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Resumen

La evaluacion de la calidad nutricia de diferentes dietas microalgales empleadas
en acuicultra se ha realizado tradicionalmente mediante la comparacion de
algunos parametros relacionados con el crecimiento, con la sobrevivencia o con la
reproduccién de los organismos alimentados con esas dietas, o calculando su
balance energético a partir del consumo de alimento y de su actividad metabdlica,
pero existen pocos estudios comparativos sobre estas dos formas de
acercamiento al mismo problema.

El objetivo de este trabajo fue la evaluacion comparada de algunas dietas
microalgales empleando el crustaceo braquidopodo Artemia franciscana como
modelo biolégico, comparando también el crecimiento calculado mediante el
balance energético de este organismo durante los primeros 5 a 7 dias de
desarrollo posembrionario con el determinado mediante pruebas de cultivo de la
misma duracion.

Se usaron como dietas las microalgas Chlorella capsulata, Chaetoceros muelleri,
Isochrysis sp. y Nannochloropsis oculata cultivadas en forma semicontinua,
aunque la primera fue usada solamente en las pruebas de crecimiento. Esto se
midié diariamente en los experimentos de cultivo, mientras que la determinacién
del balance energético se realiz6 mediante experimentos en dias alternos (1, 3, 5
y 7), determinando en todos los casos las tasas de ingestion, de consumo de
oxigeno y de excrecion nitrogenada, ademas de la eficiencia de absorcion del
alimento.

En las pruebas de cultivo, la sobrevivencia vario entre el 85 y el 90% con todas las
dietas, con excepcién de Nannochloropsis oculata (31-45%). De acuerdo a los
datos del indice de desarrollo larvario, la calidad de las cuatro dietas se califico
como C. muelleri (L-16) > Isochrysis sp. (L-15) > C. capsulata (L-8) > N. oculata
(L-4), y esta escala no se modificd usando los datos de incremento en talla y en
peso, con pesos finales cercanos al 200% con C. muelleri en comparacion con los

obtenidos con Isochrysis sp. y cercanos o iguales a cero con las otras dos dietas.



Los resultados de los calculos de balance energético permitieron establecer la
misma escala de calidad para C. muelleri, Isochrysis sp. y N. oculata, por lo cual
los dos tipos de evaluacion pueden ser utilizados para establecer la dieta mas
adecuada para un organismo sujeto a cultivo.

Por otra parte, cuando el crecimiento observado se comparé con el estimado, se
observd una notable discrepancia, la cual consistio en una sobreestimaciéon del
crecimiento en el caso de N. oculata y de Isochrysis sp., particularmente elevada
en el caso de la primera, mientras que el crecimiento estimado fue un 20% inferior
al real en el caso de C. muelleri. Esta discrepancia no puede ser atribuida al costo
de las mudas, que no se utilizé en el calculo del balance energético, debido que la
mayor discrepancia negativa corresponde a la dieta con el menor crecimiento y el
menor indice de desarrollo, ademas de que el valor de crecimiento estimado fue
menor que el real, en el caso de los organismos alimentados con C. muelleri. Esto
puede ser explicado solamente por una sobre- o subestimacion de la absorcion de
alimento, mediante la metodologia que la evalua comparando la cantidad de

sustancia organica ingerida, con la presente en las heces.



Abstract

Nutritional values of microalgal diets employed in aquaculture have
traditionally been evaluated by comparing some biological parameters related to
survival, growth, reproduction, and also comparing the energy budget of the
organisms fed such diets calculated from food consumption and metabolic costs.
There are few examples of comparative studies of these two different approaches
to the problem.

One objective of this study was to evaluate four microalgal diets employing,
as the test organism, the brine shrimp Artemia franciscana fed a diet of one of four
microalgae, by comparing the growth rate calculated from the results of the energy
budget with the results measured during the first 5-7 days of post-embryonic
development with the same diets.

The diets were: Chlorella capsulata (used only in the growth experiments),
Chaetoceros muelleri, Isochrysis sp., or Nannochloropsis oculata, which were
grown in semi-continuous culture. Growth was measured daily during the growth
experiments and the scope for growth or expected growth was calculated from the
energy budget for days 1, 3, 5, and 7, using specimens grown with each
experimental diet. Each experiment served to obtain food consumption rates, rates
of oxygen consumption, and ammonia-nitrogen excretion, as well as food
absorption efficiency with each diet.

In the growth experiments, survival was 85-90% with C. muelleri, Isochrysis
sp., and C. capsulata, but only 31-45% with N. oculata. The larval development
index was a better indicator of food quality than survival, and showed that the four
diets can be ranked according to the larval stage reached with the respective diets,
as: C. muelleri (L-16) > Isochrysis sp. (L-15) > C. capsulata (L-8) > N. oculata (L-
4). Growth in size and weight gave the same ranking and showed that the final
weight of the organisms fed C. muelleri is close to 200% of that obtained with
Isochrysis sp. The other two diets gave weight increments one order of magnitude

lower or close to zero.



