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Resumen de la tesis de Araceli Cazares Salazar, presentada como requisito parcial
para la obtencion del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura

Efecto de dietas mixtas de microalgas marinas en el cultivo y composicion de acidos
grasos esenciales del copépodo Pseudodiaptomus euryhalinus

Resumen aprobado por:

Dra. Beatriz Cordero Esquivel Dr. Benjamin Baron Sevilla
Director de Tesis Director de Tesis

Uno de los problemas mas comunes en el cultivo de peces marinos es la alimentacion
de las larvas, principalmente se utilizan como alimento vivo los rotiferos y nauplios de
Artemia enriquecidos con microalgas o emulsiones de acidos grasos, sin embargo, se
ha demostrado que los copépodos tienen un mayor valor nutricional, por su contenido
de acidos grasos esenciales (DHA, EPA y ARA), mismos que se pueden incrementar
con una dieta adecuada. En este trabajo se evalu6 el efecto de tres dietas mixtas
elaboradas con las microalgas marinas Isochrysis galbana (ISG), Rhodomonas salina
(RHS) y Chaetoceros muelleri (CHM) en el crecimiento, la supervivencia, proporcion de
sexos, el tiempo de maduracién y en la composicion de acidos grasos del copépodo
Pseudodiaptomus euryhalinus. Las microalgas se mantuvieron en cultivo semicontinuo
en condiciones controladas y cada cinco dias se recolectaron muestras para analizar
el perfil y la concentracion de &cidos grasos. Para formular las dietas se consideré una
mezcla 1:1 y una racién inicial de 5.47 ug-ml™ PSO de cada microalga. Para evaluar el
efecto de las dietas mixtas en P. euryhalinus, se sembraron nauplios recién
eclosionados y se alimentaron con las tres dietas. Después de 11 dias de cultivo se
observaron los mejores resultados con la dieta ISG-CHM (P<0.05), ya que se obtuvo
una supervivencia del 90.3 %, un 48% de hembras ovigeras y una longitud del prosoma
de 928 um. La proporcion de sexos fue de 1:1 sin diferencias significativas entre dietas
(P=0.05). La concentracion del acido graso DHA fue mayor en |. galbana con 6.40
ugemg™, y C. muelleri tuvo una mayor concentracién de ARA y EPA, con 2.08 ugemg™y
6.16 pgemg’ respectivamente. De las tres dietas utilizadas en este trabajo la
compuesta por ISG-CHM dio los mejores resultados en el cultivo de los copépodos, ya
que se obtuvieron proporciones de DHA/EPA y EPA/ARA de 091 y 255,
respectivamente. En los copépodos alimentados con las dieta ISG-CHM, ISG-RHS se
obtuvieron proporciones de DHA/EPA de 1.3:1 y 2.5:1 y de EPA/ARA de 3.3:1 y 3.5:1.
Estos organismos podrian ser utilizados como alimento para peces marinos, ya que
cumplen aproximadamente con lo propuesto por Sargent et al. (1997), de una relacién
de DHA/ EPA de 2:1, considerada adecuada para un buen crecimiento y formacion del
tejido nervioso de las larvas de peces marinos.

Palabras clave: Microalgas, dietas mixtas, copépodos, acidos grasos esenciales.



Abstract of the thesis presented by Araceli Cazares Salazar as a partial requirement to
obtain the Master in Science degree in Aquaculture

Effect of mixed diets of marine microalgae the culture and essential fatty acid
composition of the copepod Pseudodiaptomus euryhalinus

Abstract approved by:

Dra. Beatriz Cordero Esquivel Dr. Benjamin Barén Sevilla
Director de Tesis Director de Tesis

One of the most common problems found in the marine fish culture is the larvae feeding.
The rotifers and Artemia nauplii are used principally as live food enriched with
microalgae or fatty acids emulsions; nevertheless, it has been demonstrated that
copepods have a higher nutritional value for their essential fatty acids (DHA, EPA and
ARA) content, which could increase with a suitable diet. In this work, the effect of three
mixed diets made with marine microalgae Isochrysis galbana (ISG), Rhodomonas salina
(RHS) and Chaetoceros muelleri (CHM) was evaluated in the growth, survival, sex
proportion, maturity time and fatty acid composition of the copepoda Pseudodiaptomus
eurhyalinus. The microalgae were maintained in semi-continuous culture under
controlled conditions; five-day samples were collected to analyse the profile and
concentration of the fatty acids. To formulate the diets a 1.1 mix and an initial ratio of
5.47 ug-ml* PSO from each microalgae were considered. To evaluate the effect of
mixed diets in P. euryhalinus, newly hatched nauplii were sown and were fed with each
of the three diets. After 11 days of culture the best results were observed with diet ISG-
CHM (P<0.05), obtaining a survival of 90.3 %, 48 % of ovigerus females and a length of
the prosoma of 928 um. The sex ratio was 1:1, without significant differences between
diets (P > 0.05). The DHA fatty acid concentration was higher in I. galbana with 6.40
ngemg™, and C. muelleri had a higher concentration of ARA and EPA, 2.08 pgemg™ and
6.16 pgemg™ respectively. Of the three diets used in this work, the one composed by
ISG-CHM gave the best results in the copepod culture, with DHA/EPA and EPA/ARA
proportions of 0.9 and 2.5, respectively. The copepods fed with the ISG-CHM, ISG-RHS
diets presented DHA/EPA proportions of 1.3:1 and 2.5:1, and EPA/ARA proportions of
3.3:1 and 3.5:1. These organisms are suitable to be used as marine fish larvae feed, as
they present the DHA/EPA 2:1 relation proposed by Sargent et al. (1997), considered as
the right relation for well growth and nervous tissue formation of marine fish larvae.

Keywords: mixed diets, microalgae, copepod, essential fatty acid
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Capitulo 1

Introduccién

El rapido crecimiento de la acuicultura ha estimulado el desarrollo de nuevas
tecnologias orientadas a mejorar los procesos de produccién y los rendimientos
econdémicos de los cultivos. EI mejoramiento genético, el control y la prevencion de
enfermedades y sobre todo, la alimentacion y nutricion de los organismos que se
cultivan, son algunos de los campos de investigacidon mas activos en relacion con los
organismos marinos, entre los que se incluyen diversas especies de crustaceos,

moluscos y peces (Kraul, 1989).

El cultivo de peces marinos a nivel experimental se remonta 50 afios atrds y a nivel
comercial a 30 afios (Tucker, 1998; Lazo, 2000). Algunos paises como Japon, Francia,
Noruega y Canada, han logrado avances notables en el cultivo de peces marinos, sin
embargo, han enfrentado diversos retos, particularmente el del cultivo larvario, ya que
este estadio de la ontogenia se caracteriza por la fragilidad de las larvas, y por su
susceptibilidad a pequefios cambios en las condiciones de cultivo, tales como la
salinidad, la temperatura, la concentracion de oxigeno, el fotoperiodo y la intensidad de
luz, asi como al manejo rutinario. Todos estos factores pueden ser causa suficiente
para ocasionar una mortalidad masiva en el cultivo larvario (Shepherd y Bromage, 1992
Stottrup, 2000) y tienen una relacién directa con el estado nutricional de las larvas
(Prieto et al., 2006).

El crecimiento y la supervivencia de las larvas de peces depende en gran medida de la
relacion entre la eficiencia con que capturan el alimento y el valor nutritivo de la presa
ingerida, por esta razén, es muy importante que el tamafio del alimento sea adecuado
para el tamafio de la boca y que contenga todos los nutrientes que la larva requiere. En
general, el tamafio de las presas comunmente utilizadas para el cultivo de larvas de
peces y crustaceos marinos de interés comercial esta en el orden de 50 a 500 um de
longitud (Yufera y Pascual, 1984; Amat-Domenech, 1993).
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Las larvas de peces marinos de importancia econdémica son en su mayoria
zooplanctofagas y los copépodos son las principales presas que consumen en el medio
natural. Los copépodos son un alimento altamente disponible ya que cerca del 70% de
la produccion secundaria del zooplancton en el océano se debe a estos organismos,
Los copépodos son el grupo mas diverso y abundante del zooplancton en cualquier
ecosistema marino. A demas por sus diversos habitos alimenticios, asimilan, convierten
y transfieren la energia producida por el fitoplancton hacia los niveles tréficos superiores
(Hulsemann, 1996).

Uno de los principales problemas a los que se enfrenta el desarrollo de la acuicultura es
el de la nutricibn de los diferentes estadios de vida de las especies cultivadas,
particularmente de los peces marinos de importancia econémica. Con frecuencia, las
dietas formuladas resultan insuficientes o inadecuadas para cubrir los requerimientos
nutricionales durante la fase larvaria, ya sea porque las larvas tienen una actividad
enzimatica limitada, lo que a su vez restringe su capacidad digestiva o porque no son
capaces de ingerir los alimentos formulados, lo que impide que las células del sistema
digestivo reciban los estimulos necesarios para la secrecion de las enzimas digestivas
(Lazo 2000).

Por otro lado, ninguna dieta balanceada ha demostrado ser tan atractiva para las larvas
como el alimento vivo, el cual estd constituido principalmente por fitoplancton
(microalgas) y zooplancton (copépodos, otros microcrustaceos, larvas y huevos de otros
organismos marinos y rotiferos). Ademas, en términos generales, el alimento vivo es
mas facil de digerir y asimilar que los alimentos peletizados (Delbare et al., 1996;
Kurokawa et al., 1998; Kolkovski, 2001).

Entre los componentes de las dietas, hay varios compuestos que son esenciales
(nutrimentos que no pueden ser sintetizados por el organismo y que deben ser
adquiridos con el alimento), como las vitaminas, algunos aminoacidos y varios acidos

grasos insaturados de cadena larga (Kleppel, 1993; Lazo, 2000).
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Los acidos grasos mas importantes para los estadios larvarios de peces son los
poliinsaturados de cadena larga (Sargent et al.,, 1997). En particular el acido
docosahexaenoico (DHA), estimula el crecimiento de la larva y se complementa con el
acido eicosapentaenoico (EPA). Ademas, la inclusion del acido araquidonico (ARA) en
la dieta facilita los procesos de pigmentacion y es el precursor de eicosanoides (Bell et
al., 2003).

El periodo mas critico del desarrollo temprano de los peces es cuando las larvas
terminan de absorber el saco vitelino e inician la alimentacion exdgena. En esta
transicion, el alimento vivo es esencial, ya que estimula el consumo y provee los
nutrientes en cantidad y calidad, promoviendo un adecuado crecimiento y supervivencia
(Halver, 1988).

Las microalgas son la base de la alimentacion durante los primeros estadios de vida de
muchos organismos de importancia acuicola y a pesar de los esfuerzos realizados
durante las ultimas décadas para reemplazarlas por dietas formuladas, la acuicultura
depende adn de su produccion y utilizacion (Abalde y Herrero 2004, Bastien, 2006). Por
tal motivo, se han realizado numerosos estudios relacionados con el valor nutricional de
diversas microalgas para la alimentacién de larvas y juveniles de moluscos (Lavens y
Sorgeloos, 1999, Cerén et al., 2009) juveniles y reproductores de peces (Prieto et al.,
2006; Hemre, 2006) crustaceos como artemia (Sexias et al., 2009), copépodos

(Farhadian et al., 2008, Anzueto, en prep.) y rotiferos (Ferreira et al., 2008).

Las microalgas son la fuente primaria de acidos grasos en los ecosistemas marinos y
aunqgue su diversidad es muy grande, en el ambito de la acuicultura se han utilizado un
namero relativamente reducido de especies, entre las que se encuentran: Isochrysis
galbana, considerada una de las mejores fuentes de DHA, sin embargo tiene bajo
contenido de EPA y no contiene ARA. Por el contrario, Cheatoceros muelleri es pobre
en DHA, pero es rica en EPA y ARA, y Rhodomonas salina, la cual tiene niveles bajos
de EPA vy niveles altos de DHA y ARA (Renaud et al., 2002; Pernet et al., 2003;
Tremblay et al., 2007).



4

Los rotiferos y Artemia son los organismos mas utilizados para la alimentacion de la
mayoria de las larvas de los peces marinos y para algunos crustaceos cultivados,
debido a su facilidad de cultivo y alta supervivencia (Sorgeloos et al., 2001). Sin
embargo su calidad nutricional es inadecuada, por esta razon, ha surgido la necesidad
de investigar nuevas alternativas alimenticias que aminoren la dependencia de estos
organismos y que incrementen la calidad nutricional de larvas las de peces (Shields,
2001; Callan et al., 2003).

