta
Control-a vs 7.5%-a 0.393 2 0.342 Rechaza
7.5%-a vs 2.5%-s 8.835 5 8.588 Acepta
7.5%-a vs 7.5%-s 8.653 4 8.785 Acepta
7.5%-a vs 5%-s 8.444 3 8.359 Acepta
7.5%-a vs Control-s 6.871 2 7.040 Acepta
Control-s vs 2.5%-s 1.964 4 3.018 Rechaza
Control-s vs 7.5%-s 1.782 3 3.078 Rechaza
Control-s vs 5%-s 1 -5 2 20933 Rechaza
5%-s vs 2.5%-s 0 ;89 8 0. 558 Rechaza
5%-s vs 7.5%-s 0.209 2 0.329 Rechaza
7.5%-s vs 2.5%-s 0.1.82 2 0.274 Rechaza
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Tabla XXII. Porcentaje y desviacidédn estandar de peso organico

seco, de adultos de Artemia franciscana alimentada
con Chaetoceros sp./fosfolipidos % Chaetoceros
sp./fosfolipidos en emulsién. Nivel de significancia

de a=0.05.

Tratamiento Porcentaije Desviacioén
estandar
Control-s 21.4 1.241
2.5%-s 25.0 0.850
' 5%-s 21.9 1.859
7.5%-s 17.4 0.905
Control-a 29.9 2.069
2.5%-a 30,7 0.808
5%-a 26.1 i .55
7.5%-a 2:81..2 1.879

Tabla XXIII. Anadlisis de wvarianza de una via paramétrico, de

los porcentajes de peso organico seco de adultos de
Artemia franciscana, alimentada con Chaetoceros
sp./fosfolipidos y Chaetoceros sp./fosfolipidos en

emulsién. Nivel de significancia de o= 0.05.

Fuente de Variacién g.l1. Suma de Cuadrado Relacién Nivel de
Cuadrados medio F Sig.

Entre tratamientos 7 410.9 58.70 2. 0 <0.0001

Residual 16 34.8 2.18

Total 2.3 445,77




Tabla XXIV. Valores promedio,

diferencia de medias,
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numero de

medias en el rango (p), rango de estudent (q)
comparaciones posteriori SNK, de los
porcentajes de peso seco organico para adultos de
Artemia franciscana alimentada con Chaetoceros
sp./fosfolipidos y Chaetoceros sp./fosfolipidos en
emulsién. Nivel de significancia de a= 0.05.
Tratamientos Diferencia P q Grupos
de medias Homogéneos
2.5%-a vs 7.5%-s 35823 8 15.64 Acepta
2.5%-a vs 5%-s 8.8.27 7 10.36 Acepta
2.5%-a vs control 1 .22°15 6 8.54 Acepta
2.5%-a vs 2.5%-s 5.697 5] 6.69 Acepta
2.5%-a vs 5%-a 4.587 4 5.39 Acepta
2.5%-a vs 7.5%-a 2..513 3 2'+ 9% Rechaza
2.5%-a vs Control-a 0.852 2 1.00 No aplica
Control-a vs 7.5%-s 12.472 7 14.64 Acepta
Control-a vs 5%-s .98 6 9.36 Acepta
Control-a vs Control-s 6.423 5 7.54 Acepta
Control-a vs 2.5%-s 4,845 4 5.69 Acepta
Control-a vs 5%-a 3.735 3 4.39 Acepta
Control-a vs 7.5%-a 1. 662 2 1 .95 No aplica
7.5%-a vs 7.5%-s 10.810 6 12.69 Acepta
7.5%-a vs 5%-s 6:.313 5 7.41 Acepta
7.5%-a vs Control-s 4,762 4 5 .59 Acepta
7.5%-a vs 2.5%-s 3.183 3 3.74 Acepta
7.5%-a vs 5%-a 25078 2 2.43 Rechaza
5%-a vs 7.5%-s 8:.737 5 10.26 Acepta
5%-a vs 5%-s 4.24 4 4.98 Acepta
5%-a vs Control-s 2.688 3 3.16 Rechaza
5%-a vs 2.5%-s 1 .1.10 2 330 No aplica
2.5%-s vs 7.5%- 7.627 4 8.96 Acepta
2.5%-s vs 5%-s 3.. 130 3 3.68 Acepta
2.5%-s vs Control-s 1.578 2 1.85 No aplica
Control-s vs 7.5%-s 6.048 3 s l0 Acepta
Control-s vs 5%-s 1.552 2 1.82 Rechaza
5%-s vs 7.5% seca 4,497 2 5,128 Acepta
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Tabla XXV. Porcentaje y desviaciones estandar de proteinas,