Scope for growth gave the same ranking for the three diets used in the
experiments, showing that both methods gave comparable results and may be
used to define the most adequate diet for the subject organism. However, the
results showed that the energy budget cannot be used to model scope for growth
because of the wide discrepancies between real and scope for growth. For N.
oculata and Isochrysis sp., the expected growth rate was higher than that
measured in the growth experiments, and the discrepancy was particularly high
with the first of these diets, whereas, with C. muelleri, the scope for growth was
20% lower than that measured in culture.

These differences cannot be ascribed to energy costs of molting, which
were not used in the calculations of the energy budget, because the most
important discrepancy was related to the diet producing the lowest growth and
development. The difference between energy budget calculations and real growth
was evident even for the C. muelleri diet, which gave the best results. Back-
calculations showed that food absorption efficiency may be the source of these

discrepancies.



Introduccion

Capitulo 1

Introduccion general

En el campo de produccidon de alimentos, la acuicultura es el area que ha
presentado el mayor crecimiento durante las dos ultimas décadas. En efecto, aun
cuando entre 1980 y 1997 la contribucion de los organismos acuaticos al total del
consumo per capita de proteinas animales aumento del 14 al 16% del total de las
calorias ingeridas, este incremento se debe al mayor consumo de organismos
acuaticos cultivados, cuya produccién aumentd desde el 12% del total de los
desembarques pesqueros registrados a nivel mundial en 1984, a cerca de 28% en
1997 (De Silva, 2000).

Este porcentaje aumentd hasta poco mas del 32% en 2000 (FAO, 2003), que
se traduce en una producciéon total de casi 45,700,000 t, de las cuales
aproximadamente el 70% corresponden a China y es importante sefialar que, aun
sin considerar este pais, la participacion de los paises de bajo ingreso y con déficit
alimentario se ha duplicado en la ultima década, para alcanzar una produccion de
casi 7,800,000 t.

Este importante incremento en la produccién acuicola se debe en parte a los
mayores conocimientos cientificos sobre las especies de interés para la
acuicultura, en especial en lo que se refiere a sus exigencias dietéticas y de
calidad del ambiente en el cual se estan cultivando. Se explica ademas por los
avances técnicos y cientificos que han permitido cerrar en cautiverio el ciclo
biologico de la mayoria de las especies objeto de cultivo, gracias a estos avances,
en la actualidad se mantienen en ambientes adecuados bancos de reproductores
seleccionados, lo que hace posible obtener larvas y juveniles de mejor calidad,
ademas de poder programar su produccion durante los periodos mas
convenientes para su siembra (De Silva, 2000).

Las larvas de la mayoria de las especies acuaticas de interés para la
acuicultura son planctonicas y planctéfagas a la vez y en condiciones naturales se

alimentan principalmente de fitoplancton, por lo cual los laboratorios que cultivan
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estas larvas en sistemas intensivos o superintensivos, necesitan mantener un area
separada, dedicada exclusivamente a la produccién de microalgas.

Segun las estimaciones reportadas por Duerr et al. (1998), el costo de
produccion de las microalgas cultivadas en todo el mundo en 1993 para el apoyo
de la industria de bivalvos y de camarones fue de 34 millones de ddlares, que se
agregan a los costos generales de operacion de las areas de cultivos larvarios.
Esto ha impulsado varias investigaciones sobre la posibilidad de utilizar dietas
alternativas, como microalgas preservadas (Laing et al., 1990; Cordero-Esquivel et
al., 1993; McCausland et al., 1999), levaduras (Epifanio, 1979), alimentos
micropeletizadas preparados con ingredientes inertes (Langdon y Waldock, 1981;
Langdon, 1982; Laing, 1987) y hasta harinas de cereales (Albentosa et al., 1999).

Aunque varias de estas dietas alternativas resultaron adecuadas, ninguna
puede dar resultados suficientemente confiables, que sugieran que es posible
sustituir en su totalidad a las microalgas vivas, y en efecto la tendencia en 1998
indicaba que los alimentos vivos continuarian siendo el alimento base primario en
las practicas acuiculturales (Duerr et al., 1998; Hoff y Snell, 1999). Esta tendencia
no parece haberse modificado en los ultimos afos, por lo cual el cultivo y el uso de
microalgas como alimento primario representan todavia el cuello de botella para el
éxito de este sector especializado de la acuicultura.