La eleccion de las especies que conformaran el alimento vivo para las larvas de peces
marinos debe considerar caracteristicas tales como: el tamafio y el valor nutritivo
(Payne y Rippingale, 2000; Payne et al., 2001), deben ser pelagicas, con un
comportamiento de natacion que facilite su captura, tener un ciclo de vida relativamente
corto, una elevada tasa de fecundidad, eclosion y supervivencia, un alto contenido
energético y digestibilidad, ser resistentes a las practicas de cultivo y a los cambios
bruscos en el ambiente, deben tolerar altas densidades de cultivo y ademas, deben ser

faciles de alimentar (Sun y Fleeger, 1995; Stottrup y Norsker, 1997).

Los copépodos son una alternativa para la alimentacibn de larvas de peces y
crustaceos marinos, ya que son su alimento natural y tienen un alto contenido de
proteinas y lipidos, principalmente de acidos grasos esenciales (HUFAs, por sus siglas
en inglés) indispensables para el desarrollo de las larvas (Payne y Rippingale, 2000;
Puello et al., 2009).

Pseudodiaptomus euryhalinus es uno de los copépodos con potencial para su uso en la
acuicultura, ya que, es una especie planctédnica, con tamafio y forma del cuerpo variable
a lo largo de su ciclo de vida, ademas de que se distribuye en toda la columna de agua,
incrementando su disponibilidad para las larvas pelagicas. Puello et al. (2009),
evaluaron el crecimiento y produccion naupliar de Pseudodiaptomus euryhalinus
alimentado con dietas monoalgales y mixtas de microalgas marinas, y obtuvieron los
mejores resultados de crecimiento y produccion naupliar en los organismos alimentados
con la mezcla de Chaetoceros muelleri-Isochrysis galbana. Sin embargo, en P.

euryhalinus aun se desconoce la composicién bioquimica, especificamente el perfil de
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acidos grasos, por lo cual, en este trabajo se evalud el efecto de tres mezclas de las
microalgas marinas Isochrysis galbana, Rhodomonas salina y Chaetoceros muelleri

como alimento para el copépodo P. euryhalinus.



Capitulo 2

Antecedentes

2.1 Microalgas

Las microalgas marinas estan presentes en el medio natural en una gran diversidad de
especies, son la base de la cadena trofica y constituyen el alimento principal de
diferentes estadios de vida de los moluscos, crustaceos y peces, entre otros
organismos (Abalde y Herrero 2004). En el ambito de la acuicultura se han utilizado
principalmente como alimento de organismos filtradores, especialmente durante todo el
ciclo de vida de los moluscos bivalvos (Martinez et al., 2000; Flores—Vergara et al.,
2004; Milke et al., 2008 y Cerdén-Ortiz et al., 2009). Tambien sirven de alimento para el
cultivo de zooplancton, que a su vez se utiliza en la alimentacion de larvas de peces,
principalmente rotiferos, Artemia y algunas especies de copépodos (Treece y Allen
2000; Campa, 2002; Lora-Vilchis et al., 2004; Puello-Cruz et al., 2009 y Guevara et al.,
2011).

Algunas de las especies que se han utilizado para alimentar rotiferos y Artemia son
Isochrysis sp, Chaetoceros muelleri, Nannochloropsis sp., Synechococcus sp.,
Tetraselmis suecica, Dunaliella salina, Phaeodactylum tricornutum y Rhodomonas
salina (Campa, 2002, Lora-Vilchis et al., 2004, Guevara et al., 2011). Generalmente se
utilizan dietas monoalgales, sin embargo, por su perfil bioquimico algunas especies son
incapaces de satisfacer por completo los requerimientos nutricionales de los
organismos que las consumen, debido a que carecen de compuestos esenciales como

aminoacidos y acidos grasos (Brown, 2002).

El valor nutricional de las microalgas reside en su composicion bioquimica, por lo que
es necesario conocerla y poder formular la combinacion mas adecuada de diferentes
especies, de manera que se complementen las deficiencias de cada una y sea posible
satisfacer los requerimientos nutricionales de los organismos que las consumen (Abalde
y Herrero 2004).
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Diversos estudios han demostrado que entre las especies de microalgas con mejores
propiedades nutricionales, ya sea que se utilicen en forma monoalgal o en dietas
mixtas, se encuentran Chaetoceros muelleri, Chaetoceros calcitrans, Pavlova lutheri,
Isochrysis aff galbana (T.ISO), Tetraselmis suecica y Thalassiosira pseudonana (Enright
et al., 1986; Thompson et al., 1993; Brown et al., 1997). La composicion bioquimica de
las microalgas esta influenciada por diferentes factores, como la intensidad y calidad de
la luz (Thompson et al., 1996), la temperatura (Webb y Chu, 1983) el pH (Roncarati et
al., 2004), los medios de cultivo (Valenzuela-Espinoza, 1997) y la fase de crecimiento

en la que se cosechan (Trujillo-Valle y Voltolina, 1994).

Entre los estudios de la composicién bioguimica de las microalgas, se ha hecho énfasis
en la composicion de &acidos grasos, principalmente de los altamente insaturados
(HUFAs, por sus siglas en inglés). La importancia de los HUFAs en el desarrollo de los
organismos es fundamental como componentes de las membranas bioldgicas, ya que
forman parte de la estructura de los fosfolipidos que las constituyen y determinan su
permeabilidad (Thompson et al., 1996). Algunos derivados de los &cidos grasos actuan

como hormonas o mensajeros (Lenhinger, 1995).

Los acidos eicosapentaenodico (20:5w3, EPA) y docosahexaendico (22:6w3, DHA),
tienen una funcion muy importante en la formacién de nuevos tejidos, particularmente
en el tejido nervioso, la retina, y en procesos como la pigmentacion de especies
marinas (Lazo, 2000). Otro de los acidos grasos importantes es el acido araquidonico
(20:4w6, ARA), precursor de un grupo de prostaglandinas y leucotrienos, sustancias
hormonales de actividad paracrina importante en la respuesta fisiolégica al estrés y en
los procesos de coagulacién (Castell et al., 1994; Sargent et al., 1997). Las larvas de
peces e invertebrados marinos, tienen una capacidad limitada para convertir el acido
linoleico (18:3 w3) en EPA y posteriormente en DHA. Esto se debe a que carecen o
tienen una actividad limitada de la enzima delta-5-desaturasa, responsable de alargar y
desaturar (Sargent et al., 1997).La incapacidad de algunos organismos de sintetizar los
acidos grasos como el EPA y DHA a partir del acido linolénico (18:3w3), hace
indispensable el incorporarlos en las dietas disefiadas para la alimentacion larval (Lazo,
2000).



2.2. Copépodos.

Los copépodos se han utilizado en la acuicultura desde los afios 1970s, cuando se
demostré que las malformaciones y altas mortalidades larvales de peces cultivados,
como Pagrus major, Acanthhopagrus schelegelii, Limanda yokohame y Oplegnatus
fasciatus, se debia a una mala calidad nutricional del alimento vivo (Fukusho et al.,
1980; Fukuhara, 1987). Este efecto se atribuia a que, a diferencia de los copépodos,
tanto los rotiferos como los nauplios de Artemia, carecian de algunos acidos grasos
altamente insaturados considerados esenciales para estas larvas (Watanabe et al.,
1983; Watanabe y Kiron, 1994).

La practica mas comun para la alimentacion de larvas, principalmente de peces y
crustaceos, es la utilizacion de rotiferos y nauplios de Artemia (Léger et al., 1986),
enriquecidos con diferentes complementos para mejorar su calidad nutricional
(Mohanakumaran et al.,, 2007). No obstante, a pesar del enriquecimiento de estos
organismos, los mejores resultados se han obtenido utilizando copépodos ya que
naturalmente contienen un perfil nutricional que satisface los requerimientos de las
larvas de especies marinas. Sin embargo, tienen el inconveniente de ser dificiles de
producir en el laboratorio y la produccién a gran escala no esta totalmente resuelta
(Lazo, 2000).

Diversos estudios han demostrado que la inclusién de copépodos como alimento vivo
de los peces marinos asegura un buen desarrollo de las larvas, mejoran el crecimiento
(Stottrup y Norsker, 1997) y la supervivencia (Shields et al., 1999). Ademas de reducir
algunas malformaciones o pigmentaciones anormales (Stottrup, y Norsker, 1997;
Stottrup, 2000), mejoran el desarrollo del sistema digestivo (Shields et al., 1999) y

sirven como fuente exdgena de enzimas (Spenelli, 1979; Stottrup, 2000).

Estas bondades de los copépodos, son resultado de su digestibilidad, de su contenido
de lipidos, aminoacidos, acidos grasos esenciales (Driellet et al., 2011; Evjemo et al.,
2003; Schipp, 2006) y de antioxidantes tales como astaxatina y vitaminas (McKinnon, et

al., 2003, Van-Nieuwerburgh, 2004;). Ademas, los copépodos tienen un tamafio
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pequefio, adecuado para sus consumidores. Algunas especies de copépodos son lo
suficientemente pequefias para ser consumidas por larvas que requieren un tamafio de
particula equivalente a 0.4 a 0.6 veces el ancho de su boca (Knights, 1983; Dabrowski y
Bardega, 1984). Ademas tienen un movimiento natatorio que estimula la conducta

predatoria de las larvas de peces (Stottrup, 2000, McKinnon, et al., 2003;).

Los copépodos son un grupo muy diverso de crustaceos, que habitan diversos
ambientes, tanto marinos como dulceacuicolas. Algunas especies son parasitas y otras
de vida libre, estas ultimas forman parte del bentos y del plancton. Se pueden identificar
tres grupos de copépodos de vida libre importantes para la acuicultura: Calanoides y
Ciclopoides, que son principalmente planctonicos y los Harpacticoides, que son casi

exclusivamente benténicos.

El orden Calanoida es el mas abundante del zooplancton marino y la mayoria de las
especies son de vida libre. Su cuerpo esta dividido en: cabeza, térax y abdomen; sin
embargo, la cabeza esta fusionada con el térax en un cefalotérax o prosoma. Se
caracterizan por tener el punto de inflexién y division entre el térax y el abdomen, por
detras del ultimo segmento toracico; son reconocidos también porque el primer par de
antenas es largo y consta de 16 a 28 segmentos (Marshall y Orr, 1972: Campos-

Hernandez y Suarez-Morales, 1994).

En la actualidad se dispone de métodos de cultivo probados para un niamero muy
reducido de especies, entre los que destacan: los calanoides Acartia tonsa, Eurytemora
affiinis, Calanus firmarchicus, Calanus helgolandicus y Gladioferens imparipes (Lavens
y Sorgeloos, 1999, Payne y Rippingale 2000); y los harpacticoides Tisbe holoturidae,
Tigriopus japonicus, Tisbenta elongata y Shizopera elatensis (Lavens y Sorgeloos,
1999).

2.3 Alimentacién de los copépodos

Se han realizado numerosos estudios relacionados con la alimentacion de diversas

especies de copépodos. Rosas et al. (1998) observaron un mayor crecimiento del
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ciclopide Oithona ovalis cuando fue alimentado con las microgalgas Dunalliela salina y
Tretaselmis chuii, asi como la produccion de un mayor nimero de hembras maduras en
menor tiempo y una alta produccion de nauplios. En contraste, en los organismos
alimentados con Nannochloropsis y Chorella sp., se observdé un menor crecimiento,
mayor tiempo de maduracion y baja produccién de nauplios . Posteriormente, Rosas et
al., (2007), analizaron el perfil de acidos grasos de O. ovalis y observaron una
composicién bioquimica variable con respecto a la dieta. En los copépodos alimentados
con Isochrysis sp., se encontraron niveles superiores de EPA, a diferencia de los
alimentados con Chlorella sp., en donde encontraron que habia altos niveles de DHA.

Payne y Rippingale (2000), en su trabajo con el calanoide Gladioferens imparies
observaron mayor supervivencia con las dietas unialgales de Isochrysis galbana y
Chaetoceros muelleri, en contraste, con Nannochloropsis oculata y levadura
(Saccharomyces cerevisiae) las supervivencias fueron menores. Por otro lado,
McKinnon et al. (2003) cultivaron los copépodos Acartia sinjiensis, Bestiona similis y
Parvocalanus crassiostris y demostraron que cuando los organismos fueron
alimentados con Rhodomonas sp., presentaron una mayor produccion de huevos, a
diferencia de los alimentados con Dunalliela sp. Knuckey et al. (2005) confirmaron que
la mejor dieta para el cultivo de A. sinjiensis, fue Rhodomonas sp., a diferencia de las

dietas monoalgales de Isochrysis sp., Pavlova sp. y Tretaselmis sp.

