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RESUMEN

El efecto de tres dietas basadas en las microalgas Chaetoceros calcitrans e Isochrysis
galbana sobre el comportamiento poblacional, la composicion bioquimica y la
concentracion de acidos grasos del copépodo calanoide Pseudodiaptomus euryhalinus en
cultivos a temperatura de 26 £2 °C y 35 £1 UPS de salinidad, fue investigado. Dietas
unialgales de las microalgas C. calcitrans (Tratamiento 1), |. galbana (Tratamiento 2) y
una mezcla en partes iguales de ambas (Tratamiento 3) fueron suministradas durante 27
dias a los copépodos en tanques de 88 1. Cada 24 horas se tomaron muestras para
determinar el numero total de organismos en los intervalos de talla siguientes: 50 a 100 pum,
100 a 200 pm, 200 a 300 um y 300 um o mas. Los muestreos poblacionales mostraron una
tendencia consistente a una mayor produccion de copépodos en el T3, con un promedio de
1136 +406 cop/dia, seguido del T1 con 893 +£290cop/dia y del T2 con 785 +327 cop/dia. El
contenido de carbohidratos y proteinas totales en los copépodos incrementd en forma
gradual en todos los tratamientos en relacion con la talla excepto en los organismos del
cuarto intervalo de talla (300 um o mas) en los que se invirti6. Esto coincide con el periodo
de reproduccion de los copépodos y la formacion de los sacos ovigeros en las hembras. El
analisis de acidos grasos realizado a las microalgas mostr6 diferencias muy marcadas entre
ambas, indicando que Isochrysis galbana tiene una concentracion significativamente
superior de los 4cidos grasos linoleico (LA), linolénico (LNA) y docosahexaenoico (DHA)
respecto a C. calcitrans y esta a su vez es superior en los acios grasos araquidonico (ARA)
y eicosapentaenoico (EPA). Estas diferencias fueron proporcionales en los copépodos
alimentados con los tres tratamientos, sugiriendo una marcada tendencia a asimilar los
acidos grasos en su forma libre y a tener una baja o nula sintesis de acidos grasos esenciales
a partir de sus precursores metabolicos.

Palabras clave: Copépodo calanoide, composicion bioquimica, acidos grasos esenciales.

Vo.Bo. Dr. Arturo Muhlia Melo

(Director de tesis)



ABSTRACT

The effect of three diets based in Chaetoceros calcitrans & Isochrysis galbana microalgae
over the population behavior, biochemical composition and fatty acid concentration of the
calanoid copepod Pseudodiaptomus euryhalinus grown at 26 +2 °C & 35 £1 UPS was
evaluated. Unialgal diets of C. calcitrans (Treatment 1), |. galbana (Treatment 2) and a
balanced mixture of both (Treatment 3) were provided for 27 days to the copepods in 88 1
tanks. Samples were taken every 24 hours to determine the total number of organisms in
the four size intervals: 50 to 100 um, 100 to 200 um, 200 to 300 um y 300 um or more.
Population monitoring showed a consistent tendency to a higher copepod production in T3,
with an average production of 1136 +406 cop/day, followed by T1 with 893 £290cop/day
and T2 at last with 785+327 cop/day. The total carbohydrate and lipid contents in copepods
increased gradually in every size interval and in all treatments, except for the fourth size
interval (300 um or more) where this tendency reverted. This is coincident with the
beginning of the mating age in copepods and the formation of egg-sacs in female copepods.
Fatty acid analysis delivered in both microalgae showed marked differences, indicating that
I. galbana has a significantly higher concentration of linoleic acid (LA), linolenic acid
(LNA) and docosahexaenoic acid (DHA) compared to C. calcitrans, which is superior in
arachidonic acid (ARA) and eicosapentaenoic acid (EPA). These differences were
proportional between copepods fed the three diets, suggesting a marked tendency towards
fatty acid assimilation in its free form and a low or none essential fatty acid synthesis from
their metabolic precursors.

Key words: Calanoid copepods, biochemical composition, essential fatty acids.

Dr. Arturo Muhlia Melo
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I. Introduccion
En el afio 2004, la produccion mundial de la pesca y la acuicultura suministré alrededor de

106 millones de toneladas de pescado para consumo humano, lo que equivale a un
suministro per capita aparente de 16.6 kg, que es el mas alto registrado en la historia. De
este total, la acuicultura represento el 43% (FAO, 20006).

La acuicultura, pese a ser una actividad més sofisticada y costosa que la pesca, es el area de
mas rapido desarrollo en el campo de la produccion alimenticia en la actualidad, inclusive
mayor que cualquier otro sector de produccion de alimentos de origen animal. Su tasa de
crecimiento fue de 8.8 % al afio desde 1970, mientras que la pesca de captura ha crecido
solamente a razon de 1.2% y los sistemas de produccion de carne de cria en tierra un 2.8%.
Esto se explica por la alta calidad dietética de los alimentos de origen acuatico y por su
disponibilidad limitada (FAO, 2006).

Este rapido desarrollo de la acuicultura ha estimulado el desarrollo de nuevas tecnologias
en varias areas relacionadas con la domesticacion de organismos acuicolas de interés
comercial, el mejoramiento genético, el control y prevencion de enfermedades, el manejo
del ambiente de cultivo y la nutricion (Kraul, 1989; Lazo, 2000).

Este desarrollo tan acelerado, con una tasa anual de crecimiento promedio mundial cercana
al 10%, se explica en gran parte por el hecho que se ha conseguido cerrar el ciclo biologico
de la mayoria de las especies que se cultivan comercialmente, permitiendo la disponibilidad
de semilla, alevines o postlarvas practicamente a lo largo de todo el afio, la cual ha brindado
varios beneficios a los productores.

Estos beneficios incluyen independencia de las impredecibles fluctuaciones de las
poblaciones naturales de estos importantes insumos, accesibilidad a especies no autoctonas,
mejoramiento a través de seleccion artificial, control de fechas de siembra, preservacion del
ecosistema, proteccion de las pesquerias naturales y, en especial, la posibilidad de controlar
la calidad inicial de reproductores y larvas, lo que permite mejorar la supervivencia de los
organismos en cultivo (Martinez-Coérdova, 1993).

El cultivo de organismos marinos es una actividad que ha despertado gran interés en los
ultimos afios y los organismos que se cultivan con mayor frecuencia incluyen diversas

especies de crusticeos, moluscos y peces marinos. El cultivo de peces marinos en



particular, ha aumentado en las ultimas décadas y se ha presentado como una opcion
novedosa en la acuicultura marina, la cual se ha desarrollado a nivel experimental desde
hace mas de 50 afos y a nivel comercial desde hace unos 30.

Los paises que han logrado los mayores avances han sido Japdn, Francia, Espafia, Noruega
y Canada (Tucker, 1998). Sin embargo, la fragilidad de los estadios larvarios de la mayoria
de las especies estudiadas ha sido, y aun es en muchas especies el cuello de botella para el
desarrollo de esta actividad (Stettrup, 2000), lo que ha dificultado establecer tecnologias de
cultivo eficientes y econdmicamente viables a nivel comercial.

En la actualidad, los cultivos de larvas de peces marinos se han hecho mas intensivos;
mediante el incremento de densidades de cultivo y el grado de tecnificacion de las
instalaciones se ha eficientado el proceso de produccion. Sin embargo, esta eficiencia en la
produccion lleva un riesgo implicito: el confinamiento de los organismos en espacios cada
vez mas reducidos incrementa el grado de estrés por alta densidad de cultivo y puede
ocasionar, entre otros factores, un deterioro del sistema inmune de los peces, reduccion del
apetito, competencia por espacio y alimento, dispersion de tallas, canibalismo y una mayor
mortalidad (Shepherd & Bromage, 1992).

En particular, el estadio larvario en peces marinos se caracteriza por su gran fragilidad y,
dependiendo de la especie de que se trate, hasta el cambio mas ligero en las variables de
cultivo tales como salinidad, temperatura, concentraciéon de oxigeno, fotoperiodo,
intensidad de luz, asi como las variaciones en otros elementos inherentes al mantenimiento
rutinario del cultivo, como limpieza por sifoneo, recambio de agua mediante flujo,
aireacion por burbujeo, ruido y, en general, actividad humana, pueden ser causa suficiente
para ocasionar una mortalidad masiva en el cultivo larvario (Shepherd & Bromage, 1992).
Segtin Prieto et al. (2006), la susceptibilidad de las larvas a verse afectadas (o morir) por
causa de una o mas de estas variables estd intimamente relacionada con su estado
nutricional.

Si las larvas son obtenidas desde su origen a partir de desoves realizados en el laboratorio,
¢éstas son menos susceptibles a estrés por manejo y aceptan mejor el alimento balanceado
desde la fase de prealevin hasta el estadio de adulto (Tucker, 1998). Sin embargo, son pocas

las especies de las que se tiene un alto grado de avance en lo que respecta a sus



metodologias de cultivo, por lo que en la mayoria de los casos el suministro de dietas
balanceadas resulta insuficiente para cubrir los requerimientos nutricios de los peces
durante la fase larvaria; ademas, ninguna dieta balanceada ha demostrado ser tan atractiva
para las larvas o nutricionalmente completa como el alimento vivo (Lazo, 2000).

El interés en el uso del alimento vivo para cultivos larvarios radica en que éste provee en
cantidad y proporcion la mayoria de los elementos nutritivos que promueven una adecuada
madurez gonadal y reproduccion maés eficiente en organismos adultos, asi como mejores
supervivencias y un mayor crecimiento en organismos en etapa larvaria; ademas, el
alimento vivo ha mostrado una mejor aceptacion por parte de las larvas, lo cual ha sido un
problema recurrente en las dietas artificiales.

La importancia practica del alimento vivo, representado principalmente por el fitoplancton
(microalgas) y el zooplancton, radica en que son mejor consumidos por ser el alimento que
tienen disponible en el medio natural la mayoria de bivalvos, crustaceos y peces en estadios
tempranos de desarrollo (Lazo, 2000). Por este motivo, se han realizado estudios detallados
sobre el valor nutricio de un gran nimero de especies de microalgas, tanto para larvas de
bivalvos (Lavens & Sorgeloos, 1999) como para sus juveniles y reproductores de peces
(Hamre, 2006; Lavens & Sorgeloos, 1999), y para algunas especies de zooplancton (Aman
& Altaff, 2004; Aratjo & Souza, 2005; Hopp & Maier, 2005).

Se han probado una diversidad de dietas vivas para el cultivo de peces marinos, entre las
que destacan los rotiferos, las artemias y los copépodos (Lavens y Sorgeloos, 1999; Lazo,
2000). Estos ultimos han mostrado buenos resultados al suministrarlos como alimento vivo,
pero la falta de informacioén sobre su cultivo ha hecho que su uso en acuacultura sea
esporadico (Stettrup, 2000).