Ademas, es necesario considerar que entre las especies de zooplancton mas
comunmente empleadas como alimento vivo para los estadios zooplanctéfagos de
peces y de crustaceos, se encuentran rotiferos (Brachionus), copépodos
(Tigriopus), cladoceros (Daphnia) y branquiopodos (Artemia), para los cuales el

alimento microalgal también constituye la fuente dietética unica o principal.

Calidad dietética de las microalgas
El valor nutritivo de un alimento microalgal depende de sus caracteristicas
morfolodgicas, de su composicion bioquimica y de los requerimientos nutricios
especificos del organismo que lo utiliza; entre las primeras, las especies

seleccionadas deben tener dimensiones adecuadas para que puedan ser
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ingeridas por las larvas a las cuales se suministran como alimento. El intervalo de
tamafnos de la mayoria de las especies de microalgas empleadas en acuicultura
esta comprendido entre 2 y 20 um, el cual se considera el mas apropiado para la
mayoria de los organismos filtradores (Brown et al., 1989; Coutteau, 1996).

Aparte de las dimensiones de la célula, una caracteristica que debe
considerarse es la morfologia celular; por ejemplo, las larvas veliger de algunos
moluscos no ingieren diatomeas del género Chaetoceros durante la fase inicial de
su desarrollo, posiblemente porque estas microalgas se caracterizan por la
presencia de setas, las cuales aumentan su tamano celular y en consecuencia las
hacen menos ingeribles (Lora-Vilchis y Maeda-Martinez, 1997).

Otro factor importante es el tipo y la naturaleza de la pared celular. Los
moluscos digieren mas facilmente microalgas como /Isochrysis y Monochrysis
(Pavilova), que no tienen una pared protectora, mientras que los rotiferos que
poseen un aparato triturador, pueden ser alimentados con clorofitas, las cuales
poseen paredes compuestas de celulosa y en algunos casos también de
esporopolenina (Chlorella y Scenedesmus entre otras). Otra caracteristica
deseable es la movilidad, que permite que las células se mantengan en
suspension y que por lo tanto estén disponibles para sus consumidores.

Una vez que una microalga es ingerida y digerida, su valor nutritivo depende
de su contenido de macronutrientes (proteinas, lipidos y carbohidratos), ademas
de su perfil de aminoacidos, acidos grasos y otros compuestos esenciales (Webb
y Chu, 1982; Brown et al., 1997).

A pesar de los avances en el conocimiento de la composicién de las
microalgas, aun no es posible determinar el valor dietético de un alimento
microalgal para una determinada especie objetivo, basandose solamente en su
composicién bioquimica, ya que éste depende de los requerimientos especificos
del consumidor (O'Connor et al., 2000). En efecto, aunque en forma empirica se
acepta que algunas microalgas son mejores que otras para algunas especies, la
falta de conocimiento acerca del valor nutritivo de un alimento microalgal, asi

como de los requerimientos especificos de los consumidores, son los principales
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problemas para la seleccidn de la especie de microalga a utilizarse para cada
determinado organismo (De Pauw y Persoone, 1988).

Segun Becker (1981, 1994), aproximadamente el 90-95 % del peso seco de
una célula microalgal consiste de minerales y de los componentes organicos
primarios (proteinas, lipidos y carbohidratos). Los acidos nucleicos representan
entre 4 y 6% y los pigmentos primarios y accesorios, ademas de vitaminas y
compuestos organicos sencillos, conforman el resto de la biomasa. Estas
proporciones pueden variar ampliamente en diferentes especies y aun en la
misma, cuando ésta es cultivada con técnicas y sustratos diferentes y bajo
condiciones ambientales diversas. Ademas, aunque se reconoce que la
composicion de las microalgas es importante, no existe una relacion clara entre su
contenido de nutrientes primarios y su calidad como alimento, la cual no parece
depender exclusivamente de los principales componentes organicos, sino de la
disponibilidad de compuestos dietéticos esenciales, como de su contenido en
algunos acidos grasos (Coutteau, 1996; Voltolina y Lépez-Elias, 2002).

En experimentos de alimentacion de Crassostrea gigas, los mejores
resultados de crecimiento se obtuvieron con altos niveles de acidos grasos
esenciales 22:6n-3 y 20:5n-3 ya sea presentes en las células o adicionados a las
microalgas (Langdon y Waldock, 1981). Por otra parte, estos niveles pueden variar
segun la especie y las condiciones ambientales de cada cultivo y ademas la
respuesta del organismo objetivo puede ser no lineal (D’Souza y Loneragan, 1999;
D’Souza y Kelly, 2000), por lo cual el uso de dietas monoalgales como alimento
puede ser limitante para el buen desarrollo de un determinado organismo, debido
a la falta o al exceso de uno o mas de los nutrientes clave.