Ohs et al. (2010), encontraron altas supervivencias en el copépodo Pseudodiaptomus
pelagicus alimentado con dietas monoalgales de Rhodomonas lens o Chaetoceros
gracilis,. A diferencia de Isochrysis galbana, a pesar de que produce una menor
supervivencia el tiempo de maduracién fue menor, pero el mayor porcentaje de

hembras ovigeras se obtuvo con la dieta de Rhodomonas lens y Tetraselmis suecica.

En Pseudodiaptomus euryhalinus se han evaluado principalmente diferentes dietas
monoalgales, como Isochrysis galbana, Chaetoceros muelleri, Tetraselmis suecica y
Nannochloropsis oculata, obteniendo mejores resultados de supervivencia con

Isochrysis galbana y Chaetoceros muelleri (Puello—Cruz et al., 2009).



11

2.4. Pseudodiaptomus

Existen cerca de 77 especies del género Pseudodiaptomus, se distribuyen en aguas
costeras tropicales y templadas. Las especies que se conocen en el Pacifico oriental se
distribuyen desde California EUA, hasta Guayaquil, Ecuador. En general, se consideran
tolerantes a amplios intervalos de salinidad y temperatura y son de hébitos
epibentonicos (Johnson, 1948).

Jacobs (1961) cultivd P. coronatus a una temperatura de 20°C durante cuatro
generaciones y describi6é sus caracteristicas bioldgicas y aspectos ecoldgicos. Encontro
un mayor numero de machos en la poblacion, asi como un marcado dimorfismo sexual
en el estadio adulto. Observé que durante la cépula el macho permanece sujeto a la
hembra a través del quinto par de apéndices toracicos. Ademas, observé un cambio de
hébito para los diferentes estadios de vida, con nauplios pelagicos, a diferencia de los
copepoditos y adultos, que son epibentdnicos, por lo que se desplazan al fondo o a las

paredes de las unidades experimentales.

2.4.1 Pseudodiaptomus eryhalinus

Pseudodiaptomus euryhalinus fue descrito por Johnson (1939) y clasificado
taxonémicamente como:
Subfilum: Crustacea
Clase: Maxilopoda
Subclase Copepoda
Orden: Calanoida
Género: Pseudodiaptomus

Especie: Pseudodiaptomus euryhalinus

Johnson (1948), menciona que esta especie tiene cinco estadios naupliares de vida
libre después de la eclosion, seguidos por 6 estadios copepodito, diferencidndose
sexualmente en el estadio copepodito VI. La hembra tiene forma redondeada, con 4
segmentos abdominales y puede portar hasta dos sacos de huevos. La longitud de la
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hembra incluyendo las ramas caudales es de 1.24 a 1.69 mm. El macho tiene forma
oval y presenta cinco segmentos abdominales, con la anténula derecha geniculada con
dos segmentos terminales. Su longitud, incluyendo la rama caudal es de 0.72 a 0.89
mm (Johnson 1939, 1948) Su distribucion geografica va desde la Bahia de San
Francisco California USA, hasta la peninsula de Baja California y el Golfo de California
(Walter, 1989). Esta especie tolera amplios intervalos de temperatura y salinidad
(Johnson, 1939, 1948).

La especie P. euryhalinus, que se abord6 en este trabajo, fue aislada en la Bahia de
Todos Santos, Ensenada, Baja California, México, por Anzueto-Sanchez en 2010, quien
evalué su cultivo con dietas monoalgales, sin embargo, aln es necesario realizar
estudios para optimizar su cultivo, en donde se aborden temas sobre su alimentacion

con dietas mixtas, asi como sobre sistemas de cultivo a nivel masivo, entre otros.
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Capitulo 3

Objetivos

General

Evaluar el efecto de tres mezclas de las microalgas marinas Isochrysis galbana (ISG),
Rhodomonas salina (RHS) y Chaetoceros muelleri (CHM), sobre algunos pardmetros
poblacionales y en la composicion de acidos grasos del copépodo Pseudodiaptomus

euryhalinus.

Especificos

e Evaluar el crecimiento, la supervivencia, la proporcion de sexos y el tiempo de
maduracion en el copépodo P. euryhalinus alimentado con tres mezclas de
microalgas marinas: ISG:CHM,ISG:RHS, CHM:RHS

e Evaluar la composicion de acidos grasos de las microalgas en forma individual y

sus mezclas.

e Evaluar la composicion y contenido de acidos grasos esenciales (DHA, EPA,

ARA) de P. euryhalinus alimentado con las tres mezclas de microalgas marinas.
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Hipotesis:

Las dietas mixtas compuestas por las microalgas marinas Isochrysis galbana,
Chaetoceros muelleri, Rodhomonas salina con adecuada concentracion de A&cidos
grasos altamente insaturados, complementaran la proporcion DHA:EPA:ARA en el
copépodo P. euryhalinus, incrementaran el crecimiento y la supervivencia y disminuiran

el tiempo de desarrollo y la edad de maduracion.

El contenido de &cidos grasos esenciales (DHA, EPA y ARA) en las diferentes dietas
mixtas se vera reflejado en el contenido de acidos grasos esenciales del copépodo P.

euryhalinus.
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Capitulo 4

Material y métodos

4.1 Cultivo de microalgas

4.1.1 Origen de las cepas

Las cepas de las microalgas Isochrysis galbana (Parke), Chaetoceros muelleri
(Lemmermann) y Rhodomonas salina (Wislouch) utilizadas en este trabajo, se
obtuvieron del Centro Pravasoli Guillard (NCMA) National Center for marine Algae and

microbiota.

4.1.2 Condiciones de cultivo de las microalgas

Los cultivos se iniciaron a partir de in6culos de 10 mL, haciendo escalamientos
sucesivos a 100, 500 1000 y 2500 mL. Para las tres microalgas se utilizé el medio de
cultivo “f” (Guillard y Ryther, 1962), con silicatos para el caso de la diatomea
Chaetoceros muelleri. Los cultivos se mantuvieron bajo condiciones controladas de
temperatura (20+1°C), salinidad (35 UPS) y pH (7.5-8), el cual se control6 con inyeccion
directa de CO.. La iluminacién fue continua, proporcionada por lamparas fluorescentes

de luz blanca-fria.

El agua de mar que se utilizé en los cultivos de microalgas se filtro a través de una serie
de cartuchos (de 10, 5 y 1 um), se irradid6 con luz ultravioleta y posteriormente se
esterilizo en autoclave a 110°C y 482.6 kPa (70 PSI).

4.1.3 Cultivo semicontinuo

El cultivo de microalgas en volimenes de 2500 mL, se inicié a partir de una densidad
de 1x10° célemL™ para Isochrysis galbana y Chaetoceros muelleri. En el caso de
Rhodomonas salina, la densidad inicial fue de 0.5x10° célsmL™. Los cultivos de cada

especie se realizaron por triplicado.
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Los cultivos de 2500 mL se mantuvieron sin cosecha hasta que alcanzaron la fase de
maximo crecimiento exponencial, entonces se inicid la etapa de cultivo semicontinuo,
aplicando diluciones diarias del 20% para Isochrysis galbana (ISG) y Chaetoceros
muelleri (CHM) y del 10% para Rhodomonas salina (RHS), estas diluciones fueron
determinadas en base a trabajos previos realizados en el Laboratorio de Microalgas por
Flores-Vergara (2006), Ortega-Acosta (2011) y Anzueto-Sanchez (en prep.). El
monitoreo de la densidad celular se realizé antes y después de cada dilucién. El medio
utilizado para la renovacion del cultivo en cada dilucién fue el medio “f" (Guillard y
Ryther, 1962).

4.1.4 Evaluacién de las microalgas

4.1.4.1 Recuento celular al microscopio

Diariamente se tom6 un volumen conocido de cada unidad experimental y se fijo6 con
una gota de lugol, el recuento celular se realizé con un hematocitémetro de 0.1 mm de

profundidad, con la ayuda de un microscopio compuesto.

Para calcular la densidad celular, se utilizé la siguiente ecuacion (1):

(1)
N =C *10*

Dénde:

N = célemL*

C = promedio de las células contadas en los cuadrantes

10* = Factor de conversién para convertir a célsmL™ considerando el volumen de la

camara.
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4.1.4.2 Peso seco total y peso seco organico

Para evaluar los cultivos semicontinuos de microalgas, se tomaron tres muestras
consecutivas de 20 mL, una cada cinco dias (por triplicado), se filtraron a través de
filtros Whatman GF/C de fibra de vidrio, de 47 mm de didmetro y 1.2 um de retencion.
Los filtros fueron previamente lavados, incinerados en una mufla a 490°C y pesados.
Durante el filtrado las muestras se lavaron con formiato de amonio al 3% para eliminar
las sales. Los filtros con microalgas se colocaron en una estufa a 70°C por 24 h para
obtener el peso seco total (PST), posteriormente se incineraron en la mufla a 490°C por
24 h, para cuantificar el peso de las cenizas, finalmente por diferencia entre el PST y el
de las cenizas, se obtuvo el peso seco organico (PSO) (Sorokin, 1973).

4.1.4.3 Formulacion de las dietas mixtas

Para la formulacion de las mezclas de microalgas marinas, se consideraron los
resultados de ingestion de Isochrysis sp. obtenidos en un estudio previo de Anzueto-
Sanchez (en prep). Se considero la equivalencia del peso seco organico de cada una
de las especies de microalgas utilizadas con respecto al nimero de células (Tabla 1).
Considerando como raciones inicial y final, una biomasa de 5.47 y 10.94 ugmL™, PSO,

con una proporcion de peso 1:1 entre las dieta.

Tabla 1. Formulacion de dietas mixtas de microalgas marinas, en peso seco organico
(PSO) y su equivalente en nimero de células.

Diade Biomasa Biomasa ISG-CHM ISG-RHS CHM-RHS
cultivo monoalgal mezcla  (cél-mL™ x10% (cél-mL™* x10% (cél-mL™ x10%
ng PSO ug PSO

1 2.7 54 19.0 6.6 19.0 2.5 6.6 2.5
2 3.1 6.2 21.7 7.6 21.7 2.9 7.6 2.9
3 35 7.0 24.4 8.6 24.4 3.3 8.6 3.3
4 3.9 7.8 27.1 9.5 27.1 3.6 9.5 3.6
5 4.3 8.6 29.8 10.5 29.8 4.0 10.5 4.0
6 4.6 9.3 32.5 11.4 325 4.4 11.4 4.4
7 5.0 10.1 35.2 12.4 35.2 4.7 12.4 4.7
8 54 10.9 38.0 13.3 38.0 51 13.3 5.1
9 54 10.9 38.0 13.3 38.0 51 13.3 5.1
10 54 10.9 38.0 13.3 38.0 51 13.3 5.1
11 54 10.9 38.0 13.3 38.0 51 13.3 5.1
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4.1.4.4 Analisis de acidos grasos

Cada cinco dias se tomaron volumenes conocidos de cada espcie de microalga y de las
mezclas de microalgas preparadas previamente (dietas). Se centrifugaron a 3500 rpm a
una temperatura de 10°C por 10 minutos, el paquete celular obtenido se resuspendié en
2 mL de formiato de amonio al 3% y se colocé en un tubo eppendorf de 2 mL.
Posteriormente se centrifugé a 1500 rpm y a 10°C por 10 minutos, el sobrenadante se

desecho y las muestras obtenidas se mantuvieron a -70°C para su posterior analisis.

4.1.4.5 Extraccion y cuantificacion de acidos grasos

La extraccion de acidos grasos se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia de
Microalgas del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR), en La
Paz, Baja California. Sur. Se utilizé el método propuesto por Sato y Murata (1988), de
esterificacién directa. Las muestras se liofilizaron, se pesaron previamente y se
sometieron a derivatizacion acida utilizando 3 mL de la mezcla de HCI-CH3OH (5:95 v/v)
durante 2.5 horas en bafio maria a 85°C (Sato y Murata, 1988). Los &acidos grasos metil
esterificados obtenidos se extrajeron con 3 mL de hexano grado HPLC. Posteriormente
el hexano se secO con nitrdgeno gaseoso para obtener los &cidos grasos metil
esterificados. Esta fraccion de acidos grasos metil esteres se resuspendieron en 750 pl
conhexano grado HPLC, y se coloc6 en un vial con tapa de teflon, se sellaron y se

almacenaron a -20 °C, para su posterior analisis.