Se ha comprobado que el buen resultado obtenido al emplear artemias, rotiferos y
organismos vivos como alimento en larvicultura estd relacionado directamente con la
presencia de ciertos componentes bioquimicos considerados esenciales, entre los que
destacan ciertos acidos grasos de cadena larga (FAO, 2006; Kraul, 1989; Tucker, 1998)

En vista de que por definicion no pueden ser sintetizados, los acidos grasos esenciales
presentes en la dieta determinan su presencia y concentracion en el consumidor. La

importancia de estos compuestos para los copépodos y para las larvas de peces que se



alimentan de éstos es conocida, pero no se encontraron referencias directas para los
copépodos calanoides del Golfo de California, los cuales presentan un gran potencial para
su uso en acuacultura al usarlos de forma independiente o conjunta con otras especies de
zooplancton como artemias o rotiferos, que en casos particulares han dado problemas por
tener una disponibilidad limitada y fluctuante, un pobre perfil de acidos grasos y

dificultades de cultivo. (Payne & Rippingale, 2001; Schipp, 2006; Stettrup, 2000).



1.2. Antecedentes

Diversos estudios han demostrado la viabilidad de los copépodos como alimento vivo para
larvas de peces y crustidceos. Al suministrar dietas en las que se incluyen copépodos como
alimento vivo se ha visto un mayor porcentaje de supervivencia y crecimiento que en
aquellas donde so6lo se proporcionan nauplios de Artemia o rotiferos. Esto se debe a
diversas caracteristicas que convierten al copépodo en un alimento superior, entre las que
destaca su digestibilidad, tamaio reducido, pues algunas especies de copépodo ha mostrado
ser lo suficientemente pequefias para ser consumidas por las larvas de peces, que en
condiciones Optimas necesitan un alimento que sea 0.4 a 0.6 veces el ancho de la boca
(Knights, 1983; Dabrowski y Bardega, 1984), algunos son fuentes natuales de antioxidantes
tales como astaxantina y vitaminas (Van-Nieuwerburgh, 2004; Lotocka & Styczinska-
Juerwickz, 2001; McKinnon et.al. 2003), movimiento natatorio adecuado que se ha
sugerido como un estimulo para la induccién de la conducta predatoria de las larvas de
peces (McKinnon et.al. 2003; Sargent et.al. 1999; Stettrup, 2000), composicién nutricional
superior (Drillet et.al., 2006 Evjemo, et.al., 2003; Schipp, 2006), pues se ha reportado que
estos organismos son ricos en lipidos, aminoacidos y 4cidos grasos esenciales.

Estas caracteristicas propias de los copépodos pueden llegar a promover una mayor
supervivencia larvaria (Shields et al., 1999), altas tasas de crecimiento (Stettrup & Norsker,
1997), mejor pigmentacion (Spenelli, 1979; Stettrup et al., 1998), un mejor desarrollo del
sistema digestivo (Luizi et al., 1999) y servir como una fuente exdgena de enzimas
(Munilla-Moran et al., 1990).

Los copépodos representan el grupo mas grande y diverso de crustiaceos. Se les encuentra
habitando aguas oceédnicas y continentales a diversas profundidades, desde aguas
superficiales hasta substratos subacudticos, cuevas, cenotes, habitats semiterrestres, plantas
e incluso en relaciones simbidticas o parasitarias con otros organismos. Actualmente se
conocen alrededor de 14000 especies, 2300 géneros y 210 familias, cifras probablemente
subestimadas.

En vista de las ventajas que proveen los copépodos al ser usados como alimento vivo,
numerosos estudios se han enfocado a estudiar una diversidad de especies con el fin de

desarrollar tecnologias de cultivo eficientes.



Entre los componentes de las dietas, se reconoce que existen varios compuestos esenciales,
que por definicién son los nutrimentos que deben ser necesariamente adquiridos con el
alimento, ya que no pueden ser sintetizados por el organismo consumidor. Entre éstos se
encuentran las vitaminas, algunos aminoacidos y varios acidos grasos insaturados de
cadena larga (Kleppel, 1993; Lazo, 2000).

De acuerdo a la literatura sobre los requerimientos de acidos grasos de los estadios larvarios
de peces, los mas importantes son los poliinsaturados de cadena larga C20 y C22: n3 y n6
(Sargent et al. 1997). En particular, su crecimiento es estimulado por el acido
docosahexaenoico C22:6 n3 (DHA) y esta respuesta se incrementa cuando la dieta larvaria
contiene también el acido eicosapentaecnoico (EPA) C20:5 n-3 (Sargent et al. 1997).
Ademas, el acido araquidonico (ARA) C20:4 n-6 también es importante, ya que su
presencia en la dieta de peces marinos facilita los procesos de pigmentacioén y es precursor
de eicosanoides (Bell et. al., 2003).

La microalga Isochrysis sp. se considera entre las mejores fuentes de DHA, pero tiene un
bajo contenido de EPA y no contiene ARA. Por el contrario, C. muelleri es pobre en DHA,
pero es rico en EPA y en ARA (Pernet et. al., 2003; Renaud et. al., 2002).



1.3. Planteamiento del problema

Es generalmente aceptado que, en la piscicultura marina, los estadios larvarios presentan el
mayor cuello de botella en el desarrollo de la industria y, més especificamente, la nutricion
es considerada uno de las variables mas importantes en la investigacion de los estadios
larvarios de las especies marinas susceptibles de cultivo.

En M¢éxico se han realizado esfuerzos importantes para desarrollar el cultivo de diversas
especies de peces marinos y, al igual que en investigaciones similares realizadas en otras
partes del mundo, se han empleado copépodos como alimento vivo durante la fase larvaria,
mostrando que los copépodos son una alternativa viable para usarse como dieta para peces
marinos durante esta etapa critica de desarrollo (Kraul, 2006; Schipp; 2006; Stettrup, 2006;
Stettrup & Norsker, 1997; Sipauba et.al., 2001; Stettrup et.al., 1998).

Una especie que ha sido estudiada en Baja California Sur para evaluar la viabilidad de su
uso en piscicultura marina es el copépodo calanoide Pseudodiaptomus euryhalinus
(Johnson, 1939), demostrando buenos resultados en las larvas de cabrilla arenera
Paralabrax maculatofasciatus (Alfonso, 1999; Contreras-Olguin et.al., 1997) y pargo
amarillo Lutjanus argentiventris (Muhlia-Melo, 2008), sin embargo alin se sabe muy poco
sobre el valor nutricio de este organismo y de su alimento (Payan-Aguirre, 1994; Osorio-
Galindo, 1998).

Dado que el valor nutricional de los copépodos usados como alimento vivo en acuicultura
puede verse afectado en funcion del alimento que se le suministre, seria importante
verificar si la composicion bioquimica y por lo tanto el valor dietético de Pseudodiaptomus
euryhalinus puede cambiar si se cultiva con dos especies de microalgas con diferentes

contenidos de acidos grasos esenciales.



1.4. HipGtesis

La composicion bioquimica de la dieta se refleja en la composicion del organismo que la
consume, por lo tanto: al alimentar al copépodo Pseudodiaptomus euryhalinus con las
microalgas Chaetoceros calcitrans e Isochrysis galbana, la composicion bioquimica en
proteinas, carbohidratos, lipidos totales y el contenido de acidos grasos de este organismo

se modificard en relacion con la de la dieta que se le suministre.



1.5. Objetivo general

Evaluar el valor nutricio, expresado en la composicion de proteinas, carbohidratos y lipidos
totales y el contenido de acidos grasos, de cuatro etapas de crecimiento del copépodo
calanoide Pseudodiaptomus euryhalinus, alimentado con las microalgas Chaetoceros
calcitrans e Isochrysis galbana en dos dietas monoalgales y una mixta en condiciones de

laboratorio.

1.5.1. Objetivos particulares

- Determinar la composicion de proteinas, carbohidratos y lipidos totales y el contenido de

acidos grasos de las microalgas Chaetoceros calcitrans e Isochrysis galbana.

- Determinar la composicion de proteinas, carbohidratos y lipidos totales y el contenido de
acidos grasos del copépodo Pseudodiaptomus euryhalinus alimentado con las microalgas

Chaetoceros calcitrans e Isochrysis galbana en dos dietas monoalgales y una mixta.

- Establecer las diferencias en la composicion nutricia de cuatro etapas de desarrollo del

copépodo Pseudodiaptomus euryhalinus alimentado con las tres dietas microalgales.
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Il. Materiales y métodos

Todos los experimentos se llevaron a cabo en las instalaciones del Centro de
Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR), ubicado en La Paz, BCS.

El cultivo de microalgas se realizd en el laboratorio de microalgas del CIBNOR, y los
cultivos de copépodos en la Sala Himeda de Bioensayos del edificio O, en la misma
institucion. Ambas salas cuentan con lineas de distribucion de aire comprimido, de agua
dulce y de agua de mar, equipos de aire acondicionado para el control de la temperatura y
con los recipientes, insumos y reactivos necesarios para la produccion de alimento vivo y el
mantenimiento de los cultivos experimentales. La metodologia de cultivo se describe con

detalle a continuacion.

11.1. Cultivo de microalgas

Se utilizaron dos especies de microalgas seleccionadas como dietas basicas para los
cultivos de copépodos, las cuales se obtuvieron de la coleccion de microalgas del CIBNOR.
Estas fueron la diatomea céntrica unicelular Chaetoceros calcitrans y la Prymnesiophyceae
flagelada Isochrysis galbana.

Para las dos especies los cultivos fueron de tipo “batch” (estatico), se realizaron cosechas
totales cuando las microalgas se encontraban en la fase de crecimiento exponencial. Se
mantuvieron de tres a cuatro series de cultivos en bolsas de plastico transparente de 30 a 40
litros; el medio de cultivo se prepard con base en la formulacion original para el medio F
(Guillard y Ryther, 1962), pero se adicioné una concentracion de metasilicatos doble de la
especificada en el caso de la diatomea Chaetoceros calcitrans y este nutriente fue omitido
para Isochrysis galbana. Se hizo una siembra y una cosecha escalonada, de modo que
siempre se alimentd con microalgas de calidad similar en concentracion y composicion
bioquimica.

La produccion diaria de microalgas se estim6 mediante conteos directos al microscopio en
camara de Neubauer, los cuales sirvieron para calcular las raciones de alimento para los

copépodos, de acuerdo al peso organico de cada microalga.
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11.2. Cultivo de copépodos

Los copépodos que se utilizaron como progenitores, fueron colectados en los estanques
supralitorales del CIBNOR mediante arrastre con una malla de plancton de 150 um durante
el mes de Enero de 2006. La muestra colectada se llevo a la sala himeda de bioensayos
donde se extrajeron varias parejas de adultos de Pseudodiaptomus euryhalinus con la ayuda
de un microscopio estereoscopico y una pipeta Pasteur. Los organismos separados se
colocaron en un matraz Erlenmeyer con capacidad de 1000 mL con agua de mar filtrada a
2um a temperatura de 28° C, salinidad de 35 UPS y aireacion constante por burbujeo. Los
cultivos se desdoblaron progresivamente hasta llevarlos a tanques cilindricos de fibra de
vidrio y con fondo plano, con un volumen util de 88 litros. Para mantener una calidad de
agua adecuada en los cultivos, se hicieron recambios totales de agua cada dos dias y sifoneo
para eliminar las heces. Diariamente se adiciond una cantidad de alimento ad libitum a los
organismos de cada acuario en los tres tratamientos, suministrado en una porcidon Unica
cada 24 horas. Los recambios se hicieron mediante un sistema de flujo, empleando agua
filtrada a 5 um, se aplicé aireacion a cada tanque y la temperatura se mantuvo controlada
mediante un equipo de aire acondicionado. Se tomaron muestras de los copépodos para los

analisis bioquimicos y para hacer el seguimiento del comportamiento poblacional.