Por el motivo anterior, varios autores han sugerido que el suministro de
dietas plurialgales es la mejor forma de evitar este problema, debido a que con
éstas aumenta la probabilidad de compensar la falta de algun compuesto esencial
en una especie, el cual puede estar presente en las otras (Webb y Chu, 1982,
Brown et al., 1989,1997).
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A pesar de esto, el uso de dietas mixtas no esta muy difundido en los
laboratorios comerciales, en vista de que el cultivo de mas de una especie implica
costos operativos adicionales, por lo cual se considera que es econdmicamente
mas eficiente utilizar la dieta monoalgal que, de acuerdo a las experiencias del
operador, es susceptible de dar el mejor resultado en términos de supervivencia y
de crecimiento larvario (Lora-Vilchis et al., 2004a).

Por otra parte, tanto el crecimiento como la composicion de una determinada
especie microalgal depende de diferentes factores, como luz, temperatura,
concentracion de nutrientes, pH, salinidad, manejo, agitacién, aporte de CO,,
tamano del indculo y la fase de crecimiento del cultivo entre otros (Abalde et al.,
1995). De esta forma la misma especie puede tener diferente composicién y por lo
tanto diferente valor nutricio, lo cual a su vez, puede afectar de diferente manera el
crecimiento, el desarrollo, la condicién fisiolégica y la supervivencia de los
organismos que la consumen.

La calidad nutricia de un determinado alimento para una especie determinada
puede ser evaluada en forma directa, con base en su efecto sobre el crecimiento y
la supervivencia o, en el caso de organismos adultos, sobre algunos parametros
reproductivos como pueden ser por ejemplo, el niumero de huevos o de larvas
viables producidas en cada desove (Fabregas et al., 1998). Una desventaja de
esta estrategia es que estas respuestas pueden ser modificadas por diferentes
variables ambientales, que por lo tanto deberian ser controladas durante todo el
periodo de prueba, lo cual implica un estricto control de temperatura, salinidad,
calidad de agua y manejo del cultivo, entre otros. Ademas, los resultados de esta
forma de evaluacion de la calidad de una dieta pueden tardar varios dias, cuando
se evaluan parametros de crecimiento, e incluso algunas semanas cuando se trata
de concluir sobre parametros reproductivos.

La medicién de las respuestas fisiologicas de un organismo sometido a
diferentes condiciones ambientales, es una forma de evaluar su capacidad de
adaptacién (Widdows, 1985). Estas respuestas no son especificas, ya que

expresan el efecto de la suma de estimulos ambientales y resultan de la
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integracion de procesos bioquimicos a nivel celular, tisular y somatico. Son
altamente sensibles a los cambios del ambiente externo y por lo tanto son capaces
de reflejar su efecto al nivel de individuo, antes de que se manifiesten cambios en
la estructura de la poblacién o de la comunidad.

En vista de que el alimento puede considerarse un factor ambiental, la
medicion sistematica de las respuestas fisiologicas al suministro de una
determinada especie de microalga puede ser una forma rapida de valoracion de su
calidad dietética. Existen variables que lo cuantifican examinando cambios de la
capacidad adaptativa de un organismo en términos de su condicién fisioldgica, o
que la evaluan por su funcién o su eficiencia funcional. Entre las primeras estan
diferentes indices de condicidén, que se calculan a partir de la relacion entre pesos
o volumenes del organismo y algunas de sus partes, y pueden reflejar su estado
fisiolégico, nutricio o reproductivo, y la proporcion O:N, la cual representa el
balance entre los procesos catabdlicos basados en diferentes sustratos. Esta se
calcula a partir de la cantidad de oxigeno consumido y de la excrecion de
compuestos nitrogenados, expresadas en equivalentes atomicos. Entre las
segundas, el marco para el crecimiento (“scope for growth”), productividad o
crecimiento esperado es un indicador de la energia disponible para el crecimiento
y la reproduccion, mientras que la eficiencia de crecimiento es un indice de la
capacidad de transformacién del alimento en tejidos corporales. Estas cuatro
respuestas se han usado ampliamente como indicadores de estrés (Widdows,
1985), o sea del efecto que causan los cambios ambientales sobre el organismo.