El analisis de acidos grasos se hizo por cromatografia de gases/espectrometria de
masas, utilizando un Cromatografo de Gases Espectrometro de masas GCD 1800B con
el software de integracion Wsearch. Se inyectd 1ul de muestra y se utilizo helio de alta
pureza como gas transportador en una columna de silica de 30 m de longitud, 0.25 mm

de didmetro interno y 0.25 um de espesor de pelicula (Omegawax 250).

La identificacién de los acidos grasos se hizo mediante la comparacion de los tiempos
de retencion (TR) de los picos en los cromatogramas de las muestras con respecto a

los TR de los picos de un patron comercial de una mezcla de 37 estandares metil
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esterificados (Supelco 47885 U). Asi mismo, se confirmo la identificacion de los acidos
grasos de las muestras a través de los espectros de masas caracteristicos de cada
grupo de acidos grasos, lo que permitio identificar aguellos acidos grasos que no estan

disponibles de manera comercial en los estandares.

Para calcular la concentracion de los &cidos grasos presentes en las muestras se
integré el &area bajo la curva de los cromaogramas. Posteriormente los valores
integrados se interpolaron con la curva de calibracion previamente realizada para una
mezcla comercial de 37 acidos grasos metil esterificados, en un intervalo de
concentraciones de 10 a 100 ugemL™. Este intervalo de concentraciones fueron
definidas de acuerdo a la sensibilidad del equipo de cromatografia de gases
espectrometria de masas. Para cada acido graso se calcul6 la pendiente de la recta y
se utilizd como factor de conversion para obtener la concentracién en pugsmL™ a partir
del area.

Para calcular la concentracion de cada 4cido graso se utilizd la siguiente ecuacion (2):

2)
C (ug*mg™) = (((A /FC)* Volumen hexano (mL))/ PM (mg))

Dénde:

C= Concentracién

A= area

FC= factor de correccion (pendiente de la curva de calibracion)
PM= peso de la muestra

4.2 Cultivo de copépodos

4.2.1. Mantenimiento de la cepa

La cepa de P. euryhalinus se mantuvo en matraces Fernbach de 2 L, con aireacion
suave y constante, luz continua a una intensidad de 50 umol*m?s™, a una temperatura
de 24+1 °C. Fueron alimentados diariamente con las mezclas de microalgas (ISG:CHM
ISG:RHS,RHS:CHM). Cada dos dias se hizo un recambio del 100 % del medio de

cultivo (agua de mar y la mezcla correspondiente de microalgas).
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Durante los recambios de agua, los copépodos adultos se separaron de los copepoditos
y nauplios con un tamiz de 150 pum y fueron retenidos en un tamiz de 50 um. Los
adultos se regresaron a sus respectivos matraces, en tanto que los nauplios y
copepoditos se trasladaron a contenedores de 50 L y fueron alimentados con las
mezclas de microalgas (ISG:CHM, ISG:RHS, RHS:CHM). El agua de mar utilizada para
los recambios fue filtrada a través de una serie de cartuchos de 5 y 1 um e irradiada con

luz ultravioleta.

Las microalgas utilizadas para alimentar a los copépodos, fueron cultivadas en forma
semicontinua, en un volumen de 15 L, con una dilucion diaria del 20% y con el medio de
cultivo “f” (Guillard y Ryther, 1962). Se mantuvieron bajo condiciones controladas de
temperatura (20+1°C), salinidad (35 ups) y pH (7.5-8), el cual se control6 con la
inyeccion diaria de CO,. La iluminacion fue continua, proporcionada por lamparas
fluorescentes de luz blanca-fria. El agua de mar filtrada a 1 um se esterilizé con cloro
comercial (3 mL+L™) durante 24 h, posteriormente se agregd tiosulfato de sodio (150

mg+L™), y aireacion continua para la eliminacion total del cloro residual.
4.3 Disefio experimental

A partir de los copépodos cultivados en los contenedores de 50 L, se recolectaron
suficientes nauplios con una edad maxima de 24 h, se sembraron en contenedores de 5
L, con un volumen til de 3 L a una densidad de 1 orgemL™, en agua de mar
previamente filtrada, con una salinidad de 35 ups, temperatura de 24+0.1°C, luz
continua y aireacion suave. La duracion del bioensayo fue de 11 dias, con recambio
diario del 100% y alimentacion diaria. Los copépodos se alimentaron con las microalgas
obtenidas de las cosechas diarias de los cultivos semicontinuos (seccién 4.1.3) y se
mezclaron para obtener las siguientes dietas: ISG:CHM, ISG:RHS, RHS:CHM (seccion
4.1.4.3).
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4.4. Evaluacion del cultivo de P. euryhalinus

4.4.1. Crecimiento y supervivencia

Para evaluar el crecimiento de los copépodos alimentados con las tres dietas,
diariamente se colectaron diez organismos de cada unidad experimental (n=30) y se les
midié la longitud del prosoma con ayuda de un microscopio, provisto de una reglilla

micrométrica en el ocular, previamente calibrada con una regla micrométrica (Figura 1).

»zovomw

Figura 1. Longitud del prosoma de un copépodo calanoide adulto (Tomado y modificado de
Rippingale y Payne, 2001 pagina4).

Para evaluar la supervivencia diaria de los copépodos, cada 24 horas se tomaron
muestras de 50 mL, agitando suavemente cada unidad experimental. La muesta se fij6
con formalina al 5% y posteriormente se realiz6 el recuento total de organismos de cada

muestra.

Al finalizar el experimento, los copépodos de cada unidad experimental se concentraron
en tamices de 75 pm, se fijaron en una solucion de formalina al 5% preparada con agua
de mar y posteriormente se contaron y midieron en un microscopio La supervivencia
total se calculé por diferencia entre la cantidad inicial de nauplios y el nUmero total de

copépodos al final del cultivo.
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4.4.2. Peso seco total y organico de P. euryhalinus

Al finalizar el ensayo de alimentacion se tomaron 250 organismos de cada unidad
experimental, los cuales se filtraron a través de filtros Whatman GF/C de fibra de vidrio
de 25 mm de diametro, previamente lavados, incinerados en la mufla a 490°C y
pesados. Para el andlisis del PST y el PSO se siguié el método descrito previamente

para las microalgas.

4.4.3. Composicion de acidos grasos de P. euryhalinus

La composicion de &cidos grasos de los copépodos se analizd con las técnicas
descritas previamente para las microalgas. Para el analisis de los resultados, los acidos
grasos se agruparon en saturados (AGS), monoinsaturados (AGM) y poliinsaturados
(AGP). De estos ultimos, se agruparon los de cadenas de 18 a 20 atomos de carbono
con mas de 2 enlaces dobles (AGPI) y los altamente insaturados de 20 a 22 C con mas
de 4 enlaces dobles (AGAI). Se analizaron individualmente los acidos grasos linoleico
(18:2w6), linolénico (18:3w3), eicosapentaenoico (EPA; 20:5w3), araquiddénico (ARA;
20:4w6) y docosahexaenoico (DHA; 22:6w3), ya que son esenciales para los

organismos marinos.

4.5. Andlisis estadistico

Para los andlisis estadisticos se utilizé el programa Statistica 7. Se comprobo la
homocedasticidad y normalidad de cada variable de respuesta. En el caso de los datos
de porcentaje de supervivencia se trasformaron con la funciébn Arcoseno. Para
contrastar diferencias entre los tratamientos en cada variable se realizaron analisis de
varianza (ANOVA). En los casos donde se encontraron diferencias significativas, se
realizé una prueba de comparacion de medias de Tukey con un nivel de confianza del
95%.
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Resultados

5.1 Cultivo de microalgas

5.1.1 Cultivo semicontinuo

Una vez iniciados los cultivos semicontinuos de las microalgas Isochrysis galbana,
Chaetoceros muelleri y Rhodomonas salina, la biomasa (célsmL™) se mantuvo estable
durante 11 dias, sin diferencias significativas en este periodo (P= 0.05) (Figura 2).
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Figura 2. Crecimiento (célemL™) de las microalgas Isochrysis galbana (a) Chaetoceros muelleri (b) y
Rhodomonas salina (c) cultivadas en forma semicontinua. VValores promedio y error estandar.
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5.1.2. Peso seco total y organico

En la tabla 2 se muestra el promedio (de los tres muestreos), de la biomasa en peso
seco total (PST), peso seco organico (PSO) (en pgecél™) y el porcentaje de cenizas
(PC), de las microalgas Isochrysis galbana, Chaetoceros muelleri y Rhodomonas salina

mantenidas en sistemas de cultivo semicontinuo.

El PST promedio de las microalgas ISG, CHM y RHS fue de 70.0, 123.6 y 241.1 pgecél™
respectivamente, sin diferencias significativas entre los muestreos realizados cada cinco
dias, para cada una de la microalgas (P= 0.05). El PSO promedio fue de 58.0, 83.74y
175.52 pgecél’ para ISG, CHM y RHS respectivamente, sin diferencias significativas
entre los muestreos (P=0.05). EI PST y el PSO de RHS fue dos y tres veces mayor que
el de CHM e ISG respectivamente. El contenido de cenizas en las tres microalgas fue
de 17.3 a 31.9%, siendo este ultimo valor para CHM. No se encontraron diferencias
significativas (P= 0.05) entre los muestreos sucesivos de cada especie

Tabla 2. Biomasa en peso seco total (PST), peso seco organico (PSO) y porcentaje de
cenizas, de las microalgas marinas Isochrysis galbana, Chaetoceros muelleri y
Rhodomonas salina, cultivadas en forma semicontinua. Error estandar entre paréntesis.

Muestreo PST PSO CENIZAS
(pgecél”)  (pgecél™) (%)
Isochrysis galbana 1 50.5 (1.7) 41.5(1.9) 17.8 (2.7)
2 80.0 (3.9) 69.0 (3.8) 13.9 (1.1)
3 79.4 (2.8) 63.2 (2.1) 20.3 (0.4)
Promedio  70.0 (1.6) 58.0 (1.4) 17.3 (1.2)
Chaetoceros muelleri 1 107.1 (1.6) 74.5 (8.3) 30.2 (3.8)
2 141.3 (2.0) 90.3(2.1) 36.1(1.5)
3 122.3 (1.6) 86.3 (1.9) 29.3(1.4)
Promedio 123.6 (1.7) 83.7 (8.2) 31.9 (1.6)
Rhodomonas salina 1 226.8 (1.5) 176.0 (1.4) 22.4 (0.9)
2 255.2 (1.0) 173.4 (6.8) 31.9(2.5)
3 241.3 (3.8) 177.1 (1.5) 26.6 (2.2)
Promedio 241.1(1.4) 175.5(1.8) 27.0 (1.6)
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5.1.3 Perfil de &cidos grasos

En la tabla 3 se muestran el perfil y la concentracién (en pgsmg™) de los &cidos grasos
identificados en las tres microalgas marinas |. galbana, C. muelleri y R. salina
mantenidas en cultivo semicontinuo. Se presentan tanto en forma individual como
agrupados, en: 4&cidos grasos saturados (AGS), monoinsaturados (AGMlI),

poliinsaturados (AGPI) y altamente insaturados (AGAI).

La suma de la concentracion de los AGS y AGMI en |. galbana y C. muelleri, fueron
estadisticamente mas altas que en R. salina (P<0.001). En cambio, la suma de AGPIy
AGAI fue significativamente mas alta en R. salina, en donde se representaron

concentraciones de 39.45% y 41.72% respectivamente (Tabla 4).

La concentracién de DHA fue mayor en I. galbana con 6.40 ugmg™ de peso seco total
(P<0.001) y representd el 10.91% del total de &acidos grasos. Las mayores
concentraciones de ARA y EPA se encontraron en C. muelleri con 5.96 y 14.33% (2.08
ugemg™ty 6.16 pgemg™) respectivamente (P<0.001). R. salina mostré concentraciones
intermedias de estos acidos grasos respecto a las encontradas en las otras dos

especies (Tabla 3y 4).

La relacion DHA/EPA fue mayor en |. galbana (15.6); mientras que en C. muelleri y R.
salina fue menor que 1.0. La relacion EPA/ARA fue muy similar en las tres especies de

microalgas, entre 2.96 en R. salinay 2.2 en C. muelleri (Tabla 4).
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Tabla 3. Concentracion de &cidos grasos (en ugemg™’ de peso seco total), de las
microalgas marinas Isochrysis galbana, Chaetoceros muelleri y Rhodomonas salina
cultivada en forma semicontinua. Error estandar entre paréntesis. Letras iguales indican
gue no hay diferencias significativas cuando se compararon los tratamientos (ANOVA).
AGS: Acidos grasos saturados, AGMI: Acidos grasos monoinsaturados, AGPI: Acidos grasos
polinsaturados, AGAI: Acidos grasos altamente insaturados, DHA: Acido docosahexaenoico
EPA: Acido eicosapentaenoico ARA: Acido araquiddnico.