11.3. Disefio experimental

Los cultivos se realizaron en 12 tanques cilindricos de fibra de vidrio con capacidad util de
88 litros c/u, con recambio total de agua filtrada a 5 um cada dos dias mediante flujo
continuo. Los copépodos se alimentaron ad libitum cada 24 horas con las dietas
establecidas Chaetoceros calcitrans, Isochrysis galbana y la mezcla en partes iguales de
estas dos microalgas (respecto a su biomasa organica); las raciones suministradas fueron
calculadas de acuerdo a las tasas de consumo previamente determinadas. Diariamente se

elimino la materia organica que precipita al fondo de cada tanque mediante sifoneo.
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En todas las repeticiones se realizdo de forma homogénea el mantenimiento rutinario de los
tanques, el suministro de alimento y las condiciones ambientales para los cultivos, esto para
evitar posibles variaciones en los muestreos y en los andlisis bioquimicos que fueran
derivadas de modificaciones en otros factores ajenos a las dietas.

Los dietas o tratamientos suministrados como alimento para el copépodo Pseudodiaptomus
euryhalinus fueron las siguientes:

Chaetoceros calcitrans (Tratamiento 1 = T1), Isochrysis galbana (Tratamiento 2 = T2) y la
mezcla de estas dos microalgas en partes iguales (Tratamiento 3 = T3), con cuatro

repeticiones de cada uno.

11.4. Muestreo poblacional

Para comprobar la estabilidad y eficacia del sistema de cultivo propuesto, asi como la
variacion en la proporcion de tallas entre los tratamientos se realizaron muestreos
poblacionales cada 24 horas durante 27 dias. Se tomaron muestras de 500ml por triplicado
de cada tanque, de cada tratamiento, homogenizando previamente el cultivo y
posteriormente se separaron los organismos mediante tamizado de las muestras en orden
descendente de 300u, 200u, 100p y 50u de luz de malla. Se conté el nimero total de
organismos retenidos en cada tamiz, con lo cual se determinaron las variaciones temporales
en la proporcion de tallas, la densidad de organismos en cada acuario, y en el momento en
que se presentd la mayor densidad de organismos junto con la proporcion mas homogénea
posible de tallas, se procedidé a cosechar la totalidad de los organismos en cultivo, para

utilizarlos en la evaluacion del perfil nutricional por tratamientos.

I1.5. Procesamiento y analisis de las muestras

Antes de realizar los muestreos poblacionales se estim6 el peso seco total y el peso
organico de los copépodos y microalgas mediante una técnica gravimétrica. Los copépodos
de las cuatro tallas muestreados al final de los experimentos mediante los diferentes
tamices, se enjuagaron con formiato de amonio para eliminar el exceso de sales, se

colectaron con una espatula y se guardaron en tubos Eppendorf a -70 °C. Posteriormente las
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muestras ultracongeladas se liofilizaron para usarlas en los andlisis para estimar acidos

grasos y proteinas, carbohidratos y lipidos totales.

11.5.1. Biomasa y anélisis proximales

Para estos andlisis, se filtraron volimenes y concentraciones conocidos de cada cultivo
(microalgas y copépodos), en quintuplicado en cada caso, separando los copépodos por
tallas con tamices para cada tratamiento, de acuerdo a los intervalos de tamafio establecidos
(50pm , 100pm , 200pum y 300pum).

Se usaron filtros de fibra de vidrio Whatman GF-C de 25 mm de diametro para cuantificar
la biomasa, tanto de microalgas como de copépodos. Los filtros fueron prelavados,
calcinados a 450 °C durante un minimo de 4 horas y pesados hasta obtener peso constante,
comprobado con un minimo de dos pesadas sucesivas a intervalos de 24 horas entre pesada
y pesada, usando una balanza analitica.

Las muestras se secaron durante por lo menos 48 horas en una estufa convencional a 60-65
°C y se pesaron hasta verificar que el peso fuera constante, para luego incinerarlas a 450 °C
durante 14-20 horas y asi obtener el peso inorganico de cada muestra y calcular por
diferencia entre estos valores la cantidad de biomasa organica presente en los cultivos
(Sorokin, 1973).

Para determinar la composicion proximal de las muestras liofilizadas se emplearon las
técnicas tradicionales de Bradford (1976) para proteinas, de Roe et al. (1961) para
carbohidratos y de Bligh & Dyer (1959) para lipidos y después se verificaron las curvas de
calibracion usando soluciones de concentracion conocida de albiimina de suero de bovino,
de glucosa anhidra y de triglicéridos, respectivamente Todos los resultados fueron

estimados respecto al porcentaje de biomasa organica de las muestras liofilizadas.

11.5.2. Acidos grasos
Para el analisis de 4cidos grasos de las microalgas y de los copépodos sometidos a los

diferentes tratamientos, se emplearon 5 mg de biomasa liofilizada y se analizaron por
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cuadruplicado. Se realiz6 una extraccion de lipidos totales con una adaptacion del método
descrito por Bligh y Dyer (1959). Los lipidos en las muestras se extrajeron con una mezcla
2:1 de metanol-cloroformo y se dejaron incubando a 4°C durante 24 horas protegidos de la
luz, para favorecer la extraccion completa de los lipidos. Después se centrifugaron a 4000
rpm por 20 min a 10° C, se agregd agua destilada al extracto resultante y se centrifugd de
nuevo (4000 rpm, 20 min, 10° C). Luego de recuperar la fraccion lipido-cloroformo se
evapor6 la muestra con flujo continuo de gas nitrogeno y los lipidos sedimentados se
resuspendieron en un volumen conocido de cloroformo para luego destinar una fraccion de
éstos a la cuantificacion de lipidos totales usando el método de Marsh & Weinstein (1996).
Con la muestra restante se realizd la derivatizacion de la fraccion de lipidos neutros y
polares sometiéndolos a metandlisis 4acida adicionando una mezcla al 5% (v:v) de
HCI:CH;OH. Después de 2.5 horas de este tratamiento en bafio maria a 85°C (Sato y
Murata, 1988), los metil-ésteres derivados de esta reaccion se extrajeron con hexano grado
plaguicida y 250 pL del extracto se colocaron en viales para ser analizados por
cromatografia de gases.

La determinacion de la concentracion y la identificacion de los 4cidos grasos metil
esterificados se realizd con un cromatografo de gases-masas Hewlett Packarad G1800B
equipado con un puerto de inyeccidon y una columna capilar de silice (omega wax TM 250
Supelco) cubierta en su interior por polietilenglicol, con una longitud de 60 m, 0.25 mm de
diametro interno y 0.25 pum de espesor de pelicula. Se us6 un flujo de 1.0 ml'min™ de Helio
con grado de pureza de 99.99% como gas transportador. El método empleado se registrd
con la clave BPX70MOD, con temperatura inicial de 110° C por 3.3min, posterior
incremento de 110° C a 165 °C a una tasa de 30 °C/min, donde permanecié por 2min,
incremento de 165 °C a 210 °C a una tasa de 10 °C/min donde permanecidé por 2min, y un
tercer y ultimo incremento de 210 °C a 240 °C a una tasa de 3 °C/min con permanencia de
10min. La temperatura del inyector y del detector fue de 250 °C en ambos casos y el
volumen de inyeccion fue de 1 pl.

Los acidos grasos presentes en la muestra se identificaron mediante la comparacion de sus
espectros de masas y tiempos de retencion con los reportados para una lista conocida de 35

estandares y la comparacion con las bases de datos NIST 2000, NIST 98 y NBK575K,
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cargadas en el programa GCD Plus ChemStation, G1074B Version A.01.00.
Posteriormente, con base en su concentracion y en el volumen de extracto, se calcul6 el
contenido de cada uno de estos compuestos en pg'mg’ de biomasa y en porcentaje con

respecto al contenido total de 4cidos grasos.

11.6. Procesamiento y analisis de resultados

Los datos porcentuales de proteinas carbohidratos, lipidos y acidos grasos evaluados en
todas las tallas y tratamientos fueron transformados a arcoseno mediante la foérmula
x '=arcsin(Vx/100) para asegurar su normalidad mediante la reduccion de la heterogeneidad
de las viarianzas (Zar, 1999).

Los pesos y los porcentajes de los tres componentes organicos (proteinas, carbohidratos y
lipidos totales), asi como los porcentajes de los &cidos grasos de los copépodos se
compararon entre tratamientos mediante pruebas de ANOVA de una via, después de
verificar que se cumplieran los supuestos de normalidad y de homogeneidad de varianzas
mediante las respectivas pruebas de Kolmogorov-Smirnov y de Levin. En caso de que estos
supuestos no se cumplieran, se procedid a comparar las medias con la equivalente prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis (Zar, 1999).

Para los datos de pesos, componentes organicos (proteinas, carbohidratos y lipidos totales)
y acidos grasos de las dos microalgas, asi como para aquellas muestras de copépodos en las
que solo existieran dos muestras para comparar, se encontraron las posibles diferencias
significativas mediante una prueba t-Student para muestras independientes, a=0.05, esto
luego de verificar que se cumplieran los supuestos de normalidad e igualdad de varianzas
mediante las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y de Levin.

Cuando las diferencias fueron significativas, las comparaciones de medias se realizaron
entre las muestras y tratamientos mediante una prueba a posteriori de Tukey (P < 0.05)

(Zar, 1999).
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I11. Resultados

I11.1. Muestreos poblacionales de copépodos

Los resultados de las poblaciones de copépodos muestran que en todos los tratamientos los
organismos tuvieron fluctuaciones caracteristicas de las poblaciones de plancton, con
periodos de duracion semanal.

En la figura 1 se observa que la concentraciéon promedio de organismos encontrada a lo
largo del periodo de muestreo (27 dias) fue similar entre los tres tratamientos, mostrando
los menores valores en el T2 con 785+£327 cop/dia, un dato intermedio de 893+290 cop/dia

parael T1y de 1136+406 cop/dia para el T3.
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Figura 1. Variacion en el nimero promedio de copépodos Pseudodiaptomus euryhalinus de
todas las tallas producidos durante el periodo de muestreo en cada uno de los tres tratamientos
evaluados. Chaetoceros calcitrans (Tratamiento 1 = T1), Isochrysis galbana (Tratamiento 2 =
T2) y la mezcla de estas dos microalgas en partes iguales (Tratamiento 3 = T3).