carbohidratos, lipidos, porcentaje de peso seco
organico y total de materia organica, de adultos de
Artemia franciscana alimentada con Chaetoceros
sp./fosfolipidos y Chaetoceros sp./fosfolipidos en
emulsioén.

Tratamiento Proteinas Carbohid. Lipidos Cenizas Total
Control 38.5 (9.71) 5.40 (1.08) 13.8 (0.90) 21.40 (1.24) 74.10
2.5%- 3.7 (7.17 5.04 (1.27) 11.8 (0.31) 25.01 (0.85) 73,55
5%- 41.6 (12.56) 6.51 (1.08) 12..2 (0iI55) 21.90 (1.85) 82.21
7.5%-s 33.3 (4.68) 6.48 (1.19) 12.0 (0.33) 17.39 (0.90) 69.17
Control-a 36.8 (0.33) 8.75 (1.41) 21.1 (1.19) 29.86 (2.06) 96.51
2.5%-a 27.1 (2.60) 6.33 (0.24) 22.2 (0.59) 30.07 (0.80) 85.70
5%-a 29.1 (6.56) 6.11 (0.76) 21.5 (0.97) 26.10 (1.55) 83.27
7.5%-a 25.0 (8.0%) 4.79 (0.24) 20.7 (0.09) 28.20 (1.87) 78.69
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VI DISCUSION
VI.1l ALIMENTACION DE Artemia franciscana

Una de las limitantes principales durante el
experimento fue suministrar alimento en calidad y cantidad
adecuada a las artemias. Correa-Sandoval (1991) utilizaba
una dieta semejante a la propuesta por Tackaer et al. (1987)
con Chaetoceros sp. que utilizdé Dunaliella salina. En ensayos
preliminares realizados se observdé que los organismos
tardaban méds de 21 dias en madurar sexualmente. Por lo que se
sospechdé que la cantidad no era la suficiente y el
crecimiento de los organismos se retardaba. Por lo anterior y
a sugerencia del Dr. Patrick Sorgeloos, aumentamos 1las
raciones diarias de alimento, este aumento se reflejé en una
mejor tasa de crecimiento.

Por la anterior, consideramos que si bien los
resultados fueron Dbuenos, hay que elaborar un régimen
alimenticio mé&s especifico con Chaetoceros sp., pues el
aumento propuesto sb6lo fue empirico. También consideramos que
la produccién de la microalga Chaetoceros sp. es factible
para el cultivo masivo de Artemia pues su cultivo no es
dificil y se pueden obtener concentraciones celulares muy

buenas.
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La eficiencia de los fosfolipidos en el crecimiento
y sobrevivencia varia con respecto a la fuente y tipo de
fosfolipido usada. En los crustédceos también se ha demostrado
que el nivel oéptimo de fosfolipidos va acorde a la fuente
lipidica utilizada. Teshima et al (1982) demostrd que para
larvas de Penaeus japonicus; los fosfolipidos que contengan
colina o inositol ejercen efecto positivo sobre el
crecimiento Yy la sobrevivencia. Los fosfolipidos que
contienen &cido linoléico (18:2w6), &cido 1linolénico (18:3@
3 5 acido eicosapentaendico (20:5m3) 3% acido
docosapentaendico (22:6mw3) son mas efectivos para promover el
crecimiento y la sobrevivencia. La efectividad de 1los
fosfolipidos parece depender de la naturaleza de los A&cidos
grasos localizados en las posiciones alfa y beta de 1la
molécula de fosfolipidos. Lo anterior es importante para la
biosintesis de fosfolipidos a partir de &cidos grasos libres

y trigliceridos por las larvas de peces y crustéceos.
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VI.2 CRECIMIENTO