Acido graso Isochrysis galbana Chaetoceros muelleri Rhodomonas salina

ug-mg™
12:0 0.06 (0.01) 0.02 (0.01) 0.09 (0.03)
14:0 8.50 (1.3) 4.04 (0.46) 3.33 (0.65)
15:0 0.24 (0.05) 0.27 (0.03) 0.07 (0.01)
16:0 0.20 (10.5) 4.07 (0.79) 1.18 (0.39)
16:1wll 1.71 (0.45) 6.97 (1.5) 0.39 (0.09)
16:1w9 1.03 (0.29) 2.92 (1.7) 0.44 (0.08)
16:1w7 - 0.41 (0.07) 0.49 (0.10)
16:2w6 0.22 (0.08) 1.95 (0.27) 0.04 (0.01)
16:2w3 0.69 (0.07) 0.76 (0.11) i
17:0 0.64 (0.01) 0.08 (0.26) 0.82 (0.01)
16:3w3 - 2.40 (0.36) 0.40 (0.05)
18:0 0.31 (0.10) 0.70 (0.44) 0.41 (0.12)
18: 1w9c+t 6.94 (1.0) 0.27 (0.02) 0.33 (0.02)
18:1w9c 1.03 (0.15) 0.37 (0.04) 1.06 (0.29)
18:2w6 1.98 (0.46) b 0.30 (0.15) ¢ 7.69(1.20) a
18:3w6 1.37 (0.52) 0.27 (0.08) 3.40 (1.25)
18:3w3 3.63 (1.03) b 0.46 (0.15) ¢ 7.10(0.97) a
18:4w6 - 0.27 (0.08) i
18:4w3 4.2 (0.50) 0.31 (0.09) 7.89 (0.86)
20:4w6 0.16 (0.04) c 2.08 (0.21) a  1.58(0.20) b
20:4w3 - i 1.03 (0.57)
20:5w3 0.41 (0.10) c 6.16 (0.48) a  4.44(0.73) b
22:0 0.12 (0.01) 0.22 (0.01) 0.12 (0.01)
24:0 - 0.21 (0.02) -
22:5w6 1.92 (0.30) i i
22:6w3 6.40 (1.09) a  0.53(0.04) c  3.15(0.38) b
 AGS 10.48 (1.24) a  9.61(1.16) a  5.39(0.91) b
> AGMI 10.71 (157) a  10.94 (1.26) a  2.71(L11) b
> AGPI 7.90 (203) b 6.14 (0.29) b  18.6(2.88) a
> AGAI 12.93(1.95) b 9.35 (0.65) ¢ 18.09 (2.0) a
DHA/EPA 15.6 0.08 0.75
EPA/ARA 2.50 2.20 2.96
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Tabla 4. Concentracion de acidos grasos en porcentaje, de las microalgas marinas
Isochrysis galbana, Chaetoceros muelleri y Rhodomonas salina cultivada en forma
semicontinua. Error estdndar entre paréntesis. Letras iguales indican que no hay
diferencias significativas cuando se compararon los tratamientos (ANOVA).

AGS: Acidos grasos saturados, AGMI: Acidos grasos monoinsaturados, AGPI: Acidos
grasos polinsaturados, AGAI: Acidos grasos altamente insaturados, DHA: Acido
docosahexaenoico EPA: Acido eicosapentaenoico ARA: Acido araquidénico.

Acido graso Isochrysis galbana Chaetoceros muelleri  Rhodomonas salina

%

12:0 0.17 (0.03) 0.08 (0.01) 0.19 (0.04)
14:0 17.71 (3.74) 11.35 (0.87) 7.49 (0.51)
15:0 0.42 (0.06) 0.77 (0.05) 0.17 (0.01)
16:0 11.77 (2.30) 11.23  (1.95) 3.06 (0.92)
16:1wl11l 5.98 (1.96) 20.63 (4.39) 2.00 (1.44)
16:1w9 2.44 (0.67) 6.93  (4.06) 0.97 (0.14)
16:1w7 - 1.17 (0.15) 1.23 (0.26)
16:2 w6 0.97 (0.40) 533 (0.61) 0.12 (0.02)
16:2w3 1.70 (0.16) 2.08 (0.22) -

17:0 0.15 (0.01) 0.35 (0.19) 0.16 (0.02)
16:3w3 - 6.59 (0.77) 0.88 (0.09)
18:0 0.67 (0.11) 2.27 (0.35) 0.75 (0.16)
18:1w9c+t 15.11 (1.34) 0.86  (0.09) 0.88 (0.19)
18:1w9c 2.29 (0.24) 1.28 (0.36) 1.93 (0.45)
18:2w6 421 (0.59) b 1.47 (1.01) c 16.27 (0.69) a
18:3 w6 2.26 (0.91) 0.83 (0.25 6.49 (1.83)
18:3w3 6.98 (1.36) b 1.86 (0.99) c 15.69 (0.82) a
18:4w6 - (0.88) 0.32 (0.06) -

18:4w 3 8.27 (1.09) 1.28 (0.66) 18.14 (1.04)
20:4w6 0.59 (0.25) c 596 (0.27) a 350 (0.09) b
20:4w3 - - 221 (1.12)
20:5w3 1.76 (0.68) c 14.33 (0.48) a 10.67 (1.36) b
22:0 0.36 (0.06) 0.68 (0.04) 1.85 (1.36)
24:0 - 0.62 (0.04) -

22:5w6 4.03 (0.32) - -

22:6w3 10.91 (1.31) a 1.73  (0.32) C 719 (041) b
2 AGS 31.25 (3.27) a 27.35 (1.36) a 13.65 (0.71) b
z AGMI 25.82 (1.46) a 30.87 (2.34) a 578 (1.42) b
2 AGPI 16.12 (2.42) b 18.16  (0.76) b 39.45 (1.69) a
2 AGAI 25.56 (1.81) b 23.62 (1.13) C 41.72 (2.07) a
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5.2 Dietas mixtas

5.2.1 Peso seco total y organico

El PST promedio fue significativamente mas alto (P<0.05), en las dietas mixtas
constituidas por las microalgas ISG-CHM y ISG-RHS, con promedios de 647.5 pgsmL™
y 589.94 pgemL™, respectivamente. El PST obtenido con la mezcla CHM-RHS fue de
501.0 pug'mL™. El PSO de las mezclas ISG-CHM y ISG-RHS varié de 430.7 a 389.9
ugemL™?, sin diferencias significativas (P> 0.05), mientras que el PSO promedio de la
mezcla CHM-RHS fue significativamente menor al de las otras dos dietas, con 321.7
ugemL™ (P<0.05). El porcentaje de ceniza (PC) en las dietas mixtas ISG-CHM vy ISG-
RHS fue similar (30%), pero mas bajo que en la dieta constituida por las mircroalgas
CHM-RHS, donde promedi6 38.4% (P<0.05) (Tabla 5).

Tabla 5. Peso seco total y organico (PST y PSO, ug'mL™) y porcentaje de cenizas, de
las dietas Isochrysis galbana:Chaetoceros muelleri (ISG-CHM); Isochrysis
galbana:Rhodomonas salina (ISG-RHS) y Chaetoceros muelleri:Rhodomonas salina

(CHM-RHS). Error estandar entre paréntesis. Letras iguales indican que no hay
diferencias significativas cuando se compararon los tratamientos (ANOVA).
Mezclas Muestreo PST PSO CENIZAS
(ng-mL™) %
1 677.0 (5.4) 399.5 (9.6) 33.0 (1.7)
ISG-CHM 2 664.9 (2.9) 451.0 (18.5) 31.8 (2.4)
3 600.5 (5.0) 442.5 (43.8) 26.4 (1.12)
Promedio 647.5(44.6) a 430.7 (32.5) a 304(1.3) b
1 593.3 (6.7) 398 (5.3) 23.9 (1.4)
ISG-RHS 2 587.6 (9.3) 367 (4.2) 37.5(0.3)
3 587.8 (15.5) 403 (4.6) 29.18 (0.6)
Promedio 589.9 (32.8) a 389.9 (18.6) a 30.2(2.1) b
1 523.5 (36.7) 327 (3.5) 34.6 (0.6)
CHM-RHS 2 465.0 (17.4) 307 (8.7) 44.7 (1.9)
3 516.6 (54.0) 330 (5.5) 36.07 (0.25)
Promedio 501.0(30.4) b 321.7 (25.5) b 38.4(1.6) a
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5.2.2 Perfil de acidos grasos de las dietas mixtas

La concentracidn total de AGS fue simalr en las tres dietas (P=0.05), mientras que la
concentracion de AGPI fue mayor en la dieta CHM-RHS (P<0.001), donde se obtuvieron
concentraciones del 29.41%. En tanto que las dietas constituidas por ISG-CHM y ISG-
RHS tuvieron mayores concentraciones de AGAI, con 2757 % y 35.87%

respectivamente (Tabla 6y 7).

El contenido de DHA fue mayor en ISG-RHS (4.13 pugemg™ de peso seco total), que
equivale al 9.5% del total de acidos grasos (P<0.001). Las concentraciones de ARA y
EPA fueron estadisticamente mas altas en la dieta CHM-RHS con 1.90 pg*mg™ y 4.85
ugemg™ (4.32 y 11.04% respectivamente) (P<0.001) (Tabla 6y 7).

Las relaciones DHA/EPA y EPA/ARA fueron mayores en la dieta ISG-RHS (2.35y 4.4

respectivamente) (Tabla 6).
5.3. Cultivo de copépodos
5.3.1 Supervivencia

La supervivencia de P. euryhalinus hasta el quinto dia de cultivo fue similar con las tres
dietas (P=0.32), con un valor promedio de 92.0%. A partir del dia 6 se encontraron
diferencias significativas (P<0.05) y esta tendencia se observo hasta el final del cultivo
(dia 11). La mayor supervivencia se observd con la dieta ISG-CHM (90.3%), mientras
gue la supervivencia obtenida con ISG-RHS y CHM-RHS fue similar (P<0.05), con un
promedio de 60.0% al final del cultivo (Fig.3).
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Tabla 6. Concentracion de &cidos grasos (en pgemg™ de peso seco total) de mezclas de
microalgas marinas Isochrysis galbana:Chaetoceros muelleri (ISG-CHM), Isochrysis
galbana:Rhodomonas salina (ISG-RHS), Chaetoceros muelleri;Rhodomonas salina
(CHM-RHS). Error estandar entre paréntesis. Letras iguales indican no diferencias
significativas cuando se compararon los tratamientos (ANOVA).

AGS: Acidos grasos saturados, AGMI: Acidos grasos monoinsaturados, AGPI: Acidos
grasos polinsaturados, AGAI: Acidos grasos altamente insaturados, DHA: Acido
docosahexaenoico EPA: Acido eicosapentaenoico ARA: Acido araquiddnico.

Acido graso  ISG-CHM ISG-RHS CHM-RHS

Hg-mg™
12:0 0.04 (0.01) 0.06 (0.01) 0.04 (0.0)
14:0 5.53 (1.1) 6.40 (0.8) 4.32 (0.5)
15:0 0.24 (0.02) 0.11 (0.01) 0.22 (0.03)
16:0 5.51 (0.8) 5.0 (0.4) 5.8 (0.4)
16:1w1l 3.70 (0.9) 0.64 (0.14) 6.9 (0.8)
16:1w9 3.10 (0.9) 0.5 (0.11) 6.9 (0.8)
16:1w7 0.19 (0.04) 0.30 (0.3) 0.72 (0.10)
16:2w6 1.10 (0.09) 0.4 (0.05) 1.4 (0.17)
16:2w3 0.72 (0.5) - 0.6 (0.06)
17:0 0.06 (0.01) 0.06 (0.01) 0.08 (0.11)
16:3w3 1.09 (0.16) 0.04 (0.00) 0.24 (0.06)
18:0 0.41 (0.05) 0.20 (0.02) 0.63 (0.10)
18:1w9c+t  0.96 (0.32) 1.03 (0.12) 0.82 (0.11)
18:1w9c 3.25 (0.41) 4.02 (0.42) 0.61 (0.13)
18:2w6 1.12 (0.11) b 2.79(0.54) a 3.33(0.55) a
18:3 w6 0.67 (0.14) 1.92 (0.61) 3.08 (0.50)
18:3w3 1.30 (0.22) c  4.32(0.64) a 2.97(0.48) b
18:4 w6 1.91 (0.35) 5.19 (0.62) )
18:4 w3 2.08 (0.34) 2.69 (0.57) -
20:4 w6 1.08 (0.13) b 0.4 (0.05) b 1.90 (0.29) a
20:4 w3 - 0.15 (0.01) 0.14 (0.01)
20:5 w3 2.75 (0.32) b 1.76(0.21) b  4.85(0.73) a
22:0 0.13 (0.01) 0.11 (0.02) 0.07 (0.01)
24:0 0.17 (0.03) - 0.13(0.2)
22:5 W6 0.86 (0.07) 1.13 (0.21) -
22:6 W3 2.50 (0.26) b 4.13(0.49) a  1.68(0.29) c
> AGS 12.09 (1.5) 11.9 (1.3) 11.29 (1.5)
> AGMI 11.6 (0.8) a  6.49 (0.6) b 16.13 (1.1) a
> AGPI 6.09 (0.36) c  9.47 (1.5) b 11.62 (1.6) a
> AGAI 11.16 (1.15) a 1500(179) a 857 (L.3) b
DHA/EPA 0.91 2.35 0.35
EPA/ARA 2.55 4.4 2.55
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Tabla 7. Concentracion de acidos grasos en porcentaje de mezclas de microalgas
marinas Isochrysis galbana:Chaetoceros muelleri (ISG-CHM) Isochrysis galbana:
Rhodomonas salina (ISG-RHS), Chaetoceros muelleri:Rhodomonas salina (CHM-RHS).
Error estdndar entre paréntesis. Letras iguales indican no diferencias significativas
cuando se compararon los tratamientos (ANOVA).