Durante todo el periodo esta concentracion varia de forma ciclica. Para T1 y T3 se pueden
observar dos incrementos en la concentracion de organismos, el primero ocurre casi al
mismo tiempo entre los dias 6 y 8 de muestreo y el segundo periodo bien marcado
encuentra los mayores valores de concentracion aproximadamente entre los dias 12 y 18
para los mismos tratamientos. Sin embargo, éstos tratamientos, a partir del dia 19 presentan
un comportamiento distinto, el T1 aumenta y el T3 disminuye y ambos se estabilizan en un

rango similar al final del periodo de muestreo. Con relacion al tratamiento T2 la poblacion
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presenta un comportamiento de tres periodos, uno en el que se observa un bajo numero de
organismos hasta el dia 10, el segundo periodo se inicia el dia 11 de donde se incrementa
paulatinamente hasta alcanzar un méximo los dias 16 y 17, luego disminuye hasta el dia 19
para iniciar el tercer periodo alcanzando un méaximo los dias 22 a 23.

Las figuras 2, 3, 4 y 5 muestran en detalle la variacion en la concentracion de organismos
registrada diariamente en los intervalos de talla de 50-100, 100-200, 200-300 y 300um o

mas respectivamente.
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Figura 2. Variacion en el numero promedio de copépodos Pseudodiaptomus euryhalinus

comprendidos en el intervalo de talla de 50-100um para cada uno de los tres tratamientos
evaluados (T1, T2 y T3).

En el intervalo de talla de 50-100um (Figura 2) también se presenta un comportamiento
ciclico de tres periodos. El primero con maximos el dia 7, el segundo con méximos los dias
15 y 16 a excepcion del tratamiento T3 que presenta un pico anterior el dia 12 y el tercer
periodo con méximos el dia 23 a excepcion del tratamiento T1 que disminuyd. Se observa
un predominio del tratamiento T3 a partir del segundo ciclo hasta el final del periodo de
muestreo. En general se observa que los tratamientos T3 y T2 mantienen a partir del

segundo ciclo los mejores niveles poblacionales.
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Figura 3. Variacion en el ntimero promedio de copépodos Pseudodiaptomus euryhalinus

comprendidos en el intervalo de talla de 100-200um para cada uno de los tres tratamientos
evaluados (T1, T2 y T3).

En el intervalo de talla 100-200um (Figura 3) se observo una mucho mayor produccion de
organismos respecto a los demas intervalos de talla en todos los tratamientos, con valores
promedio de 507+230(T1), 466+233(T2) y 697+333 cop/dia (T3).

También se observaron coincidencias con los otros tres intervalos en los incrementos del
numero de organismos entre los tratamientos, durante el dia 7 para los tratamientos T1 y T3
y durante el transcurso de los dias 15 al 17 para los tres tratamientos. Después del dia 17 se
observa un decremento con variaciones ligeras en cuanto al nimero de organismos de las

poblaciones en todos los tratamientos hasta el final de los muestreos.
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Dias de cultivo

Figura 4. Variacion en el numero promedio de copépodos Pseudodiaptomus euryhalinus

comprendidos en el intervalo de talla de 200-300um para cada uno de los tres tratamientos
evaluados (T1, T2 y T3).
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La figura 4 muestra un intervalo del numero promedio de individuos considerablemente
menor al de las tallas de 100 a 200um. Se observa un comportamiento muy parecido entre
las poblaciones de los tratamientos T1 y T3, los cuales inician y se mantienen con una
concentracion muy similar entre si desde el primer dia de los muestreos hasta el dia 18, a
partir de ese dia se observa una divergencia muy marcada entre estos dos tratamientos, la
cual se va reduciendo hacia el final del periodo de muestreo y termina con concentraciones
muy similares entre los tres tratamientos, especialmente entre los dias 25, 26 y 27. En este
intervalo de talla se distinguen nuevamente tres despuntes en la produccion de organismos,
aunque en éstos no coinciden todos los tratamientos a la vez. El primer pico se encuentra en
el dia 7, el segundo pico entre los dias 13 y 17 donde coinciden los tratamientos T1 y T3 y
el tercer pico se observa entre los tratamientos T2 y T3 donde coinciden nuevamente

durante el dia 22.
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Figura 5. Variacion en el ntimero promedio de copépodos Pseudodiaptomus euryhalinus

comprendidos en el intervalo de talla de 300um o mas para cada uno de los tres tratamientos
evaluados (T1, T2 y T3).

En el caso de los copépodos adultos, la figura 5 muestra que el intervalo del ntimero
promedio de organismos disminuye considerablemente con respecto a los de tallas
menores. A partir del dia 7 se observa un predominio del tratamiento T3 sobre los otros dos
tratamientos, sin embargo el tratamiento T2 presenta un incremento similar al del

tratamiento T3 al final del periodo de muestreo entre el 21 y 26 dias.
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111.2. Composicion bioquimica
111.2.1. Proteinas, Carbohidratos y Lipidos Totales

111.2.1.1. Microalgas

Las microalgas mostraron diferencias significativas entre si en todos sus pesos, con valores
de peso seco unitario de 45.55 y 23.54 pg-cél” y de peso organico unitario de 33.74 pg-cél’
y de 21.63 pg-cél’ para C. calcitrans e I. galbana, mostrando que las células de C.

calcitrans tienen un mayor peso celular que I. galbana. (Tabla 1).

Tabla 1. Valores medio y desviacion estandar entre paréntesis del peso seco total y organico
unitario (PSU y POU, en pg-cél-1) y contenido de proteinas, carbohidratos y lipidos (P, Cy L,
en % de POU) en los cultivos de Chaetoceros calcitrans (CH) e Isochrysis galbana (IS). Las
letras iguales indican ausencia de diferencias significativas y las letras diferentes indican
presencia de diferencias significativas (Prueba t para muestras independientes, a=0.05). n=4. n:
numero de réplicas.

PSU pg/cel POU pg/cel P (%) C (%) L (%)

CH 45.55 33.74* 23.45° 3.54° 15.75°%
(2.43) (2.98) (1.75) (0.42) (2.99)

S 23.54° 21.63° 31.82° 4.55% 35.71°
(0.73) (0.40) (6.49) (0.64) (2.51)

La composicién proximal también mostrd diferencias significativas entre las microalgas,
pero solo para los datos de proteinas y lipidos totales, mostrando que |. galbana presenta
porcentajes mayores de proteinas y lipidos que C. calcitrans.

Los resultados de peso de microalgas muestran diferencias importantes entre las dos
especies suministradas como alimento a P. euryhalinus, sin embargo, las raciones de
alimento suministradas a los copépodos de los tres tratamientos fueron suministradas ad
libitum, considerando la poca informacién que se ha generado hasta el momento sobre las
estrategias alimenticias que presenta este organismo y el complejo comportamiento que se
ha reportado para el grupo de copépodos calanoides, los cuales seleccionan su alimento en

base al tamano de particula, estimulos visuales y quimicos entre otros (Kleppel, 1993).
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111.2.1.2. Copépodos

PESO SECO Y PESO ORGANICO (Tabla 2)

TALLA 50-100um: los mayores valores de peso se presentaron en el tratamiento T1 y los
menores en el tratamiento T3. La fraccion organica de los nauplios se encontrd el mayor
peso unitario en el tratamiento T2, el menor fue para el tratamiento T3. Los analisis
estadisticos no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos T1 y T2, pero el

Tratamiento T3 fue menor (P<0.05).

TALLA 100-200pum: Los mayores valores de peso se presentaron en el tratamiento T2 y los
menores en el tratamiento T1. La fraccion organica de los tres tratamientos mostrard la
mismas tendencia que en el peso seco unitario y los analisis estadisticos mostraron que el

tratamiento T2 fue el unico diferente (P<0.05).

TALLA 200-300um: se encontraron las mismas tendencias que en el intervalo de talla 100-
200um, donde los tratamientos T2 y T1 obtuvieron los valores mas alto y mas bajo
respectivamente. A diferencia de los dos intervalos de talla anteriores, no se observd

diferencia significativa entre los pesos de los tres tratamientos (P>0.05).

TALLA 300um o mas: se encontraron las mismas tendencias que en el primer intervalo de
talla de 50-100um, presentando los tratamientos T1 y T3 los valores mas alto y mas bajo

respectivamente. Al igual que el intervalo de talla 200-300um, no hubo diferencia

significativa entre los pesos de los tres tratamientos (P>0.05).
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Tabla 2. Valores medios y desviacion estandar entre paréntesis de los pesos secos y pesos
organicos unitarios (PSU y POU, en pg/org) de Pseudodiaptomus euryhalinus retenidos en las
mallas de 50, 100, 200 y 300um con las diferentes dietas T1, T2 y T3. Letras iguales indican
ausencia de diferencias significativas y las letras diferentes indican presencia de diferencias
significativas entre tratamientos (ANOVA de una via, 0=0.05). n=4. n: nimero de réplicas.

PSU ug/org POU pgl/org
T1 T2 T3 T1 T2 T3
- 1.03° 0.90° 0.26 1.08° 1.09° 0.28?
(0.30) (0.15) (0.07) (0.26) (0.20) (0.08)
100 0.33% 0.99° 0.60? 0.33° 1.00° 0.59°
(0.02) (0.15) (0.12) (0.04) (0.13) (0.12)
200 2.07° 2.46° 2.30° 1.83% 2.17° 2.120
0.21) (0.18) (0.18) (0.20) (0.15) (0.17)
300 7.33% 6.93% 6.78% 6.45% 6.26° 6.04%
(2.08) (0.80) (0.39) (1.51) (0.97) (0.43)

COMPOSICION BIOQUIMICA (Tabla 3)

TALLA 50-100pum: Los mayores porcentajes de lipidos (7.66%) y carbohidratos (4.03%) se
encontraron en los copépodos alimentados con C. calcitrans (T1), los cuales también
reportaron la concentracion mas baja de proteinas (29.16%). Los valores mas altos de
proteinas (43.11%) correspondieron con el tratamiento T3, en el cual también se
presentaron los porcentajes mas bajos de carbohidratos (2.98%) y lipidos (4.42%), con
valores intermedios para el tratamiento T2. La concentracion de proteinas de los copépodos
alimentados con C. calcitrans (T1) fue significativamente menor respecto a las otras dos
dietas, y los valores obtenidos para carbohidratos y lipidos los tratamientos T1 y T3 fueron
significativamente diferentes entre si, pero el T2 no mostr6 diferencias respecto a los otros

dos tratamientos.

TALLA 100-200um: Los mayores porcentajes de proteinas (46.83%) y lipidos (8.87%) se
encontraron en los copépodos alimentados con C. calcitrans (T1) e I. galbana (T2), en

cambio las concentraciones mas bajas se encontraron en los copépodos alimentados con la
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mezcla de las dos microalgas (T3). Este mismo tratamiento (T3) fue el que presentd las
mayor contenido de carbohidratos (2.97%) contrapuesto con lo observado en el tratamiento
T1, en el que se encontraron los valores mas bajos (2.70%). No hubo diferencia

significativa entre los tratamientos de ninguno de los grupos de macromoléculas.