Balance energético

La materia viva posee la propiedad de producir nueva materia durante el
crecimiento y la reproduccién. Esta es el resultado de la diferencia entre la materia
y la energia que entran y las que salen de un sistema biolégico determinado.
Estos flujos hacia y desde el organismo pueden variar en funciéon de uno o mas de
los diferentes factores ambientales, entre los cuales puede incluirse el alimento.
Las relaciones entre las entradas y salidas de materia o energia se describen

mediante las ecuaciones de balance energético propuestas por Winberg (1960):
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I-F=A y A=R+U+P
Rearreglando: P=A-(R+U)

Donde: / es la energia ingerida, F es la energia perdida como materia fecal, A
es la fraccion de energia absorbida del material ingerido por el organismo, R es la
energia metabdlica medida como consumo de oxigeno, U es la energia gastada
en la excrecion de productos nitrogenados, y P es la energia disponible para el
crecimiento, que también se conoce como crecimiento potencial o0 marco de
crecimiento. La tasa de absorcion A depende de la eficiencia de absorcion (EA)
del alimento ingerido y puede describirse mediante la siguiente expresion

A =EA

Todas estas se representan como variables tasas, ya que se cuantifican en
funcion del tiempo y generalmente se expresan en unidades energéticas por
unidad de biomasa (ej. Joules-dia™’g™' de peso seco). La primera ley de la
termodinamica o de la conservacidn de la energia esta implicita en esta ecuacion,
ya que la suma de las entradas de energia debe corresponder con la suma de las
salidas, y de la cantidad retenida en forma de nuevo tejido o de nuevas reservas.

La ecuacidén de balance energético resultante representa la integracion de
procesos fisioldgicos basicos, como la ingestion y la absorcion de alimento, la
respiracion y la excrecion y, en vista de que el balance determina el crecimiento
potencial de un organismo, un resultado positivo significa que existe energia
disponible para la productividad (P) o crecimiento esperado, que puede reflejarse
en un crecimiento somatico o de tejido reproductivo, mientras que uno negativo
implica que el organismo esta haciendo uso de las reservas acumuladas en forma
de carbohidratos, lipidos y proteinas.

Varios autores han sefalado que los componentes del balance energético de
los organismos son afectados por el tipo de dieta (Pechenick y Fisher, 1979;
Navarro, 1983; Meadland y Beamish, 1985; Chakraborty et al., 1992; Rosas y
Sanchez, 1996; Navarro et al., 2000; Thor, 2000). Esto significa que es posible
evaluar la calidad del alimento que se suministra a un organismo mediante la

determinacién del valor de P calculado a partir de los otros parametros fisiolégicos
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de la ecuacion de balance energético, los cuales a su vez no son indicadores
directos de calidad.

Para poder emplear el crecimiento esperado como un indicador fisiologico de
adecuacion ambiental, primero debera demostrarse una relacion entre el
crecimiento real y el crecimiento esperado. Esta relacién en teoria debe existir
pero debe demostrarse en la practica. Los estudios que muestran esta
correspondencia son escasos (Beiras et al. 1994; Riisgard y Randlov, 1981) ya
que la gran mayoria de los trabajos sobre balance energético miden algunas
variables y generalmente calculan la productividad o crecimiento esperado por la
diferencia con las otras variables en la ecuacion de balance energético (Thompson
y Bayne, 1972; Navarro y Winter, 1982; Bayne y Newel, 1983 y Hawkins y Bayne,
1990; Ropert y Goulletquer, 2000; Stead et al., 2003; Wong et al. 2003).

Artemia franciscana es un crustaceo de la clase Branchiopoda, que tiene un
amplio uso en acuicultura como alimento para crustaceos y peces. Se considera
un filtrador obligado, continuo y no selectivo, por lo menos en lo que se refiere a la
naturaleza de las particulas en suspension, aunque en realidad si parece haber
una seleccion por tamafno (Gelabert y De la Cruz, 1990). Existen varios factores
que pueden modificar sus tasas de filtracion, ingestion y asimilacion y en particular
las primeras dos pueden variar con la edad, ya que su sistema filtrante se modifica
para hacerse progresivamente mas eficiente durante el desarrollo posembrionario
(Schrehardt, 1987). Debido a su baja selectividad, puede ser alimentada con todas
las microalgas que tienen un tamafo adecuado, incluyendo las que se emplean
comunmente en acuicultura y ademas su biologia ha sido estudiada
extensivamente y es relativamente bien conocida (Lavens y Sorgeloos, 1996). Una
ventaja adicional, es que sus embriones resistentes (quistes) se pueden conseguir
con facilidad en el comercio, lo cual hace posible llevar a cabo varios
experimentos en tiempos y en lugares diversos, utilizando organismos con el

mismo origen y calidad.
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Organizacion de este trabajo
En este trabajo se pretende evaluar la calidad de alimentos microalgales en
una especie seleccionada como modelo biolégico evaluando la productividad o
crecimiento esperado inducido con esos alimentos.

Las especies microalgales que se seleccionaron como alimento vivo para
los experimentos de cultivo de Artemia fueron la diatomea Chaetoceros muelleri
(CHM-1), la haptofita Isochrysis sp. (CCMP 1324), conocidas en acuicultura como
de buena calidad y la eustigmatofita Nannochloropsis oculata (CCMP 525) y la
clorofita Chlorella capsulata (UTEX/LB2074), consideradas como de mala calidad
al menos en el cultivo de decapodos y moluscos. El organismo de prueba o sensor
bioldgico que se seleccion6 fue Artemia franciscana.