AGS: Acidos grasos saturados, AGMI: Acidos grasos monoinsaturados, AGPI: Acidos
grasos polinsaturados, AGAI: Acidos grasos altamente insaturados, DHA: Acido
docosahexaenoico EPA: Acido eicosapentaenoico ARA: Acido araquidénico.

Acido graso ISG-CHM ISG-RHS CHM-RHS
%

12:0 0.11 (0.02) 0.15 (0.12) 0.12 (0.03)

14:0 12.77 (2.27) 14.68 (0.55) 10.13 (0.31)

15:0 0.59 (0.02) 0.26 (0.02) 0.56 (0.05)

16:0 13.56 (0.52) 11.71 (0.3) 13.60 (0.65)

16:1w1l 9.15 (2.17) 1.49 (0.25) 16.86 (0.84)

16:1 w9 8.36 (2.57) 1.27 (0.23) 0.41 (0.10)

16:1w7 0.48 (0.10) 0.73 (0.09) 1.67 (0.06)

16:2 w6 2.80 (0.11) 0.97 (0.13) 3.24 (0.11)

16:2w3 1.79 (0.06) - 1.41 (0.05)

17:0 0.14 (0.01) 0.15 (0.01) 0.23 (0.06)

16:3w3 2.81 (0.41) 0.10 (0.01) 3.80 (0.08)

18:0 1.01 (0.08) 0.48 (0.03) 1.48 (0.13)

18:1w9c+t 8.05 (0.89) 9.38 (0.35) 1.32 (0.14)

18:1w9c 2.35 (0.77) 2.37 (0.10) 1.91 (0.08)

18:2w6 2.77 (0.20) b 6.34(0.98) a  7.44(0.38) a

18:3 w6 1.62 (0.34) 4.25 (1.15) 6.89 (0.39)

18:3w3 3.16 (0.46) c 9.82(052) a 6.71(0.60) b

18:4 w6 4.74 (0.85) 12.26 (1.04) -

18:4 w3 4.94 (0.61) 5.95 (0.80) -

20:4 w6 2.60 (0.18) b 1.13(0.090 b  4.32(0.12) a

20:4 w3 - 0.36 (0.2) 0.43 (0.10)

20:5 w3 6.47 (0.44) b  4.09(0.28 b 11.04 (0.34) a

22:0 0.32 (0.01) 0.26 0.21 (0.07)

24:0 0.43 (0.10) - 0.38 (0.09)

22:5 w6 2.12 (0.09) 2.58 (0.13) -

22:6 w3 6.07 (0.27) b 950(049) a  4.21(0.70) C

z AGS 28.87 (2.7) 26.53 (0.72) 26.69 (1.27)

z AGMI 28.46 (1.89) a 15.24(0.62) b  22.16 (0.79) a

z AGPI 13.95(0.94 ¢ 21.48(2.17) b  29.41(1.32) a

T AGAI 27.57(095) B 35.87(1.34) a  20.00 (0.95) b
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Figura 3. Supervivencia (%) de Pseudodiaptomus euryhalinus alimentado con tres
diferentes dietas elaboradas a base de mezclas de microalgas marinas. Isochrysis
galbana:Chaetoceros muelleri (¢), Isochrysis galbana:Rhodomonas salina (m), Chaetoceros
muelleri:Rhodomonas salina (A) Error estandar. Letras iguales indican no diferencias
significativas.

5.3.2. Crecimiento, Maduraciéon y Proporcion de sexos

La longitud promedio del prosoma de las hembras de Pseudodiaptomus euryhalinus fue
mayor con las dietas ISG-CHM (P<0.05) y ISG-RHS, en donde se alcanzaron valores
de 928 y 913 um respectivamente. En el caso de los machos no se encontraron
diferencias significativas en la longitud promedio del prosoma (517 um) entre las tres
dietas (P=0.13) (Tabla 8).

Longitud prosoma de hembras (um) Longitud prosoma de machos (um)

ISG-CHM 928 (6.0) a ISG-CHM 521 (4.6) a
ISG-RHS 913 (6.5) ab ISG-RHS 520 (2.7) a
CHM-RHS 866 (28.4) b CHM-RHS 510 (5.0) a

La proporcion de sexos fue de 1:1 entre machos y hembras sin diferencias significativas
entre las dietas (p=0.09). Hasta el decimo dia de cultivo se observaron hembras
maduras en aquellas alimentadas con las dietas ISG-CHM y ISG-RHS, sin diferencias
significativas entre estas dos dietas (P=0.91). Al dia 11 de cultivo se observo el 48% de
hembras ovigeras con la dieta ISG-CHM, con diferencias altamente significativas con

respecto a las otras dietas (p=0.001) (Tabla 9).
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Tabla 9. Numero promedio de organismos, proporcion de sexos y % de hembras
maduras de Pseudodiaptomus euryhalinus al dia 11 de cultivo, alimentado con tres
diferentes dietas a base de mezclas de microalgas marinas. Isochrysis galbana:
Chaetoceros muelleri (ISG-CHM), Isochrysis galbana:Rhodomonas salina (ISG-RHS) y
Chaetoceros muelleri:Rhodomonas salina (CHM-RHS). Error estandar entre paréntesis.

Numero de Numero de Proporcion Diade la % Hembras
Machos Hembras  Machos:Hembras primera ovigeras
maduracion
ISG-CHM 922 (43.2) 871 (43.2) 1.05:1 10 (2.3) a 48 (0.43) a
ISG-RHS 598 (53.3) 604 (28.0) 0.99:1 10 (5.3) a 14 (4.17) b
CHM-RHS 489 (64.9) 404 (18.3) 1.2:1 11 (0.0) b 9.07 (1.8) b

5.3.3. Peso seco total y organico

El PST promedio de los copépodos alimentados con la mezcla ISG-RHS fue mayor
(12.3 ugeorg™) (P<0.05) que con los otros dos tratamientos. En tanto que los copépodos
alimentados con CHM-RHS y ISG-CHM, tuvieron pesos similares con promedios de 9.6
y 10.5 pgeorg™ respectivamente (P> 0.05) (Tabla 10).

El PSO de P. euryhalinus fue mayor con la dieta compuesta de ISG-RHS, con 11.4
ugeorg™, con respecto a los otros tratamientos (P<0.05). El PSO registrado con ISG-
CHM y CHM-RHS fue similar, con promedios de 9.9 y 8.9 pugeorg™ respectivamente (P>
0.05) (Tabla 10).

El porcentaje de cenizas de P. euryhalinus alimentado con las diferentes dietas estuvo
en el intervalo de 5.1% a 7.5%, sin diferencias significativas entre tratamientos (P= 0.05)
(Tabla 10).
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Tabla 10. Peso seco total y organico (PST y PSO) y porcentaje de cenizas de
Pseudodiaptomus euryhalinus alimentado con tres diferentes dietas a base de mezclas
de microalgas marinas: Isochrysis galbana:Chaetoceros muelleri (ISG-CHM), Isochrysis
galbana:Rhodomonas salina (ISG-RHS), Chaetoceros muelleri;Rhodomonas salina
(CHM-RHS). Error estandar entre paréntesis. Letras iguales indican que no hay
diferencias significativas cuando se compararon los tratamientos (ANOVA).

Tratamientos PST PSO CENIZAS
(ug-org™ %

ISG-CHM 10.5 (0.33) b 9.9 (0.31) b 5.1 (0.44)

ISG-RHS 12.3 (0.72) a 11.4 (0.71) a 7.5 (0.51)

CHM-RHS 9.6 (0.25) b 8.9 (0.21) b 7.4 (1.10)

5.3.4 Perfil de acido grasos

Las concentraciones de AGS y AGPI en P. euryhalinus alimentado con las tres dietas
fueron similares (P=0.16; P=0.56 respectivamente). En cambio si se encontraron
diferencias significativas en las concentracibones de los AGMI y los AGAI, siendo
mayor en los copépodos alimentados con la mezcla ISG-CHM (P<0.001), donde
alcanzaron concentraciones de 57.88 y 56.95 pg'mg™ de peso seco respectivamente
(Tabla 11).

Las mayores concentraciones de ARA, EPA y DHA fueron encontradas en los
copépodos alimentados con la mezcla ISG-CHM, con 3.07, 10.09 y 12.58%
respectivamente y concentraciones de 5.9, 19.4 y 24.2 ug'mg™ de peso seco total
(P<0.001). Las relaciones DHA/EPA y EPA/ARA fueron mayores en los copépodos
alimentados con la mezcla ISG-RHS, con valores de 2.5 y 3.5 respectivamente (Tabla
11y 12).
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Tabla 11. Concentracién de &cidos grasos (en pgemg™ de peso seco total) de
Pseudodiaptomus euryhalinus alimentado con tres dietas mixtas a base de microalgas
marinas. Isochrysis galbana:Chaetoceros muelleri (ISG-CHM), Isochrysis galbana:
Rhodomonas salina (ISG-RHS), Chaetoceros muelleri:Rhodomonas salina (CHM-RHS).
Error estdndar entre paréntesis. Letras iguales indican que no hay diferencias
significativas cuando se compararon los tratamientos (ANOVA). AGS: Acidos grasos
saturados, AGMI: Acidos grasos monoinsaturados, AGPI: Acidos grasos polinsaturados,
AGAI: Acidos grasos altamente insaturados, DHA: Acido docosahexaenoico EPA:
Acido eicosapentaenoico ARA: Acido araquidénico.