TALLA 200-300um: Los mayores porcentajes de proteinas (62.52%) se encontraron en los
copépodos alimentados con la mezcla de las dos microalgas (T3), los cuales también
reportaron las valores mas bajos de lipidos (5.71%). En los copépodos alimentados con I.
galbana (T2) se detectdé la mayor concentracion de lipidos (9.32%) y carbohidratos
(2.94%), mientras que las mas bajas se encontraron en los copépodos alimentados con la
mezcla de las dos microalgas (T3). Los analisis estadisticos no mostraron diferencias
significativas entre los tres tratamientos en cuanto a la concentracion de proteinas y
carbohidratos totales, pero en el caso de los lipidos totales el Unico tratamiento
significativamente diferente respecto a los otros dos fue en el que se suministrd la mezcla

de las dos microalgas (T3).

TALLA 300um o mas: Los mayores porcentajes de proteinas (34.80%) se encontraron en
los copépodos alimentados con C. calcitrans (T1), y pese a que los valores mas bajos de
proteinas (28.13%) se encontraron en los copépodos alimentados con I. galbana (T2), en
este tratamiento también se observaron los mayores porcentajes tanto de carbohidratos
(3.19%) como de lipidos (8.87%).Al igual que en el intervalo de talla anterior (200-
300um), no hubo diferencia significativa entre los tres tratamientos en la concentracion de
proteinas y carbohidratos totales, pero en el caso de los lipidos totales el tnico tratamiento
diferente (P<0.05) respecto a los otros dos fue en el que se suministrd la mezcla de las dos

microalgas (T3).
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Tabla 3. Composicion de proteinas (P), carbohidratos (C) y lipidos (L) del copépodo
Pseudodiaptomus euryhalinus alimentado con tres dietas T1, T2 y T3. Se reportan los valores
encontrados para los organismos retenidos en las mallas de 50, 100, 200 y 300um para cada
tratamiento. Las letras iguales indican ausencia de diferencias significativas y las letras
diferentes indican presencia de diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA de una
via, a=0.05). Datos expresados como promedio de las réplicas y su desviacion estandar entre
paréntesis, n=4. n: nimero de réplicas.

P (%) C (%) L (%)
T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
29.16° 37.27° 43.11°  4.03° 3.43%® 298 7.66° 6.57°  4.42°

50
(3.43) (3.64) (4.34)  (0.84) (0.52) (0.07)  (0.77) (1.15) (1.93)
oo 4683 4493 4019° 270 294 297 722 B8R 690°
(11.64) (9.70) (7.10)  (0.49) (0.36) (0.25)  (0.61) (1.04) (2.82)
oo 780 4822% 6252° 288" 294 286" 9.00° 932" 5.71°
(14.99) (12.41) (12.11)  (0.14) (0.22) (0.12)  (0.69) (1.64) (0.90)
sgp 480 2813 3451 264 3190 278 775 8.87°  6.20°

(12.55) (5.67) (4.70)  (0.11) (0.47) (0.32)  (0.59) (1.24) (0.28)
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111.2.2. Acidos grasos

111.2.2.1. Microalgas

Las microalgas empleadas en este estudio fueron seleccionadas debido a sus marcadas
diferencias en cuanto a tamafo, morfologia, capacidad motriz, relacion entre contenido
organico e inorganico, composicion bioquimica y, en particular, su composicion de acidos
grasos poliinsaturados mayores como el acido araquidénico (20:4n-6, ARA), &cido
eicosapentaenoico (20:5n-3, EPA) y acido docosahexaenoico (22:6n-3, DHA).

En la tabla 4 se describe con detalle la composicion de acidos grasos, expresada como
porcentaje del total de acidos grasos, encontrados en las microalgas Chaetoceros calcitrans
e Isochrysis galbana.

C. calcitrans se caracteriz6 por la predominancia de los acidos grasos 14:0, 16:1n-7, 16:3 y
20:5n-3 (EPA), los cuales consituyeron el 76.15% de los acidos grasos reportados, en
cambio |. galbana presentd una composicion sustancialmente diferente, mostrando una
predominancia de los acidos grasos 14:0, 18:1n-9c, 18:2n-6¢, 18:3n-3, 18:4n-3 y 22:6n-3
(DHA) que juntos comprendieron el 80.58% del total de acidos grasos.

La relacion ARA/DHA presentd mayores valores en C. calcitrans (1.40) que en I. galbana
(0.01) y esta tendencia se invirtid cuando se compard6 la relacion DHA/EPA, encontrandose
valores de 0.10 y 60.23. La relacion n-3/n-6 mostr6 mayores valores en |. galbana (4.68)
que en C. calcitrans (3.29), y esta primera microalga, en términos generales, también fue
superior en cuanto al contenido total de HUFA's, PUFA’s y acidos grasos de las series n-3

y n-6 (Tabla 4).



26

Tabla 4. Valores medios de los porcentajes de acidos grasos relativos al total de acidos grasos,
para las microalgas Chaetoceros calcitrans e Isochrysis galbana, empleadas como dietas para
Pseudodiaptomus euryhalinus. Espacios en blanco indican ausencia del acido graso
correspondiente para esa microalga. Las letras iguales indican ausencia de diferencias
significativas y las letras diferentes indican presencia de diferencias significativas (Prueba t-
Student para muestras independientes, a=0.05). La desviacion estandar fue omitida para dar
claridad a los datos. n=4. n: nimero de réplicas.

Chaetoceros Isochrysis

calcitrans galbana

14:0 8.73° 13.02°
14:0iso - 0.31
14:1 - 0.19
15:0 0.45° 0.32°
16:0 3.73° 7.60°
16:1 n9 - 0.13
16:1 n7 30.27° 3.82°
16:2 n6 3.48° 0.20°
16:2 n4 3.93% 0.45°
16:3 10.09° 0.19°
16:4 0.97 -
18:0 0.55° 0.14°
18:1 n9c 0.63° 8.00°
18:1 n7 0.67° 1.10°
18:2 n6c 1.25° 10.16°
18:3n6 0.64* 0.59*
18:3 n3 0.54° 10.65°
18:4 n3 - 19.19
20:0 - 0.12
18:5 - 0.99
20:3n6 - 0.10
20:4 n6 3.86" 0.11°
20:5n3 27.06° 0.32°
22:3 - 2.54
24:0 0.34 -
22:6 n3 2.75° 19.55°
> Saturados 13.80 21.51
> Monoinsaturados 31.57 13.23
Y PUFA 54.57 65.05
Y HUFA 34.65 40.17
yn3 30.36 52.26
>'n6 9.22 11.16
(n-3)/(n-6) 3.29 4.68
ARA/DHA 1.40 0.01

DHA/EPA 0.10 60.23
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111.2.2.2. Copépodos

Los analisis de acidos grasos realizados a los copépodos de los distintos intervalos de tallas
y tratamientos mostraron considerables variaciones tanto en la concentracion como en la
diversidad de estos compuestos. Esto puede ser una causa directa de las marcadas
diferencias en la composicion bioquimica de las dietas, asi como del complejo metabolismo
de lipidos que pueden presentar estos copépodos a lo largo de su desarrollo.

En general, ciertos 4cidos grasos destacaron por su mayor concentracion respecto al total
reportado entre las tallas y tratamientos. Esta tendencia se presentd en los acidos grasos
14:0, 16:0, 16:1n-7, 16:0 tetrametil, 18:0, 18:1n-9¢c, 18:1n-7, 18:2n-6¢, 18:3n-3, 18:4n-3,
20:4n-6, 20:5n-3, 22:3 y 22:6n-3, los cuales presentaron porcentajes entre el 2% y el 42%.
Los copépodos alimentados con la microalga C. calcitrans (T1) presentaron los valores mas
altos de los 4acidos grasos18:1n-7, 20:4n-6 (ARA), 20:5n-3 (EPA), los que fueron
alimentados con |. galbana (T2) fueron mas altos en 14:0, 16:0, 18:1n9¢c, 18:3n-3, 18:4n-3
y 22:3 y los copépodos alimentados con la mezcla de las dos microalgas (T3) mostraron
una mayor concentracion de los acidos grasos 18:0 y 22:6n-3(DHA) respecto a los otros
dos tratamientos. Aunque los analisis estadisticos realizados entre tratamientos mostraron
diferencias significativas entre las concentraciones de varios de los &cidos grasos
mencionados anteriormente, las tendencias descritas se mantuvieron sin variaciones a lo
largo del desarrollo del copépodo P. euryhalinus, en los cuatro intervalos de talla

muestreados (Tabla 5).
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Tabla 5. Valores medios de los porcentajes de acidos grasos relativos al total de acidos grasos, para los organismos de
Pseudodiaptomus euryhalinus retenidos en las mallas de 50, 100, 200 y 300um alimentados con las tres dietas T1, T2 y T3. Espacios
en blanco indican ausencia del acido graso correspondiente. Las letras iguales indican ausencia de diferencias significativas y las letras
diferentes indican presencia de diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA de una via, a=0.05). La desviacion estandar fue
omitida para dar claridad a los datos. n=4. n: nimero de réplicas.

50 100 200 300
T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3

12:0 - - 0.19 - - - - - - - - -

14:0 445  529°  4.64° 6.20° 8.74° 5.16° 7.89* 959 633 6.78° 835" 6.68
14:0 iso 043> 037° 0.18° 0.26° 0.14 0.13° 026 022* 0.21* 041° 025° 025
14:0 anteiso 0.12° - 0.08° 0.08*  0.06* 0.08 - - 0.07 0.10*  0.08* 0.08°
15:0 0.39*  0.73°  0.39 0.34*  037* 0.28" 0.41°  0.44° 036 0.42*  0.50* 0.43
15:0 iso 0.14°  0.11*  0.07* 0.05 - - - - - - 0.08* 0.07°
16:0 11.05* 14.35° 12.36° 10.29° 9.54* 11.27° 8.67° 937° 9.57° 8.69° 945 9220
16:1 n9 0.53*  041* 0.52° 047° 026 0.54° 0.43® 029 0.46° 0.61° 028 048°
16:1 n7 6.50° 3.38° 2.19° 6.13°  8.65° 3.67 15.63° 8.96* 8.19* 13.47°  8.68* 9.89°
16:1 n5 0.24°> 0.19® 0.12° 0.19® 025> 0.13* 026 025 0.25° 045>  026° 0.30°
16:0 iso 0.34° 032° 023 0.25° 0.13* 0.18 0.23*  020*° 0.28 041° 025 036
16:0 anteiso - 0.25°  0.15° 0.45° 0.64° 024 1.03°  0.66° 047 0.85°  0.62* 049
16:0 tetrametil ~ 1.76*  2.46°  1.40° 2,19 3.52¢  1.89° 3.99°  3.41° 3,03 3.01* 275 2.88
16:3 n3 - - - 0.81° 1.15° 0.38 1.82°  1.26° 0.80° 133> 1.18° 0.80°
16:4 - - - - - - 0.19° 0.28° 0.10° 0.13>  0.24° 0.09*
18:0 554 621° 631° 421° 2.76* 5.39° 445°  271* 478 3.23*  3.01* 3.87°
18:1 not 0.22*  0.66° 0.15 0.18*  0.17* 0.25 021*  0.21* 0.60° 0.24*  1.13* 0.33°
18:1 n9c 1.09°  3.12° 1.84° 1400 237° 1.26 1.15* 298" 1.66 0.94*  3.00° 1.53°
18:1 n7 329 2.02° 1.76 221° 146 1.60° 235 149 1.87° 3.17° 1.7 2.40°
18:2 n6e 1122 1.57°  1.00° 141° 2.13¢ 1.11° 1.59°  2.46° 1.51* 145 228 1.57°
18:3 n6 0.25° - 0.17° 0.38%° 0.51° 0.25° 0.43°  0.56° 035 042 0.51° 038
18:3 n3 0.64* 1.50° 0.76° 1.25°  3.02° 1.06* 0.49*  3.70° 1.29° 048  3.02° 1.23°
18:4 n3 0.88° 1.57° 0.75 1.96° 536° 137 099 6.86° 1.95° 0.83* 4.64° 1.71°
20:0 0.44* 085> 0.32° 023® 0.18 0.31° 0.61*°  0.22* 0.44° 021*  0.24* 0.26*
20:1 0.26° - 0.11° 0.20° 0.10* 0.11° 0.24° - 0.15° 0.27°  0.164 0.16*
20:2 n9 0.31*  032* 024 0.33° 030" 0.26* 026 033° 027° 036  0.44* 037°