Los datos disponibles en la literatura acerca de
los dias necesarios para la formacidén de parejas son pocos.
Correa-Reyes (1993) 3% Paniagua-Chavez (1993) reportan
primeras parejas a los 10 dias y Arriaga-Haro (1993) Yy
Sanchez-Saavedra (1994) a los 13 dias. En el presente trabajo
se obtuvieron parejas, en ambos experimentos a los 11 dias.
Esto da una primera i1dea de 1la eficiencia dietética del
alimento proporcionado, ya que la adicién de fosfolipidos en
base seca y en emulsidén no es dafiina o negativa para el
crecimiento de Artemia franciscana.

Mason (1963), reporta a los 11 dias organismos de
entre 3.7 mm y 5 mm al alimentar Artemia con una dosis
constante de microalga. El mismo autor cuando aumenta la
densidad de microalga constantemente, a los 11 dias encuentra
organismos de entre 5.75 mm y 6.6 mm. Abreu-Grobois (1991),
en un experimento similar al de Mason (1963), obtuvo
individuos de un promedio de 10.03 mm (+*0.72 mm) en 14 dias
de experimentacién. Ambos autores utilizaron como alimento la
microalga Dunaliella tertiolecta.

Los métodos usados para medir Artemia, son
diferentes. Mason (1963) aplicdé la técnica de fotografias
amplificadas sobre papel milimétrico. Abreu-Grobois (1991) no

indica como mididé los organismos. Al medir las artemias se
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observd el problema de que los individuos estaban curvados y
no era posible medirlos con exactitud con la reglilla del
microscopio, por lo que consideramos que hay que tomar con
cautelas los datos obtenidos. El1 Dr. Peter Coutteau indicéd
que la manera mas exacta de medir Artemia es mediante un
programa estadistico que el mismo disefié, con una cémara
clara o con un curvimetro.

Por 1lo que respecta a las tallas Correa-Reyes
(1993) reporta tallas de 7 mm en promedio, Sanchez-Saavedra
(1993) de 4.85 mm y Arriaga-Haro (1993) de 6.00 mm, en
condiciones similares de cultivo y alimentacién a las de este
trabaijo 3% Paniagua-Chavez (1993), quien suministro
Dunaliella, registrd6 artemias de 6.50 mm

En este trabajo encontramos que en el experimento
en el que se alimento con Chaetoceros sp. y fosfolipidos en
base saca, las tallas son mas pequeflas que los alimentados
con emulsiones. Las medianas de las tallas van desde los 3.99
mm para 7.5%-seca a 4.51 mm 5%-seca. Los analisis
estadisticos revelan que este Ultimo grupo es diferente a
todos lo demés.

Los organismos alimentados con Chaetoceros
sp./fosfolipidos en emulsidén, son constantemente mayores que
los organismos alimentados con Chaetoceros sp./fosfolipidos.
Las medianas de las tallas varian de 4.83 mm (Control-aceite)

a 5.38 mm (2.5%-aceite). La estadistica indica que los tres
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tratamientos en 1los que se utiliza fosfolipidos son
semejantes y que son diferentes del tratamiento en le que no
se usa fosfolipidos.

Entonces podemos concluir que las tallas de Artemia
franciscana, alimentadas con Chaetoceros sp. y fosfolipidos y
en emulsién estan dentro de los estandares del laboratorio de

acuicultura del CICESE.

Las diferencias encontradas pueden atribuirse a la
microalga utilizada Paniagua-Chavez (1993) utiliza Dunaliella
sp., Mason (1963) y Abreu-Grobois (1991) alimentan con
Dunaliella tertiolecta en el presente trabajo se proporciond
Chaetoceros sp. La primera es un alga de mayor tamafio, 8-11 x
1l4-16um mientras Chaetoceros sp. mide 4-6 x 6-8um. Aungue sus
composiciones bioquimicas no difieren en mucho (Borowitzka vy
Borowitzka, 1988). Mason (1963) 'y Abreu-Grobois (1991)
sefialan que los principales factores que se deben de tomar en
cuenta para alimentar Artemia son la concentracién del
alimento, su disponibilidad y la accesibilidad al wvolumen
microalgal necesario.