Acido graso ISG-CHM ISG-RHS CHM-RHS
ug-mg ~
12:0 0.13 (0.06) 0.09 (0.02) 0.12 (0.02)
14:0 12.62 (11.2) 8.46 (2.15) 8.87 (3.53)
14:0 iso 0.88 (0.19) 0.49 (0.15) 0.31 (0.09)
14:0 ante 0.47 (0.30) - -
15:0 0.79 (0.02) 0.73 (0.52) 0.50 (0.09)
16:0 23.95 (0.1) 13.59 (2.7) 15.53 (1.1)
16:1w11 18.13 (7.1) 1.71 (0.4) 1.71 (0.4)
16:1w9 18.13 (7.1) - -
16:0 iso 1.18 (0.06) 0.70 (0.16) 0.71 (0.07)
16:2w6 4.58 (0.5) 0.40 (0.0) 1.93 (0.87)
16:2w3 3.32 (0.32) - 1.20 (0.60)
17:0 1.94 (0.90) 1.79 (0.0) 1.33 (0.10)
16:3w3 6.42 (0.72) - 2.46 (1.30)
18:0 2.94 (1.06) 2.92 (0.59) 3.45 (0.24)
18:1w9 c+t 15.37 (4.58) 3.10 (1.64) 3.21 (1.82)
18:1w9c 3.73(0.35) 2.92 (0.59) 3.09 (0.28)
18:2w6 6.0 (0.6) 9.3(1.9) a 6.1(1.2)
18:3w6 3.85 (1.92) - 4.99 (1.22)
18:3w3 9.8 (4.8) 10.51 (4.9) a 6.33 (1.5)
18:4w3 14.7 (0.9) 12.0 (2.6) 4.9 (1.2)
20:0 0.44 (0.05) 0.18 (0.04) -
20:1w9 0.36 (0.11) 0.81 (0.21) 0.16 (0.04)
20:2w6 0.38 (0.22) 1.75 (0.63) 1.52 (0.41)
21:0 1.79 (0.04) 0.88 (0.14) -
20:4w6 5.9 (1.1) 2.1(0.5) b 4.4 (0.4)
20:4w3 0.27 (0.0) 0.36 (0.07) 0.46 (0.17)
20:3w3 - 0.74 (0.17) -
20:5w3 19.4 (3.5) 7.4 (1.6) a 14.9 (1.7)
22:0 1.28 (0.10) 0.36 (0.08) 0.80 (0.08)
22: 1w9 0.35 (0.0) 0.36 (0.05) 0.60 (0.14)
22:2w6 - 0.25 (0.02) -
23:0 0.55 (0.04) 0.50 (0.08) -
24:0 - - 0.44 (1.6)
22:5w6 7.18 (0.2) 3.1(0.8) b 2.0 (1.3)
22:6w3 24.2 (1.3) 18.8 (0.7) b 9.0 (0.2)
24:1w9 1.79 (0.33) 1.37 (0.31) 0.76 (0.47)
Z AGS 47.79 (8.3) 29.99 (5.0) 30.91 (4.7)
Z AGMI 57.88 (3.6) 10.27 (2.2) b 9.53 (5.0)
Z AGPI 35.91 (7.3) 22.0 (5.5) 24.34 (3.4)
Z AGAI 56.95 (5.9) 31.5 (6.3) b 30.76 (6.0)
DHA/EPA 1.3 25 0.6
EPA/ARA 3.3 35 3.4
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Tabla 12. Concentracion de acidos grasos en porcentaje de Pseudodiaptomus
euryhalinus alimentado con tres dietas mixtas a base de microalgas marinas. Isochrysis
galbana:Chaetoceros muelleri (ISG-CHM), Isochrysis galbana:Rhodomonas salina (ISG-
RHS), Chaetoceros muelleri:Rhodomonas salina (CHM-RHS). Error estandar entre
paréntesis. Letras iguales indican que no hay diferencias significativas cuando se
compararon los tratamientos (ANOVA).

AGS: Acidos grasos saturados, AGMI: Acidos grasos monoinsaturados, AGPI: Acidos grasos
polinsaturados, AGAI: Acidos grasos altamente insaturados, DHA: Acidos docosahexaenoico
EPA: Acido eicosapentaenoico ARA: Acido araquidénico

Acido graso ISG-CHM ISG-RHS CHM-RHS
%
12:0 0.06 (0.02) 0.08 (0.02) 0.011 (0.02)
14:0 6.09 (0.12) 7.70 (0.59) 7.48 (1.99)
14:0is0 0.46 (0.12) 0.44 (0.07) 0.27 (0.04)
14:0 ante 0.23(0.14) - -
15:0 0.41 (0.15) 1.02 (0.86) 0.45 (0.06
16:0 12.39 (0.84) 12.67 (0.09) 14.18 (1.03)
16:1 w1l 9.57 (3.77) 1.56 (0.07) 9.28 (1.49)
16:1 w9 0.21 (0.06) - -
16:0iso 0.61 (0.04) 0.64 (0.02) 0.64 ( 0.03)
16:2w6 2.04 (0.55) 0.41 (0.10) 1.6 (0.54)
16:2w3 1.70 (0.15) - 0.98 (0.38)
17:0 1.02 (0.47) 1.85 (1.85) 1.22 (0.14)
16:3w3 3.28 (0.20) - 1.99 (0.84)
18:0 1.55 (0.63) 2.72 (0.09) 3.25 (0.59)
18:1w9 c+t 7.78 (2.01) 3.06 (1.34) 2.61 (1.17)
18:1w9c 1.93 (0.24) 2.86 (0.52) 2.92 ( 0.59)
18:2w6 3.09 (0.21) 8.70 (0.21) a 5.94 ( 1.68)
18:3 w6 1.91 (0.88) - 1.59 ( 0.29)
18:3w3 4.90 (2.23) 9.72 (0.39) a 6.15 (1.90)
18:4w3 7.55 (0.19) 11.13 (0.40) 4.80 (1.42)
20:0 0.22 (0.02) 0.17 (0.04) -
20:1w9 0.18 (0.5) 0.90 (0.37) 015 (0.50)
20:2w6 0.20 (0.13) 1.49 (0.37) 1.49 (0.50)
21:0 0.92 (0.05) 0.87 (0.16) -
20:4w6 3.07 (0.57) 1.97 (0.08) b 4.02 (0.29)
20:4w3 0.13 (0.01) 0.34 (0.01) 0.44 (0.17)
20:3w3 - 0.68 (0.04) -
20:5w3 10.09 (1.92) 6.85 (0.42) b 13.50 (0.89)
22:0 0.66 (0.05) 0.33(0.01) 0.73 (0.02)
22: 1w9 0.18 (0.01) 0.34 (0.01) 0.58 (0.18)
22:2w6 - 0.24 (0.05) -
23:0 0.28 (0.02) 0.55 (0.23) -
24:0 - - 0.40 (0.04)
22:5w6 3.70 (0.10) 2.91 (0.23) b 1.61 (0.89)
22:6w3 12.58 (1.20) 14.61 (0.42) a 10.55 (1.18)
24:1w9 0.91 (0.15) 1.25 (0.05) 0.62 (0.31)
T AGS 24.96 (3.21) 28.14 (1.11) 27.60 (1.51)
z AGMI 20.76 (2.18) 9.97 (0.90) c 16.16 ( 2.19)
Z AGPI 17.94 (2.68) 20.68 (0.95) 19.74 (2.74)
X AGAI 29.57 (3.59) 26.68 (0.74) 30.12 (1.50)
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Capitulo 6

Discusion

Los copépodos son una buena alternativa de alimento vivo para el cultivo de larvas de
peces marinos, ya que cuentan con los requerimientos nutricionales necesarios para su
desarrollo (Drillet et al., 2011). Para el cultivo de los copépodos se han utilizado dietas
monoalgales de microalgas, principalmente de Isochrysis sp., Chaetoceros sp.,
Tetraselmis sp., Rhodomonas sp., Nannochlorpsis sp., y Thalassiosira sp., y se han
obtenido buenos resultados, aunque la mayoria de los autores mencionan que una
mezcla de dos o mas microalgas, puede mejorar el desarrollo del cultivo, ya que la
combinacion podria complementar las deficiencias nutricionales que cada microalga
podria ocasionar en las larvas (Knuckey et al.,, 2005; Milione y Zeng 2007).
Considerando que lIsochrysis galbana es una de las mejores fuentes de DHA, al
mezclarla con Chaetoceros muelleri que es rica en EPA y ARA, se complementa el
contenido de acidos grasos poliinsaturados. La combinacién de Isochrysis galbana, rica
en DHA y pobre en EPA, con Rhodomonas salina que tiene porcentajes altos de DHA,
EPA y ARA, complementa el contenido de éstos &acidos grasos. Asi mismo,
Chaetoceros muelleri rica en EPA y ARA, combinada con Rhodomonas salina, aumenta

el contenido de DHA y ARA, obteniendo porcentajes bajos de EPA en esta dieta.

La concentracién celular en los cultivos de microalgas es importante para la acuicultura,
una mayor concentracion disminuye los costos de produccion, sin embargo, es aun mas
importante mantener el valor nutricional de las células, por lo que en este trabajo se ha

hecho énfasis en el estudio del contenido de los acidos grasos en las microalgas.

En este trabajo se alcanzé biomasa de 6.0 x10° célemL™ de Isochrysis galbana en un
volumen de 2.5 L cultivo, similar a lo reportado por Renaud et al. (1994, 2002) en
sistemas de cultivo semicontinuo y en unidades de cultivo de 1.5 L. El peso orgéanico fue
de 48.8 pgecél™*, muy superior si se compara con el observado por Zhu et al. (1997), de

20.8 pgecél™* aunque el contenido de cenizas fue similar.
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Los resultados de Chaetoceros muelleri, en cuanto al nimero de células promedio de
4.4 x10° célsmL™ y un peso seco orgénico de 83.7 pgecél™, asi como el porcentaje de
cenizas 31.9%, son cercanos a los observados por otros autores, quienes reportan de
3.8 x10° a 4.5 x10° célemL™ y 75.0 pgecél™?, asi como un 44% de cenizas, en cultivos
semicontinuos con tasas de dilucion del 10 al 30% (Lemus et al., 2006; Pacheco et al.,
2010 y Renaud et al., 2002),

La densidad de R. salina fue mayor, con 2.4 x10° célemL™, con un peso orgénico
promedio de 175.5 pgecél’y 27% de cenizas, en cultivo semicontinuo, con una tasa de
dilucion del 10%. En cultivos por lotes, Rhodomonas salina, Patil et al. (2007) y Renaud
et al. (2002), obtuvieron valores cercanos, con una concentracién de 2.0 x10° célemL™,
en la fase de maximo crecimiento exponencial, con un promedio de peso seco organico

de 150.0 pgecél™ y un contenido del 20 % de cenizas.

Las diferencias en el contenido de cenizas entre los cultivos de Patil et al. (2007) y
Renaud et al. (2002) y los registrados en este trabajo se deben a una insuficiente
eliminaciéon de sales durante el proceso de filtracion. No obstante, cuando se comparan
diferentes especies de microalgas se debe tomar en consideracion la constitucion de la
pared celular. En este sentido, Chaetoceros muelleri tiene una pared celular de silice, a
diferencia de Isochrysis galbana y Rhodomonas salina que carecen de pared celular. Es
por ello que para evitar una formulacion erronea de las dietas mixtas se utilizé el peso

seco organico de las microalgas.

Diversos estudios sobre la composicion de acidos grasos de las microalgas muestran
diferencias entre las especies, en el caso de Isochrysis galbana cultivada en lotes, el
contenido de DHA puede ser de hasta el 12% de los acidos grasos totales (Renaud et
al., 2002; Roncati et al., 2004), similares a los registrados en este trabajo. En contraste,
en Chaetoceros muelleri, el contenido de DHA fue muy pobre (1.7%) y coincide con los
registrados por Lemus et al. (2006), Pacheco et al. (2010) y Renaud et al. (2002) para
esta especie cultivada en sistemas estaticos, al final de la fase de crecimiento

exponencial.
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La concentracion de DHA en Rhodomonas salina (7.1%) cuantificada en este trabajo
fue mayor que la registrada por Sexias et al. (2009) en sistemas de cultivo por lotes
(6.9%).

En lo que respecta al contenido de &cido eicosapentaenoico (EPA) de Isochrysis
galbana (1.76%), fue similar al observado por Renaud et al. (1994) y Roncati et al.
(2004) donde alcanzaron hasta 2.72% en cultivos en lotes. En contraste, para
Chaetoceros muelleri, resultaron porcentajes mas altos en este trabajo (14.3%), aunque
menores que los reportados por Lemus et al. (2006), Pacheco et al. (2010) y Renaud et
al. (2002) en sistemas de cultivo por lotes y cosechados al final de la fase de
crecimiento exponencial. Para Rhodomonas salina el porcentaje de EPA en este trabajo
fue de 10.6%, mayor al observado en cultivos por lotes en otros estudios (8.4%) (Patil
et al., 2007; Renaud et al., 2002; Schipp et al., 2006 y Sexias et al., 2009).

En Isochrysis galbana se cuantificaron pequefias cantidades, del acido araquidonico
(ARA) (0.59%), muy similares a las observadas por Flynn et al. (1992) y Roncati et al.
(2004) de 0.99%. En forma comparativa, Chaetoceros muelleri es una microalga rica en
ARA, ya que en el presente estudio su contenido fue de 5.9%, ligeramente mayor que el
4.8% observado por Lemus et al. (2006), Pacheco et al. (2010) y Renaud et al. (2002),
posiblemente debido a la forma de cultivo, ya que estos autores utilizaron un sistema de
cultivo por lotes y la cosecha la hicieron al final de la fase de crecimiento exponencial.
Para Rhodomonas salina los contenidos de ARA en este trabajo (3.5%) fueron,
mayores a los observados en sistemas de cultivo por lotes (0.3%) (Patil et al., 2007;
Renaud et al., 2002; Schipp et al., 2006 y Sexias et al., 2009).