21:0 0.30° 0.58° 0.48° 029  0.55° 0.45° - 0.56 - - 0.67° 0.30°




Tabla 5. (Continuacién)

50 100 200 300

T1 T2 T3 TL T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
20:3n6 - - - - - - - - - - 0.12°  0.08"
20:4 n6 279 129 1.81° 277° 1.53*  197° 3.06  137*°  2.40° 3.84° 143 2.83°
22:0 0.90° 0.71* 0.90° 0.77°  0.43*  0.69° 0.44°  0.32*  0.49° 0.56° 0.36* 0.53°
20:5 n3 19.44° 951* 1227° 16.94° 11.36° 13.02° 18.09° 9.30° 15.34° 21.78° 12.07° 16.46°
22:1n9 0.82° - 0.35° 0.82° 0.27*° 0.41° 0.80° 0.19* 0.44° 1.09°  0.20* 0.53°
22:1n7 0.19* - 0.08 0.21° - 0.10° 0.28° - 0.15 0.34° - 0.19°
23:0 0.23*  0.58° 051° 027 041° 047° - 0.33°  0.26° - 0.27*  0.23
23:4 - - - - - - - - - - 029" 0.26°
22:4 047° 020 026" 0.46° 0.41° 027 037* 036 0.31* 0.44 - -
22:4 0.30° - 0.12° 0.27° - 0.10° 0.20° - 0.15 0.42°  0.100 0.23°
22:3 149 2.06° 1.82° 1.6 1.90° 1.84% 0.62* 2.12° 1.44° 095 2.10° 143°
24:0 1.40°  0.76* 1.28° 1.38° 049 1.16° 0.87° 0.29* 0.87° 1.03° 026 0.82°
22:5 1.81° - 0.44° 1.23°  0.21*  0.34° 1.04°  022* 043° 1.72° 034 0.67°
24:1 1.07* 148" 1.73° 125 122*  1.59° 0.78* 128"  1.49° 0.97* 153> 1.55°
22:6 n3 28.79* 37.13° 42.00° 30.24" 29.18 40.68° 19.87° 27.20° 31.25° 18.60*° 27.11° 28.04°
Y Saturados 27.50 33.58 29.50 2727 2797 27.68 28.85 2832 27.15 2570 27.13 26.48
Y Monoinsaturados 1422 11.26  8.85 13.06 14.75 9.67 22.13  15.66 15.25 21.55 1698 17.38
Y PUFA 5829 55.15 61.65 59.67 57.07 62.64 49.02 56.02 57.60 5274 5589 56.14
Y HUFA 5448 4970 57.65 53.87 48.06 57.74 4381 4559 51.93 4776 4623 5027
>'n3 4975 49.71 55.78 5120 50.08 56.50 4126 4832 50.64 43.03 48.03 4825
>'n6 416 287 298 455 416  3.33 508 439 426 570 435 486
(n-3)/(n-6) 11.97 1733 18.69 11.24 12.03 16.97 813 11.01 11.89 755  11.05  9.93
ARA/DHA 0.10 0.03 0.04 0.09 0.05 0.05 0.15 0.05 0.08 021 0.05 0.10
DHA/EPA 148 390 342 179 257 3.3 1.10 293 204 085 225 170
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El contenido de los &cidos grasos metil esterificados mayores encontrados en las
microalgas se observa en la figura 6. Los niveles de acidos linoleico (18:2n6¢c, LA) y
linolénico (18:3n-3, LNA) fueron de 10.16% y 10.65%, significativamente mayores en la
flagelada I. galbana, que en la diatomea C. calcitrans, con valores mas bajos de 1.25% y
0.54% para cada acido graso. Esta tendencia se invirti6 en los acidos grasos araquidonico
(20:4n-6, ARA) y eicosapentaenoico (20:5n-3, EPA), donde C. calcitrans mostré mayores
valores de 3.86 y 27.06% que los encontrados en |. galbana 0.11 y 0.32% para ARA y EPA
respectivamente y en la concentracion de 4cido docosahexaenoico (22:6n-3, DHA) I.

galbana (19.55%) sobresalié nuevamente sobre C. calcitrans (2.75%) (Figura 6).
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Figura 6. Comparacion de la composicion de los acidos grasos mayores de las microalgas
Chaetoceros calcitrans (CH) ¢ Isochrysis galbana (IS). Valores expresados en porcentaje
respecto al total de acidos grasos y su respectiva desviacion estandar. Las letras diferentes
indican presencia de diferencias significativas entre tratamientos. n=4. n: nimero de réplicas.

En la figura 7 se compara la concentracion media porcentual de los acidos grasos mayores
encontrados en el copépodo P. euryhalinus en cada intervalo de talla muestreado. Se puede
observar una tendencia a la predominancia de los 4cidos grasos EPA y DHA en todas las
tallas, lo cual refleja notablemente la composicion de acidos grasos de las microalgas C.
calcitrans e 1. galbana que se emplearon como dictas. De igual forma, al comparar los
tratamientos dentro de cada talla, se observa que la composicion de acidos grasos de los
copépodos vari6 proporcionalmente a la concentracion de acidos grasos aportados por cada

microalga.
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En todos los casos los 4acidos grasos dominantes en los copépodos fueron el EPA y el DHA,
los cuales destacaron sobre los dcidos grasos LA, LNA y ARA, que mostraron tendencias a
una concentracion mas baja respecto a los primeros en todos los intervalos de talla, asi
como diferencias significativas entre los tratamientos.

Al comparar las concentraciones de acidos grasos mayores entre los tratamientos agrupados
dentro de cada talla se observd que, en casi todos los casos, los tratamientos mostraron
diferencias significativas entre si, a excepcion de las tallas 50-100pum y 100-200pum donde
las concentraciones de LA no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos T1
y T3. Una tendencia similar se encontr6 al comparar las concentraciones de DHA entre los
tratamientos de las tallas 100-200pum y 300um o mas, donde no se observo diferencia entre
los tratamientos T1 y T2 para la talla 100-200pum y entre los tratamientos T2 y T3 para la

talla 300pm o mas.
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Figura 7. Comparacion de la composicion de los acidos grasos mayores de copépodos
Pseudodiaptomus euryhalinus alimentados con tres dietas (T1, T2 y T3) y comprendidos en
cada intervalo de talla. Valores expresados en porcentaje respecto al total de acidos grasos y su
respectiva desviacion estandar. Las letras iguales indican ausencia de diferencias significativas
entre tratamientos (ANOVA de una via, a = 0.05). n=4. n: nimero de réplicas.
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IV. Discusion

Es un fendmeno comun en la naturaleza y en los procesos de dindmica trofica que la
materia y la energia viajan a través de mecanismos heterogéneos (p.ej. el catabolismo y el
anabolismo). Esta diversidad es caracteristica de las dietas animales, cuyas estrategias
alimenticias han ido evolucionando a través del tiempo para volverse cada vez mas
eficientes y asegurar la permanencia de las poblaciones mediante la optimizacion de la
ganancia nutricional de los organismos que las conforman (Kleppel, 1993).

El principal objetivo de la alimentacion es obtener la energia y los compuestos necesarios
para el correcto desempefio del organismo y, gracias a esto, garantizar la supervivencia y
reproduccion del mismo permitiendo la continuidad de la especie. Para alcanzar este fin las
dietas de los copépodos tienden a ser diversas, incrementando las posibilidades de cubrir
sus necesidades nutricionales y reflejando la complejidad de las cadenas troficas en los
ecosistemas marinos (Kleppel, 1993). Los organismos requieren el alimento en cantidad y
calidad adecuadas a cada estadio de desarrollo y si alguna de estas caracteristicas no
corresponde con sus necesidades, sus efectos se manifestardn en su crecimiento,
supervivencia y reproduccion. Hay muchos factores que determinan la calidad del alimento
de diferente manera, el tamafio, la textura, la toxicidad, tienen influencia sobre la eficiencia
de ingestion, mientras que los factores de composicion bioquimica y los que afectan la
eficiencia de asimilacion, determinan el valor nutritivo lo que se refleja en la eficiencia de
crecimiento del organismo (Libourel-Houde y Roman, 1987).

En el presente trabajo se estudid el efecto de las microalgas Chaetoceros muelleri ¢
Isochrysis galbana y la mezcla de ambas empleadas como dietas en el crecimiento y
desarrollo individual y poblacional y en la composicién bioquimica y de acidos grasos del
copépodo calanoide Pseudodiaptomus euryhalinus. Este organismo se encuentra en la
Bahia de La Paz de donde fue aislado; su cultivo en el laboratorio demostrd que es factible
el mantenerlo con las dietas empleadas y también que pueden tener crecimientos
controlados predecibles. En general los copépodos han demostrado ser mejores alimentos
vivos para larvas de peces, en comparacion con otros alimentos vivos tales como Artemia y
rotiferos (Cheng-Sheng et al. 2005; Marcus, 2005) y especificamente los nauplios pelagicos
de los copépodos calanoides (Bell et.al., 2003, Drillet et.al., 2006), son mas adecuados
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como alimento de la mayoria de las larvas de peces marinos que los nauplios epibenticos de
los copépodos harpacticoides, ademas es generalmente aceptado que, dentro de la cadena
alimenticia, los copépodos constituyen la mayor parte del alimento de las larvas de peces
marinos, y que éstos cuentan con los requerimientos nutricios que las larvas necesitan
(Evjemo et. al., 2003).

La produccion sostenida de estos organismos ha demostrado ser dificil, sin embargo ha
habido algunos buenos resultados en el cultivo intensivo, con sistemas continuos
automatizados que emplean menos espacio (Payne y Rippingale, 2001).