La determinacion de la productividad o crecimiento esperado de A.
franciscana se realizé mediante dos estrategias:

- en forma directa a partir del crecimiento medido mediante pruebas de
cultivo
- en forma indirecta por calculo a partir de los parametros ecofisiolégicos de
la ecuacion de balance energético
El objetivo de emplear las dos metodologias fue comparar el crecimiento
estimado con el obtenido en pruebas de cultivo, para verificar si el primero puede
tomarse como una variable confiable para la evaluaciéon de la calidad nutricia de
los alimentos microalgales y si pudiera ser utilizado para estimar un crecimiento
real. Es importante sefalar que en muy pocos estudios sobre balance energético

se presentan ambas evaluaciones.
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Hipoétesis de trabajo y objetivos

Hipotesis
La calidad de un alimento microalgal puede ser evaluada mediante la
productividad o crecimiento esperado de un organismo de prueba como es

Artemia franciscana.

Objetivo general
Determinar la calidad nutricia de diferentes microalgas mediante la
determinacién de la productividad o crecimiento esperado del camarén de

salmuera Artemia franciscana

Objetivos particulares

1.- Encontrar las condiciones mas adecuadas de alimentacién para el cultivo
de A. franciscana empleando como alimento diferentes raciones de la microalga C.
muelleri durante los primeros siete dias de desarrollo posembrionario.

2.- Evaluar la calidad nutricia de cuatro dietas monoalgales preseleccionadas
Chlorella capsulata, Isochrysis sp., Nannochloropsis oculata y Chaetoceros
muelleri, para A. franciscana mediante la cuantificacién del consumo de alimento
y de la eficiencia de su utilizaciéon en términos de crecimiento en talla, peso y
supervivencia durante los primeros cinco a siete dias poseclosion.

3.- Cuantificar la tasa de ingestion individual y especifica diaria de A.
franciscana empleando como alimento las dietas monoalgales Isochrysis sp., C.
muelleriy Nannochloropsis oculata:

4.- Calcular la fraccién de energia absorbida o tasa de absorcion individual y
especifica diaria de A. franciscana empleando como alimento las dietas
monoalgales Isochrysis sp., C. muelleriy Nannochloropsis oculata..

5.- Calcular el gasto energético individual y especifico diario por respiracion y
por excrecion nitrogenada de A. franciscana empleando como alimento las dietas

monoalgales Isochrysis sp., C. muelleriy Nannochloropsis oculata:
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6.- Calcular la productividad o crecimiento esperado diario de A. franciscana
inducida por estas tres dietas, utilizando la ecuacion de balance energético.

7.- Comparar la productividad o crecimiento de A. franciscana obtenida con
los experimentos de crecimiento contra la esperada a partir del calculo de su

balance energético.
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Capitulo 2

Experimentos de crecimiento

Primer experimento: seleccion de la concentracion oOptima de Chaetoceros
muelleri para el crecimiento de Artemia franciscana durante tres periodos de

desarrollo posembrionario.

Introduccion

El crecimiento de un organismo depende de factores tanto intrinsecos como
extrinsecos, los primeros estan determinados por el metabolismo que ademas
depende de la fase de desarrollo, son influidos por los segundos. Los dos
principales factores extrinsecos que influyen en el crecimiento son la temperatura y
el alimento. A temperatura controlada, el crecimiento depende principalmente de la
cantidad pero también de la calidad del alimento que se suministre.

El camarén de salmuera Artemia franciscana es un organismo filtrador no
selectivo, lo cual indica que, siempre y cuando esté dentro de un intervalo de
tamafno adecuado, el alimento particulado que se le suministre sera filtrado e
ingerido. Bajo condiciones controladas, el suministro de alimento se puede hacer
de varias formas, entre otras disminuyendo la concentracién de organismos en
paralelo con su desarrollo para mantener constante el aporte de alimento, o
incrementando la racion suministrada mientras la concentracion de organismos
permanece constante. Cuando se pretende evaluar el crecimiento de un organismo
con relacion a su dieta, es fundamental que el suministro del alimento sea
adecuado a sus necesidades.