Por lo anterior, se aumenté la dosis de microalga
propuesta por Tackaert et al. (1987), debido a que ésta era
unica y exclusivamente para Dunaliella sp. y no para todas
las microalgas (Sorgeloos com. pers.). El1 aumento fue
positivo, pues en experimentos preliminares se observaron

parejas hasta en 21 dias y con el nuevo régimen en 11.
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El crecimiento, el tiempo para alcanzar la
maduracién y la longitud promedio de Artemia franciscana
alimentada con Chaetoceros sp. y fosfolipidos o emulsiones
resultan de interés. Desde el punto de vista de la produccién
ya que se pueden obtener organismos de buena talla en menor
tiempo, como resultado de la calidad del alimento.

Resultaria dificil atribuir estos resultados a un
efecto especifico, posiblemente el crecimiento de Artemia
franciscana se vea favorecido por la adicién de un promotor
del desarrollo, como 1los fosfolipidos o la combinacién de
éstos con el alimento. Por 1lo que su utilizacidén seria

recomendable en el cultivo de estos organismos.
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VI.3 SOBREVIVENCIA

A diferencia de 1los datos de crecimiento los de
sobrevivencia son més frecuentes en la literatura, pues es de
vital interés conocer la efectividad de 1las dietas que se
utilizan en el cultivo de Artemia. Por desgracia, la mayoria
de los datos de sobrevivencia se refieren a cultivos con un
nuamero bajo de individuos (1 a 50 organismos) Yy en
condiciones ambientales muy controladas. Ademéds de que 1los
articulos no exponen de manera clara los procedimientos de
evaluacién de 1la sobrevivencia. Como lo mencionamos en la
metodologia tuvimos que cambiar la forma de evaluacidén de la
sobrevivencia (alicuotas de 5 ml) por una que proporcionara
informacidén mé&s segura (alicuotas de 50 ml) que nos
permitiera inferir mejor sobre nuestros datos.

Correa-Reyes (1993), Arriaga-Haro (1993) y S&nchez-
Saavedra (1993), que cultivaron Artemia franciscana en
condiciones similares a las del presente trabajo, reportan
sobrevivencias de 30.41%, 55.8% y 76% respectivamente. En el
presente trabajo se encontrdé que en los tratamientos en los
que se suministrd un 2.5% de fosfolipidos, ya sea en emulsidn
o secos, la sobrevivencia fue de 83%.

La inclusiébn de fosfolipidos en las dietas de
diversos organismos en cultivo produce mejores

sobrevivencias. Conklin et al. (1980) demostraron que la
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inclusién de fosfolipidos de soya (3% a 6%), en la dieta de
Homarus americanus, es esencial para el crecimiento y la
sobrevivencia de langostas alimentadas con dietas purificadas
con caseina como proteina principal. De igual manera Kanazawa
et al. (1985) informan que la adicién de fosfatidilcolina
(PC) vy fosfatidilinositol (PI), en la dieta de Penaeus
japonicus favorece la sobrevivencia y el crecimiento.

Otros datos no son tan claros como los anteriores.
Chen y Jenn (1991) mencionan que el efecto combinado de
colesterol y fosfatidilcolina, no aumenta significativamente
la conversién alimenticia y sobrevivencia de Jjuveniles de
Penaeus penicillatus. Por separado concentraciones de 1.25%
de fosfatidilcolina favorecen la sobrevivencia en Jjuveniles
de Penaeus monodon (Chen, 1993). En ambos trabajos se sugiere
que el efecto de los fosfolipidos sobre la sobrevivencia vy
crecimiento estd en relacién con la calidad y cantidad de
acidos grasos de los fosfolipidos.

Briggs et al. (1988 y 1994) mencionan la misma
clase de datos en donde en algunos organismos la adicién de
fosfolipidos no provoca ningun efecto como en Macrobrachium
rosenbergii mientras que en Penaeus monodon la adicién de
fosfolipidos en la dieta favorecidé el <crecimiento, la
sobrevivencia y la conversién alimenticia, proponiendo que el
efecto estd dado por el tipo y la cantidad de é&cidos grasos

presentes en los fosfolipidos.