Se ha considerado que la presencia de los acidos grasos esenciales en los organismos
permite un buen desarrollo; en el caso de los copépodos (y otros organismos usados como
alimento vivo) una composicion rica en estos compuestos esenciales, promueve de forma
importante el normal desarrollo de las larvas de peces marinos (Stettrup, 2000), por lo que
su estudio representa el primer paso para evaluar su potencial nutritivo como alimento vivo
en acuicultura de peces.

Ademas de los nutrientes mayores existen los denominados micronutrientes, que incluyen
pigmentos, vitaminas, minerales y elementos traza. Estos han sido poco estudiados en
larvas y juveniles de peces marinos (van der Meeren et. al., 2007), lo que probablemente ha
provocado un bajo interés en su estudio para copépodos calanoides.

Las proteinas son compuestos que cumplen diversas funciones en los seres vivos, éstas
pueden ser estructurales (formando parte de membranas y tejidos musculares) o cataliticas
(acelerando reacciones por medio de enzimas). Las proteinas resultan de la unidén de
aminoacidos clasificados en esenciales o no esenciales, dependiendo de la capacidad de los
organismos para sintetizarlos y contribuyen activamente en la formacion de tejidos para
efectuar reposicion de fibras dafiadas o en el crecimiento.

Los trabajos sobre componentes bioquimicos en microalgas muestran resultados diversos
de acuerdo a la especie, condiciones de cultivo y fase de crecimiento en que se encuentren
y en el caso de proteinas se han reportado valores mas altos de estos compuestos respecto a
las otras macromoléculas (Pernet et.al., 2003; Phaterpekar et.al., 2000; Renaud et.al., 2002)

especialmente durante la fase de crecimiento exponencial.
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Renaud et.al., (2002), Sanchez-Saavedra & Voltolina (2006) y Abalde et.al., (1999)
reportaron valores de proteinas en cultivos de Chaetoceros sp. de 57.1%, 38.4% y 33%
respectivamente, datos fueron mayores que los encontrados en el presente trabajo, que
mostr6 una concentracion de 23.45% para C. calcitrans.

Una tendencia similar se observd en cultivos del género Isochrysis en los trabajos
realizados por Renaud et.al., (2002), Valenzuela, (2002) y Whyte, (1987) con porcentajes
de proteina de 50.8%, 45.31% y 33.44%, similares en este ultimo caso a los del presente
trabajo (31.82%).

Los carbohidratos tienen como funcion principal ser una fuente energética de rapido uso en
los organismos (Krogdahl et.al. 2005), los valores que se han obtenido son similares a los
obtenidos en otros trabajos (Aman & Altaff, 2004; Kleppel, 1993; van der Meeren. et.al.,
2008).

En cultivos de Chaetoceros realizados en un laboratorio de Bahia de Kino, Sonora, Lopez-
Elias et. al. (2004) reportaron que en cultivos realizados en bolsas de 500 litros se
presentaban fluctuaciones en la proteinas de 29.4-49%, carbohidratos de 2.8-6.3% y lipidos
de 5.7-10.6%. Estos datos resultaron muy similares a los encontrados en el presente trabajo
para microalgas del mismo género, las cuales fueron cultivadas también en bolsas bajo un
sistema tipo batch en el que las microalgas se encontraban en la fase exponencial al
momento de tomar la muestra para realizar los analisis bioquimicos.

Los lipidos, se pueden dividir en simples y complejos; los primeros son fundamentalmente
lipidos de reserva energética y en fitoplancton como en zooplancton incluyen las ceras,
diacilglicéridos, monoacilglicéridos, triacilglicéridos y esteroles. Los lipidos complejos o
polares forman parate de la estructura de las membranas celulares, e incluyen los
glicerofosfolipidicos y esfingolipidos. Otra funciéon también de estos compuestos es la
reguladora en el caso de los esteroides. Los acidos grasos que también son lipidos, en
algunos casos ademas pueden funcionar como precursores de eicosanoides
(prostaglandinas, leucotrienos o tromboxanos), que son sustancias paracrinas con efecto
parecido a las hormonas, pues regulan procesos de inflamacién, vasodilatacion,

vasoconstriccion y coagulacion (Carredn-Palau, 2007).
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Usando como criterio los resultados obtenidos en el crecimiento y reproduccion del
copépodo calanoide Gladioferens imparipes alimentado con cuatro dietas monoalgales,
Rippingale & Payne (2001), encontraron que las dos mejores especies para su cultivo en
orden de importancia eran Isochrysis galbana y Chaetoceros gracilis, y que una de las
posibles causas era la mejor digestibilidad de estas microalgas y su adecuada composicion
de acidos grasos esenciales HUFA's. Existen otras referencias del valor alimenticio de estas
microalgas, medido en términos de crecimiento larvario de bivalvos y crustaceos
(Phatarpekar et. al., 2000, Aman & Altaff, 2004, Isiordia et. al., 2006, Rivero-Rodriguez et.
al., 2007), que han demostrado que especies del género Chaetoceros y del género
Isochrysis son de los mejores alimentos (Sanchez-Saavedra & Voltolina, 2006, Prieto et. al.
2006, Silva, 1999, Koski et. al. 2006, Liu & Lin, 2001), ademas de que estas microalgas
son de facil cultivo lo que también es muy importante de considerar cuando se piensa en
una aplicacion a nivel de laboratorios de produccion. En el caso del copépodo calanoide
Pseudodiaptomus euryhalinus estas referencias se tomaron como base para su empleo
como dietas, y los resultados han corroborado su buena calidad.

Los resultados del peso de las microalgas empleadas mostraron diferencias importantes, sin
embargo, las raciones de alimento suministradas a los copépodos en los tres tratamientos
fueron suministradas ad libitum, considerando la poca informacion que se ha generado
hasta el momento sobre las estrategias alimenticias que presenta este organismo y el
complejo comportamiento que se ha reportado para el grupo de copépodos calanoides, los
cuales tienden a seleccionar su alimento en base al tamafo de particula, estimulos visuales
y estimulos quimicos entre otros (Kleppel, 1993) lo que en algunos casos explica en parte
el que sean carnivoros (Lonsdale et al. 1979).

Segun lo sugerido por Kleppel (1993), la composicion quimica (nutricional) de los
copépodos es particularmente variable, pues llegan a presentar coeficientes de variacion
muy altos, especialmente en el caso de los lipidos totales (89%) respecto a proteinas (54%)
y carbohidratos (36%) en el medio ambiente a lo largo del afno. Esto probablemente esta
relacionado con el que los nutrimentos mayores interactuan activamente entre si, como
ocurre en ciertos lipidos que facilitan el metabolismo de proteinas (Roman, 1984), lo cual

cobra mayor importancia durante eventos como los cambios estacionales, la edad y la
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respuesta fisioldgica inmediata como respuesta a variaciones medioambientales. De este
modo, las estrategias para el uso de los nutrimentos deben ocuparse de dos funciones
primordiales e intimamente relacionadas entre si: optimizar la adquisiciéon de nutrimentos
escasos pero importantes y satisfacer las necesidades nutricionales y fisiologicas inmediatas
del organismo.

De acuerdo con Roman, (1991), la mayor utilizacion de lipidos y carbohidratos por parte de
los copépodos en desarrollo coincide con un incremento en las concentraciones de
proteinas, lo cual explicaria que los aumentos en la concentracion de proteinas para cada
tratamiento fueron coincidentes con una disminucion en los valores de carbohidratos y
lipidos. Este aumento en la concentracion de proteinas estaria destinado a su uso para el
crecimiento y la disminucién observada en los niveles de lipidos y carbohidratos del
presente estudio seria coincidente con su uso en forma de energia para el mantenimiento del
organismo durante los periodos marcados de crecimiento.

Los copépodos alimentados con la mezcla de microalgas (T3) mostraron una tendencia mas
marcada a tener mayores concentraciones de proteinas respecto a lipidos y carbohidratos,
que los copépodos alimentados con los otros dos tratamientos (T1 y T2). Esto respalda la
idea de que la mejor composicion nutricional ocasionada por la mezcla de microalgas
permite al copépodo destinar una mayor concentracioén de proteinas a su crecimiento.

Al comparar los resultados de dietas monoalgales y mixtas sobre la tasa de desarrollo del
copépodo calanoide Acartia sinjiensis, Knuckey et.al. (2005) encontraron que las dietas
mixtas promovian mayores tasas de desarrollo en los copépodos que las dietas
monoalgales, probablemente debido a que las dietas mixtas pueden complementar las
deficiencias nutricionales que tengan las microalgas entre si, pero es notorio que en dicho
estudio al suministrar Isochrysis sp. (T.ISO) como unica dieta, ésta promovidé una menor
tasa de desarrollo de A. sinjiensis, pero los copépodos alimentados con esta microalga
mostraron una mejor condicion fisica, asi como reservas lipidicas mayores y mas
facilmente distiguibles que los copépodos alimentados con Rhodomonas, lo cual es un
indice de los buenos resultados con el empleo de esta microalga como dieta unica para los

copépodos.
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Roman (1991) observé que durante el desarrollo del copépodo calanoide Acartia tonsa,
especialmente en los estadios tempranos de desarrollo, el carbono es consumido en forma
de proteinas a una tasa muy alta, pero las hembras adultas lo asimilan a tasas mas elevadas
que los copepoditos inmaduros. Esto coincide con las menores concentraciones de
proteinas observadas en los nauplios y los organismos adultos de los tratamientos T1 y T2,
los cuales mostraron menores valores de proteinas respecto a los copepoditos del intervalo
de talla 100-200um.

En cuanto a la concentracion de lipidos encontrada en los copépodos P. euryhalinus, se
observd que los valores promedio obtenidos entre todas las tallas (7.95%,T1; 8.40%,T2;
5.81%,T3) fueron inferiores a los encontrados por otros autores para copépodos calanoides
con dietas microalgales similares, en los que se encontraron concentraciones variables de
lipidos entre 24.7% y 25.4% (Kleppel, 1993, Aman & Altaff, 2004), sin embargo, es de
resaltar que el analis detallado de los 4cidos grasos encontrados entre estos estudios mostrd
similitudes en las proporciones de los 4acidos grasos reportados en el presente trabajo.
Evjemo et. al. (2003) encontraron que el copépodo Calanus finmarchicus obtenido del
medio silvestre presenta un incremento constante en su nivel de lipidos totales a lo largo de
su desarrollo, mostrando valores de 11.9% en el estadio de nauplio I, 13.2% en copepodito
II, 14.3% en copepodito III, 23.2% en los estadios de copepodito IV y V y 24.7 en
copépodos adultos. Esto nos indica diferencias sustanciales respecto a los datos obtenidos
en el presente estudio, donde los valores de lipidos totales de P. euryhalinus fueron mas
bajos y menos constantes en todas las tallas (Tabla 3) que los encontrados por Evjemo et.al.
(2003). Sin embargo, el origen silvestre de Calanus finmarchicus podria explicar su mayor
estabilidad y concentracion de lipidos totales, debido a que en el medio natural tiene una
mayor probabilidad de encontrar y consumir una amplia variedad de microalgas que le
provean de una nutricidon mas completa, ademds de estar exento de los factores de estrés
asociados a un cultivo controlado.