Al comparar el perfil y la concentracion de acidos grasos de cada una de las microalgas,
con respecto a sus mezclas, se observé que en ISG-CHM, los contenidos de DHA, EPA
y ARA se complementan positivamente, dando concentraciones de 2.50 pgemg™ de
DHA, 2.75 pgemg™” de EPA y 1.08 pg*mg™ de ARA y las proporciones de DHA/EPA y
EPA/ARA fueron de 0.91 y 2.55 respectivamente. Para la mezcla ISG-RHS, Isochrysis
galbana aporta la mayor cantidad de DHA, que se complementa con el contenido de

EPA y ARA de Rhodomonas salina, lo que resulta en concentraciones de 4.13 pgemg™
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de DHA, 1.76 pugemg™ de EPA y 0.4 ugmg™ de ARA y en una proporcién de DHA/EPA
y EPA/ARA de 2.35 y 4.4 respectivamente. En ambas dietas se obtienen proporciones
similares a las recomendadas por Sargent et al. (1997), de una relacion de DHA/
EPA/ARA de 5:2:1, considerada adecuada para un buen desarrollo en organismos

marinos.

Al combinar Chaetoceros muelleri con Rhodomonas salina, como ambas microalgas
tienen un bajo contenido de DHA, la concentracion de DHA en esta mezcla resulto bajo
(1.68 pgemg™), en tanto que los contenidos de EPA y ARA son mayores que los
encontrados en las otras mezclas, con 4.85 pgsmg™” y 1.90 pgsmg™, respectivamente
(Tabla 6).

Para evaluar la calidad nutricional de una dieta, ademas de la composicién bioquimica,
se puede evaluar el desempeio de los organismos que la consumen. En los estudios
relacionados con los copépodos, las variables mas comunes incluyen el crecimiento, la
supervivencia, maduracion y la produccion naupliar entre otras (Nanton y Castell, 1999;
Millione y Zeng, 2007; Puello et al., 2009; Ohs et al., 2010a; Payne y Rippingale, 2000;
Rhyne et al., 2009). Sin embargo, cabe destacar que los resultados obtenidos en estas

variables dependen de las especies de copépodos y de las microalgas que consumen.

En dos especies de copépodos harparticoides, Nanton y Castell (1999) reportan una
mayor supervivencia cuando utilizaron Isochrysis galbana como dieta monoalgal a
diferencia de la observada con D. tertiolecta. Millione y Zeng (2007) utilizaron dietas
monoalgales y la mezcla de Isochrysis galbana-Tetraselmis sp., en A. sinjensis y

obtuvieron supervivencias mas altas con la dieta mixta que con las dietas monoalgales.

Puello-Cruz et al. (2009) y Ohs et al. (2010a) evaluaron diferentes dietas monoalgales
en P. euryhalinus y P. pelagicus y obtuvieron mayor supervivencia cuando los
alimentaban con las microalgas Isochrysis galbana y Chaetoceros muelleri, en
comparacion con la menor supervivencia registrada con Tretaselmis sp., Thalassiosira

sp. Y Rhodomonas lens. Sin embargo, Puello-Cruz et al. (2009), reportaron mayores
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supervivencias de P. euryhalinus con la mezcla de Isochrysis galbana y Chaetoceros

muelleri a diferencia de cuando se utilizaron estas microalgas como dietas monoalgales.

En el presente trabajo se observé que P. euryhalinus obtuvo una mayor supervivencia y
crecimiento con la mezcla de Isochrysis galbana-Chaetoceros muelleri, a diferencia de
lo obtenido con las mezclas de Isochrysis galbana-Rhodomonas salina y Chaetoceros
muelleri-Rhodomonas salina, en ésta Ultma mezcla se obtuvo la supervivencia mas baja

(50%) al dia 11 después de la eclosion.

El uso de Rhodomonas da como resultado bajas supervivencia, Millione y Zeng (2007),
recomiendan el uso de esta microalga en A. sinjensis para la alimentacion solo de
copepoditos y de copépodos adultos, ya que posiblemente las bajas supervivencias que
encontraron en los estadios naupliares se deba al tamafio y digestibilidad de

Rhodomonas sp.

Los resultados de este estudio indican que la proporcion de sexos no esta influenciada
por la dieta, Ohs et al. (2010a), observaron una respuesta similar en P. pelagicus
utilizando las dietas monoalgales de Chaetoceros gracilis y Rhodomonas lens, sin
embargo existen otros parametros como la salinidad y la temperatura los cuales afectan
directamente esta proporcion (Osorio-Galindo, 1998; Ohs et al., 2010b; Rhyne et al.,
2009).

El efecto de la dieta también se ve reflejado en el tiempo de maduracion, en el caso de
P. pelagicus, Ohs et al. (2010a) reportaron la primera maduracion al dia 7 después de
la eclosién cuando fue alimentado con Rhodomonas lens. Puello-Cruz et al. (2009),
obtienen la primera maduracion de P. euryhalinus al dia 9 después de la eclosion al
alimentarlo con una dieta compuesta por la mezcla de tres microalgas: Isochrysis
galbana, Chaetoceros muelleri yTetraselmis sp. (en proporcion 2:2:1). En este estudio
P. euryhalinus maduré sexualmente por primera vez al dia 10 después de la eclosion,
cuando se alimento con las dietas Isochrysis galbana:Chaetoceros muelleri e Isochrysis

galbana:Rhodomonas salina, a diferencia de cuando se alimenta con Chaetoceros
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muelleri;Rhodomonas salina en donce la maduraciéon sexual se alcanza hasta el dia 11

después de la eclosion.

En cuanto a la maduraciéon del total de la poblacion, en este trabajo se obtuvieron los
mejores resultados con la dieta de Isochrysis galbana:Chaetoceros muelleri (en
proporcién 1:1), ya que al dia 11 después de la eclosién todas las hembras presentaban
sacos ovigeros. Estos resultados siguen el mismo patron observado por Puello et al.
(2009) en P. euryhalinus alimentado con la misma mezcla de Isochrysis

galbana:Chaetoceros muelleri (en proporcion 2:1).

En contraste, las dietas que contenian la microalga Rhodomonas salina, se retraza la
primera maduracion hasta el dia 11 después de la siembra. Esta respuesta varia entre
especies de copépodos, como lo observado en A. sinjensis y P. pelagicus, en donde se
obtuvieron altos porcentajes de hembras maduras cuando fueron alimentados

solamente con Rhodomonas sp. (Millione y Zeng, 2007; Ohs et al., 2010).

En este trabajo, el retrazo observado en la maduracién con la dieta CHM-RHS se puede
explicar por una proporcion inadecuada de DHA/EPA (0.35), ya que DHA es promotor
de las hormonas que regulan la reproduccion, maduracién y eclosion de los huevos en
los crustaceos (Middleditch et al., 1980; Cahu et al., 1995).

Se ha relacionado positivamente el efecto de la composicion nutricional de los
copépodos con el estado nutricional de las larvas de peces marinos, haciendo énfasis
en el contenido y proporcion de los acidos grasos poliinsaturados docosahexaenaico
(DHA), eicosapentandico (EPA) y araquidonico (ARA) (Bell, et al., 2003; Stattrup, 2000).
Bell et al., (1994) mencionan que los altos contenidos de EPA, inhiben la produccién de
eicosanoides provenientes del ARA, encargados de la sintesis de prostaglandinas, ya

gue tienen un papel importante en reproductiva y en la produccion hormonal.
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El contenido de acidos grasos de las dietas utilizadas en este trabajo se ve reflejado
positivamente en el contenido de acidos grasos esenciales de los copépodos. Las
proporciones de DHA/EPA y EPA/ARA de la mezcla de las microalgas ISG-CHM (0.91 y
2.55 respectivamente), son similares a las proporciones observadas en los copépodos
gue se alimentaron con esta dieta (DHA/EPA: 1.3 y EPA/ARA: 3.3). En los copépodos
alimentados con la mezcla ISG-RHS no se observan diferencias entre las proporciones
DHA/EPA de la mezcla (2.3) y los copépodos (2.5), mientras que en la proporcion
EPA/ARA se obtuvieron valores diferentes, de 4.4 y 3.5 para las mezclas de microalgas
y copépodos, respectivamente. En el caso de los copépodos alimentados con la mezcla
CHM-RHS (con proporciones de DHA/EPA y EPA/ARA de 0.35y 2.5, respectivamente),
los copépodos tuvieron proporciones de estas razones de 0.60 y 3.4 respectivamente.

Entre los trabajos que se han enfocado en la alimentacion de los copépodos, pocos han
estudiado su composicion de acidos grasos (Sargent et al., 1997; Nanton y Castell,
1999; Stattrup, 2000; McKinnon et al., 2003; Prieto et al., 2006).

De acuerdo con Stattrup (2000) y Sargent et al. (1999), los copépodos calanoides
deben obtener los &acidos grasos DHA, EPA y ARA en su dieta microalgal, ya que
posiblemente no tengan las enzimas para desaturar y elongar cadenas de &acidos
grasos que son indispensables para la conversion de 18:2w6 a 20:5w6 y de 18:3 w3 a
20:5w3 y para convertir el 20:5w3 a 22:6w3. Es importante analizar el contenido de
éstos compuestos en los copépodos, principalmente los 4cidos grasos esenciales, si lo

gue se pretende es utilizarlos como alimento para larvas de peces marinos.

Sargent et al. (1997) mencionan que una relacion de DHA/ EPA de 2:1 es adecuada
para un buen crecimiento y para la formacién del tejido nervioso de las larvas de peces
marinos, en tanto que la relacion adecuada de EPA/ARA es de 5:1. En el caso de los
custaceos la proporcion de acidos grasos escenciales recomendados en la dieta son
1:1 para que las hembras maduras puedan llevar a cabo la sintesis de triglicéridos en la
formacion de huevos y almacenamiento de tejido corporal, mientras que en larvas su

funcién principal es promover el crecimiento (Middleditch et al., 1980; Cahu et al., 1995).
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Los copépodos alimentados con la dieta ISG-RHS cubririan los requerimientos de los
peces marinos, ya que las proporciones DHA/EPA son de 2.5:1. Los copépodos
alimentados con esta dieta tuvieron una proporcion de EPA/ARA de 3.5:1, siendo méas
alejada de la recomendable por Sargent et al. (1997). No obstante, los requerimientos
absolutos de estos acidos grasos y sus proporciones son especie especificos, por lo
que resulta esencial evaluar el aporte nutricional de los copépodos alimentados con

estas dietas algales sobre la fisiologia de las larvas de peces.

En los copépodos alimentados con la dieta CHM-RHS las proporciones de DHA/EPA y
EPA/ARA fueron de 0.6:1 y 3.4:1 respectivamente, por lo que no cumplirian con los
requerimientos mencionados, la menor proporcion de DHA/EPA en los copépodos
alimentados con la dieta estd siendo definida por un mayor contenido de EPA que de

DHA, por lo que no seria recomendable utilizarlos como alimento de peces marinos.

Sargent et al. (1999) mencionan que altos contenidos de EPA inhiben la produccién de
eicosanoides provenientes del ARA, debido a que el EPA y el ARA compiten por la
enzima ciclooxigenasa involucrada en la sintesis de prostaglandinas, las cuales estan
involucrados en varios procesos de regulacion celular incluyendo el control de fluidos y
el flujo de electrélitos, procesos de coagulacién, la regulacibn del sistema
cardiovascular, las funciones reproductivas, la modulacion de la transmisién de
informacion en el sistema neural, el funcionamiento del hipotalamo y en la regulacion
del flujo sanguineo cerebral (Bell et al., 1994; Sargent et al., 1997), asi como en la
produccion de hormonas involucradas en la metamorfosis y la pigmentacion (Estévez et
al., 1997).
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Conclusiones

La microalga Rhodomonas salina tiene un perfil de acidos grasos adecuado, ya que
contiene los tres acidos grasos esenciales, pero al mezclarla con otra microalga, no
produce buenos resultados en el cultivo a P. euryhalinus. Rhodomonas salina podria

ser evaluada como dieta monoalgal en el cultivo de esta especie.

Los perfiles de &cidos grasos de las microalgas Isochrysis galbana y Chaetoceros
muelleri, se complementan de manera adecuada para ser utilizada como dieta mixta en

P. euryhalinus.

Las dieta compuesta por Isochrysis galbana-Chaetoceros muelleri es adecuada para el
cultivo de P. euryhalinus ya que con esta se obtiene mayor supervivencia y crecimiento

asi como menor tiempo de maduracion en los copépodos.

Cuando P. euryhalinus se alimenta con Isochrysis galbana-Rhodomonas salina sus
proporciones de DHA/EPA cumplen con las recomendadas para el cultivo de larvas de
peces marinos, por lo que es necesario evaluar sus efectos en el desempefio de las

larvas de peces marinos.
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