La diatomea Chaetoceros muelleri que se conoce mas comunmente como
CHGRA (Chaetoceros gracilis), es reconocida como una de las dietas mas
completas y eficientes para fines de acuicultura. Es la mas popular para el cultivo
de larvas de peneidos en el noroeste de México, y probablemente a nivel mundial
(Lopez-Elias et al., 2003). Se ha utilizado con éxito para la cria de larvas de
bivalvos (Brown et al., 1997; Lora-Vilchis y Doktor, 2001; Lora-Vilchis et al., 2004 a,
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b) y como dieta de maduracion para sus reproductores (Saucedo-Lastra, 2001).
Naegel (1999) y De Micco y Hubbard (2001) la consideraron entre las dietas vivas
mas apropiadas para el cultivo de A. franciscana.

Las caracteristicas quimicas de una microalga que en gran medida
determinan su calidad nutricia, pueden variar dependiendo de diversos factores
entre los cuales se encuentran los parametros de cultivo, la metodologia de cultivo,
y la fase de cultivo. Es posible mantener aproximadamente constantes las
caracteristicas de composicidn y concentracién de la biomasa mediante la técnica
de cultivos semicontinuos (Fabregas et al., 1996, 1998). Esta forma de cultivo,
ademas de mantener las caracteristicas de composicion quimica y concentracion
constantes, requiere de menor espacio y menos mano de obra en comparacion
con la técnica de cultivos terminales escalados, que es la tradicional en los
sistemas de produccion masiva para fines comerciales (Lopez-Elias y Voltolina,
1993; Trujillo-Valle y Voltolina, 1994). Con esta técnica parte del cultivo se cosecha
diariamente generalmente al final de la fase exponencial, y este volumen es
restituido por medio de cultivo fresco (Abalde, et al. 1995).

Objetivos

General

-Encontrar las condiciones mas adecuadas de alimentacion para el cultivo de
A. franciscana empleando como alimento diferentes concentraciones de la
microalga C. muelleri durante los primeros siete dias de desarrollo posembrionario.

Particulares

-Determinar el efecto de diferentes raciones de C. muelleri sobre el
crecimiento de Artemia franciscana

-Medir la tasa de filtracion y el crecimiento de A. franciscana durante los
primeros siete dias después de la eclosion empleando diferentes concentraciones

de C. muelleri.
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Materiales y métodos
Cultivo de microalgas

Los cultivos de Chaetoceros muelleri fueron iniciados a partir de un inéculo de
proporcionado por el laboratorio de microalgas del CICESE-Ensenada, en el cual
esta especie se mantiene con clave CHM-1.

Los recipientes de cultivo empleados fueron garrafones de 18 L, mantenidos
con un volumen de 15 L de medio f/2 preparado con una doble concentracion de
silicatos (Guillard, 1972). La temperatura de cultivo fue de 22 + 1°C, la salinidad fue
de 34 a 36 UPS con iluminacion continua de 100-120 pmol-m?-s™ mediante 6
lamparas de luz fluorescente de 75 W y la agitacion se mantuvo por burbujeo con
aire filtrado hasta 1 ym y adicionado con un flujo ligero de CO,, con el fin de
mantener el pH controlado en 8 + 0.5. La concentracién de las microalgas se
verifico diariamente al momento de la cosecha mediante conteos directos con una
camara de Neubauer y, aunque los conteos se realizaron inmediatamente después
del muestreo, las muestras se fijaron con lugol para facilitar el conteo y para una
eventual comprobacion posterior de los resultados. El porcentaje de dilucidén diario
en este experimento fue del 50%, lo cual equivale a 1 duplicacién celular-dia™.

Una vez que los conteos diarios demostraron que las variaciones de la
concentracion celular media no superaban el 10 % por lo menos durante cuatro
dias, se procedié a emplearlos como alimento. Diariamente se revisaron muestras
de estos cultivos al microscopio para detectar posibles contaminaciones
principalmente por protozoarios.

En dias alternos, se obtuvieron muestras de cada cultivo para determinar el
contenido organico y la composicién quimica en proteinas carbohidratos y lipidos
de la biomasa.

El volumen celular de la microalga fue calculado con base en las dimensiones
de la especie, cuyas células tienen una forma cilindrica. El contenido de carbono
(en pg-cel’) se calculd con las expresiones propuestas por Menden-Deuer y
Lessard (2000) para diatomeas: log C =-0.541 + 0.811 log V, donde C = contenido

de carbono y V = volumen celular en um?.
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Analisis quimico de la biomasa microalgal

La composicion quimica microalgal se refirio al peso seco de la biomasa
celular, y se determiné filtrando por triplicado un volumen de 10-12 mL de cultivo
con una concentracion celular conocida (aproximadamente 3-3.5 mg de peso seco)
que es la cantidad de biomasa que la membrana GF/C de 25 mm de diametro
permitio filtrar con facilidad. Estas muestras se lavaron con 2-3 mL de formato de
amonio al 3%, con el fin de sustituir la sal marina. Las membranas empleadas se
lavaron previamente con agua destilada, se calcinaron por cuatro horas y se
pesaron en una balanza analitica (0.01mg) hasta alcanzar un peso seco constante.