Dadas las marcadas diferencias observadas en estudios previos entre organismos silvestres
y de cultivo respecto a su composicion bioquimica (van der Meeren et. al., 2008), no seria

extraio encontrar diferencias entre los datos encontradas en el presente estudio y posibles
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estudios futuros sobre perfil nutricional de copépodos silvestres de la especie
Pseudodiaptomus euryhalinus.

Mientras los copépodos que se alimentan del bentos, como los harpacticoides, tienen la
capacidad de sintetizar HUFA's a traves de la elongacion de acidos grasos poliinsaturados
de cadena corta (Nanton & Castell, 1999), los predadores del fitoplancton deben obtener
este tipo de acidos grasos esenciales directamente de su dieta (Evjemo et. al., 2003,
Stettrup, 2000).

Sargent et. al., 1997 reporta que una relacion DHA:EPA de 2:1 es deseable en las dietas
larvarias para garantizar el buen desarrollo de estructuras asociadas al sistema nervioso y el
crecimiento larvario, por lo cual resulta esencial estudiar la proporcion de dicho compuesto
en copépodos usados como alimento vivo y en las dietas microalgales que promuevan esta
condicion en los mismos. En el presente estudio se encontrd que la relacion DHA/EPA
(Tabla 5) solo fue inferior a lo recomendado por Sargent et.al. (1997) en todos los
copépodos alimentados con C. calcitrans (T1) y en los organismos adultos alimentados con
la mezcla de microalgas (T3). Pese a esto, el mismo autor menciona que los requerimientos
en la proporcion de estos acidos grasos es muy variable y la proporcion que se suministre a
las larvas dependera de los requerimientos particulares de cada especie.

I. galbana ha sido reportada por Rivero-Rodriguez et.al. (2007), Payne & Rippingale
(2000) y Renaud et.al. (2002) como una fuente rica en DHA (26.8%, 16.2% y 6.6%), pero
deficiente en EPA (0.9%, 0.3% y 0.6 ), mientras que para C. calcitrans estos mismos
autores encontraron una mayor concentracion de EPA (26.3% y 25.2%) y una menor de
DHA(2.3% y 2.4%), lo cual corresponde con los datos encontrados en el presente estudio
(Tabla 4). Estas caracteristicas junto con un mayor contenido de PUFAs de 16 carbonos
especialmente de 16:1n-7 para las diatomeas (Thompson et al. 1992) y de PUFAs de 18
carbonos en el caso de las especies flageladas (Viso y Marty, 1993)

Se ha relacionado positivamente el efecto de la composicion nutricia de los copépodos con
la nutricion de las larvas de peces marinos haciendo especial énfasis en la composicion de
lipidos y en el contenido y proporcion de de los d4cidos grasos poliinsaturados
docosahexaenoico (DHA), eicosapentaenoico (EPA) y araquidénico (ARA) (Bell, et.al.,
2003, Schipp, 2006, Stettrup, 2000).
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La mayor parte de los trabajos recientes sobre alimentacion de copépodos se han enfocado
en la composicion de los lipidos y acidos grasos (Kleppel, 1993, McKinnon et.al., 2003,
Nanton & Castell, 1999, Prieto et.al., 2006, Sargent et.al., 1997, Stettrup, 2000, van der
Meeren et.al., 2008). Diversos estudios realizados sobre los acidos grasos han sefalado que
seis de éstos (16:0, 16:1, 18:1, 18:2n-6, 18:3n-3 y 20:5n3), son considerados por la
acuicultura como esenciales para peces y crustaceos (Brodtkorb et.al., 1997, Malpica et.al.,
2004, Stettrup, 2000).

Las larvas de peces marinos requieren alimentos con altos niveles de acidos grasos
esenciales como el DHA, EPA y ARA, y por lo tanto los copépodos producidos en
cautiverio como alimento vivo deberian contener altos niveles de éstos acidos grasos
esenciales de cadena larga. De acuerdo a Stettrup (2006) y Sargent et.al. (1999), los
copépodos calanoides de cultivo deben tener estos 4cidos grasos en sus dietas de
microalgas debido a que carecen de la enzima necesaria para convertir EPA a DHA y
pueden no tener las enzimas necesarias para desaturar o elongar cadenas de acidos grasos
que son indispensables en la conversion de acido linoleico (18:2n-6) hacia ARA y 4cido
alfa-linolénico (18:3n-3) hacia EPA y ARA. Por otro lado, estos mismos autores han
reportado que, a diferencia de los copépodos calanoides, los copépodos harpacticoides
como Tisbe holothuriae si cuentan con las enzimas A-5 y A-6 desaturasa y elongasa
necesarias para la bioconversion de acidos grasos de cadena corta n-3 hacia EPA y DHA
(Stettrup, 2006; Sargent et.al., 1999).

La baja concentracion de C. calcitrans en los acidos grasos linoleico (18:2n-6) y alfa-
linolénico (18:3n-3) de 1.25% (LA) y 0.54% (LNA) comparadas con |. galbana, de 10.16%
y 10.65% respectivamente (Figura 6), se observaron relacionadas con los valores
encontrados en los copépodos alimentados con estas microalgas en todos los intervalos de
talla (Figura 7). Los copépodos alimentados con C. calcitrans, mostraron un alto porcentaje
de ARA y EPA. En todas las tallas analizadas, lo que llama la atencién es el alto contenido
de DHA que se observo en todas las tallas ya que este 4acido graso fue suminstrado en baja
concentracion, lo que se puede inferir es que este ac. graso pueda ser selectivamente
retenido por los organismos ya que el alimento se suministra constantemente y en

cantidades ad libitum, esto puede representar su relativa gran importancia para esta especie.
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Los copépodos alimentados con |. galbana, que tuvieron un mayor suministro de acido
linoleico (LA) y alfa-linolénico (LNA) respecto de los alimentados con el T1, no mostraron
niveles altos de dichos 4cidos, mientras que en el caso de ARA y EPA, se observo lo
opuesto, altos valores, lo que no se explica a partir de lo suminstrado. Podria pensarse en
una regulacion para el mantenimiento de todos estos compuestos en el organismo, los
mecanismos probables podrian ser el capturar o eliminar selectivamente estos compuestos.
Otra posibilidad en el caso del EPA que practicamente no se ha suministrado a los
copépodos del T2 es la posibilidad de una retroconversion metabolica a partir del DHA, lo
que ya se ha reportado en otros crustaceos como Artemia (Navarro et al.,1999).

En cuanto al aporte de DHA, la microalga con mayor contenido de éste (I. galbana, T2)
mostré un elevado enriquecimiento de este acido graso en los copépodos, pero no tan alto
como el observado por la mezcla de las dos microalgas (T3), que resultdé mayor en los
copépodos de todos los intervalos de talla.

Se ha sugerido por Pernet et.al. (2003) que la composicion bioquimica de Chaetoceros
muelleri e Isochrysis sp. puede llegar a mostrar variaciones que representan una fuerte
influencia en el éxito de cultivo de los organismos que las consuman. Estas variaciones se
pueden presentar debido a inconsistencias en el control de los parametros de cultivo
ocasionados a su vez por fenomenos climaticos o errores humanos no previstos. Todos
estos cambios pueden afectar la composicion bioquimica de los copépodos que consumen
estas microalgas, incluso en condiciones controladas de laboratorio. Es por esto que resulta
dificil asegurar que los datos encontrados en la presente tesis se comporten de forma
idéntica en el futuro, pero sin duda la descripciéon de estos resultados provee de una
referencia valiosa para seleccionar en el futuro mejores y mas eficientes dietas para usarse

en el cultivo de larvas de peces marinos.
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V. Conclusiones

1) Los resultados mostraron que los tres tratamientos son adecuadas para ser usados como
alimento de copépodos, sin embargo se puede establecer que el mejor de los tres fue el que
incluia la mezcla de las dos microalgas (T3) debido al enriquecimiento conjunto de las dos
microalgas sobre el copépodo.

2) El mayor nimero de copépodos encontrado en el intervalo de talla de 100-200um indica
que esta especie de copépodo puede usarse de forma mas eficiente como alimento en peces
u otros organismos que tengan una demanda de alimento vivo de esta talla en particular.

3) Aunque en los tres grupos de copépodos analizados se obtuvieron buenos resultados
debido a una relacion DHA/EPA que iguala o excede la proporcion 2:1 de estos
compuestos recomendada para dietas larvarias de peces marinos, esto no descarta la
posibilidad de probar como dietas a otras especies de microalgas oleosas, como
Phaeodactylum tricornutum y Pavlova lutherii, que mejoren el valor nutricio de los
copépodos al usarlos como alimento vivo en larvicultura.

4) La composicion de acidos grasos esenciales mayores en las condiciones experimentales
se mantiene estable y predecible a lo largo del desarrollo del copépodo en los tres
tratamientos evaluados.

5) La produccion sistematica del copépodo Pseudodiaptomus euryhalinus de acuerdo a los
resultados de este trabajo muestra un proceso de reclutamiento poblacional ciclico de
aproximadamente 7 dias.

6) El sistema de cultivo empleado para mantener al copépodo Pseudodiaptomus
euryhalinus resulta adecuado para garantizar una produccion estable y continua de
copépodos con una composicion de acidos grasos esenciales adecuada para alimentar larvas

de peces marinos.
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Recomendaciones

1) Es necesario hacer un analisis detallado de la composicion de aminoacidos presentes en
el copépodo, particularmente de los aminoacidos esenciales que son asimilados a través de
las dietas, y que pueden quedar disponibles para los organismos que consuman al
copépodo, asi como un analisis de los lipidos polares y no polares que pueden encontrarse
en este organismo.

2) Seria importante hacer un analisis de factibilidad econémica para un cultivo intensivo
piloto de Pseudodiaptomus euryhalinus, ademas de un cepario para copépodos calanoides
con el cual se tenga una disponibilidad constante de organismos de alta calidad,
alimentados con dietas preferentemente mixtas de acuerdo con los resultados obtenidos en
esta tesis, empleando especies de microalgas que se complementen entre si.

3) Plantear un disefio experimental en el que se pueda evaluar la viabilidad economica y el
efecto de las dietas microalgales en los copépodos en términos de crecimiento en longitud,
tiempo de generacion, tasa de consumo de microalgas y tasa de produccion de huevos en
los adultos. Asi como su factibilidad al suministrarlos como alimento vivo para larvas de
peces marinos nativos del Golfo de California.

4) Evaluar los cambios morfologicos de Pseudodiaptomus euryhalinus empleando un
microscopio compuesto y después mediante microscopia electronica para identificar con
presicion las fases de desarrollo que este organismo presenta a lo largo de su vida, asi como
las posibles deformidades que pudieran presentarse debido a una nutricion deficiente o, en
su defecto, las caracteristicas fisicas deseables que estarian presentes en el copépodo al
alimentarlo con dietas nutricionalmente completas.

5) Corroborar los datos presentados en esta tesis mediante técnicas analiticas diferentes
para evaluar concentracion de carbohidratos, lipidos y proteinas, para determinar la

sensibilidad de las técnicas empleadas en este trabajo.
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