68

Los resultados aqui obtenidos son prometedores,
pues las altas sobrevivencias aseguran una alta produccién de
biomasa en un tiempo corto. Ademds la biomasa obtenida es de
Artemia enriquecida, la cual se puede utilizar para alimentar
a los organismos en cultivo. El mecanismo de como las
lecitinas favorecen a la sobrevivencia no esta claro, se
propone de manera general que los acidos grasos libres y los
asociados a los fosfolipidos son los causantes de este
efecto. Por lo que es recomendable 1la wutilizacidén de
fosfolipidos en base seca y en emulsiones, para el cultivo de

artemia.
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VI.4 VALOR NUTRICIO DE Artemia franclscana

Una de las limitantes principales en la crianza de
larvas de peces y crustaceos, es la obtencidén de alimento
vivo. Diversos investigadores (Watanabe et al., 1983; Léger
et al., 1986 y Bengston et al., 1991) han resaltado 1la
importancia de una dieta aceptable, digerible y de alta
calidad nutricional, para los organismos cultivados.

Dentro de la larga lista de organismos con las
caracteristicas de palatabilidad, digestibilidad y alta
calidad nutricia, sdélo algunos son candidatos posibles,
porque no existen en cantidad suficiente para sostener la
continua demanda de alimento (Léger et al, 1986). E1 hecho de
que Artemia forme quistes de resistencia, la hace un
organismo muy conveniente, pues requiere un minimo de trabajo
y es una alimento siempre disponible (Bengtson et al., 1991).
El problema de su variabilidad nutricia, tanto temporal como
geografica aun prevalece. Sin embargo, desde la década de los
ochenta se ha tratado de mejorar su calidad nutricia, esto
mediante la alimentacidén o bien por enriquecimiento (Léger et
al., 1986).

Segin Léger et al. (1986) existen 4 técnicas de
enriquecimiento de Artemia. El1 método inglés (alimentacidn

con microalgas ricas en acidos grasos), Jjaponés (Directo con



70

emulsiones e indirecto <con levaduras-@, francés (mezclas
complejas) y belga (autoemulsificantes).

En este experimento se utilizé una mezcla de la
técnica japonesa y la belga. La ventaja de estas dos técnicas
es su facilidad de uso y efectividad. Esto se vié reflejado
en el experimento donde se alimentod con Chaetoceros
sp./fosfolipidos en emulsion, donde 1los porcentajes de
lipidos aumentaron en un 80% con respecto al control.

Léger et al., (1986), en una revisidn exhaustiva
sobre el valor nutricio de adultos de Artemia, muestra como
la variabilidad nutricia es muy grande. En éste estudio 1los
valores de proteina varian entre 50% y 69%, carbohidratos 9%
y 17% y los 1lipidos 2% y 19%. Estos datos se acentlan méas
cuando se comparan con los resultados de proteinas
equivalente de 9.76%, 26.68% y 46.74% obtenidos
respectivamente por Arriaga-Haro (1993), Correa-Reyes (1993)
y Saénchez-Saavedra (1994) quienes trabajan en condiciones
similares. Los valores registrados en el presente trabajo
varian de 41.6% a 25%.

La diferencias observadas en proteinas, tienen
probablemente su origen en la metodologia de conservacién vy
determinacién. Grabner (1981/1982), Sasaki y Capuzzo (1984)y
Liu y Simpson (1983), 1indican que las mejores formas de
conservar Artemia es en congelacién a -70°C, en nitrégeno

liquido o liofilizada. En el presente trabajo los organismos
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fueron conservados primeramente congelados a -70°C Yy
posteriormente liofilizados para su anélisis.

Con respecto a los carbohidratos, los porcentajes
son menos variables (8.75% a 4.79%). Gozalbo et al, (1991)
menciona valores entre 3% y 18% y Léger et al (1986) de 2% a

17%. Correa-Reyes (1993) vy Arriaga-Haro (1993) encontraron

valores bajo (3.9% y 2.95%, respectivamente). A diferencia
Sadnchez-Saavedra (1994) publica valores muy altos de
carbohidratos (21%). Estos datos fueron obtenidos con 1la

misma microalga y en condiciones semejantes de cultivo.

Este trabajo enfatiza sobre el contenido lipidico
influenciado mediante dietas ricas en fosfolipidos y aceite
de macarela. Ozkizilcik y Chu (1994 a y Db) alimentaron
nauplios de Artemia durante 24 y 48 h con fosfolipidos. Los
resultados fueron de entre 15% y 25% de lipidos totales, 1los
que coinciden con los registrados para la alimentacidén de
Artemia franciscana con Chaetoceros sp./fosfolipidos en
emulsién. Los datos de alimentacién de Artemia franciscana
con Chaetoceros sp. y fosfolipidos no aumentan debido a que
tal vez la estabilidad de los liposomas formados no es muy
grande y posiblemente no estuvieran disponibles para ser
incorporados en el organismo (Bangham, 1977) o bien son
degradados y utilizados inmediatamente en el metabolismo.

Los lipidos no sbélo son incorporados al tracto

digestivo del organismo, sino que también son metabolizados
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posiblemente por una fosfolipasa Ay e hidrolasas é&cidas, que
existen en Artemia (Ozkizilcik, 1994c). Benjits et al (1975)
y Navarro (1991) demostraron que durante la embriogénesis, en
este invertebrado se utilizan grandes cantidades de lipidos
en los estadios nauplios y metanauplios, los cuales pueden
disminuir hasta en un 60%. Tipicamente el enriquecimiento de
nauplios de Artemia se lleva a cabo durante 24 hrs., durante
este periodo las nauplios crecen, haciéndolos inapropiados
para alimentar larvas de peces y crustédceos. El enriquecer a
los nauplios inmediatamente después de su eclosién
minimizaria este problema y favoreceria el crecimiento.

Por lo anterior se puede afirmar que la
alimentacibébn con Chaetoceros sp. y fosfolipidos en emulsidén
es recomendable, pues se observan efectos positivos sobre el
valor nutricio. Lo que aseguraria biomasa de buena calidad
para su utilizacidébn, ya sea como alimento o como harina de
Artemia

La idea de que los alimentos con mayor contenido de
proteina son los mas adecuados para el desarrollo de 1los
organismos marinos esta bien documentada. Pero en fechas més
recientes han tomado gran reelevancia en la acuicultura el
uso de las diferentes clases de lipidos. Esto se demuestra en
la cantidad de trabajos publicados en los que se usa Artemia
como acarreador de lipidos. (Watanabe et al., 1982; Léger et

al., 1985; Amat et al., 1987; Gatosoupe, 1991; Abelin, 1992,
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Izquierdo et al., 1992; Tuncer y Harrell, 1992; Mourente vy
Tocher 1993; Mourente et al., 1993; Ako et al., 1994; Craig
et al., 1994; O0Ozkizilcik y Chu 1994d; Rees et al., 1994,
Reitan et al., 1994). Todos estos autores obtiene resultados
prometedores utilizando artemia como un acareador de
sustancias bioactivas, siendo este un campo con futuro para

la produccidbn acuicola animal.
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VII CONCLUSIONES

1) La dieta utilizada es benéfica. La microalga Chaetoceros
Sp. es un buen alimento para Artemia franciscana.

2) Los dias necesarios para la obtencidén de primeras pare’jas
fué de sé6lo 11 dias, cuando en los experimentos preliminares
se obtuvieron en 21.

3) La adicidén de fosfolipidos en emulsién favorece més el
crecimiento que los fosfolipidos secos.

4) Concentraciones de 2.5% de fosfolipidos secos o en
emulsién favorecen 1la sobrevivencia de Artemia franciscana
hasta en un 83%.

5) La adicién de fosfolipidos a la dieta de Artemia
franciscana no modifica los porcentajes de carbohidratos vy
proteina.

6) La adicién de fosfolipidos en emulsidn aumenta hasta en
80% los porcentajes de 1lipidos en adultos de Artemia
franciscana.

7) La utilizacidén de emulsiones y liposomas en la dieta de

Artemia franciscana es factible a nivel experimental vy

piloto.
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