Estas muestras se secaron a 65°C hasta obtener peso constante, con lo cual
se eliminé el formato de amonio que se evapora a 54 °C y posteriormente se
incineraron en una mufla a 450 °C durante 14 h y se pesaron para obtener el peso
seco de las cenizas y calcular por diferencia el peso seco de la materia organica
presente en cada muestra (Sorokin, 1973).

Al mismo tiempo, se tomaron muestras por triplicado para la determinacion de
la composicion quimica de la biomasa microalgal. Los métodos empleados fueron
el descrito por Lowry et al. (1951) para proteinas, el de Dubois et al. (1956) para
carbohidratos y los lipidos se evaluaron segun Pande et al. (1963), previa
extraccién con la técnica de Bligh y Dyer (1959).

El contenido energético del alimento microalgal se calculd utilizando las
constantes de equivalencia energética de cada componente organico, que son
23.65, 17.16 y 39.56 KJ-g'1 para proteinas, carbohidratos y lipidos,
respectivamente (Gnaiger, 1983).

Obtencién de nauplios

Los nauplios de A. franciscana se obtuvieron por eclosion de quistes
comerciales (INVE Aquaculture, Bélgica, Argentemia BP1207N), segun la técnica
descrita por Van Stappen (1996) y Merchie (1996). Esta consiste en tratamiento de
los quistes, previamente hidratados durante dos horas en agua destilada a 28 °C,
con una solucién comercial de hipoclorito de sodio al 6% (Cloralex) durante 3-4 min

(15 mL-g” de quistes) hasta cuando ocurra el cambio de coloracién a rojo naranja.
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En ese momento los quistes se lavan con agua corriente y con una solucion de
tiosulfato de sodio al 1%. Los quistes asi tratados se incubaron en garrafones
invertidos y con el fondo horadado para el suministro de aireacién continua, en 15
L de agua marina filtrada a 1 ym, a 28 £ 1 °C y con iluminacion continua mediante
focos fluorescentes.

En estas condiciones y después de este pretratamiento, la eclosion ocurrié
después de 12 a 14 h, al final de las cuales los nauplios se cosecharon
aprovechando su fototropismo positivo durante 90 min por sifoneo con una
manguera de 4 mm (D.l.). Los nauplios que eclosionaron y fotomigraron durante
los primeros 90 min se eliminaron para homogeneizar la poblacion de organismos
a utilizarse en los experimentos en cuanto a su tamafno y etapa de desarrollo.

Cultivo de Artemia franciscana

Estos nauplios recién eclosionados se distribuyeron en garrafones de plastico
invertidos de 18 L empleados como camaras de incubacion, en un volumen de 15
L de agua marina filtrada (1 ym) y se mantuvieron a 28 + 1°C, con una salinidad de
36 UPS, con aireacion continua y en la oscuridad. Los nauplios permanecieron sin
alimento, a una densidad de 25 organismos'-mL™ durante las primeras 24 h,
después de las cuales se encontraban en la fase de metanauplio |. A este punto,
los organismos se distribuyeron en nueve recipientes de cultivo similares al anterior
en igual volumen de agua marina filtrada, pero a una concentracion de 1
organismo-mL'1 y a una temperatura de 24 + 1°C.

Diariamente se hizo un recambio de agua eliminando las heces y el alimento
sobrante por sifoneo a través de un tamiz con luz de malla de 150-250 ym segun la
fase de cultivo, y reponiendo el agua eliminada con agua filtrada a la misma
temperatura de cultivo, de manera que los organismos siempre quedaran en
suspension. Diariamente se suministré alimento fresco y se usaron como testigo
cuatro recipientes adicionales con microalgas y sin organismos, con el fin de
detectar posibles cambios en la disponibilidad de alimento.

El efecto de cada racion sobre el crecimiento, fue evaluado mediante la

medicion diaria de la longitud y del peso seco total y organico de los organismos.
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Para la determinacion del peso seco, se concentraron muestras de un numero
conocido de organismos en una membrana GF/C, que fueron tratadas como en el
caso de las microalgas. Para la determinacion de longitud, en muestras de 20
organismos de cada recipiente de cultivo fueron fijadas segun las indicaciones de
Correa-Sandoval y Buckle-Ramirez (1993) y posteriormente fueron medidos con
una regleta semimicrometrica en un estereomicroscopio.

Alimentacion de A. franciscana con diferentes raciones de C. muelleri

Este experimento se llevd a cabo en tres fases sucesivas: la primera duré solo
tres dias, empleando tres concentraciones de C. muelleri que fueron 100-103,
300-10% y 600:10° cel-mL™", para seleccionar la que produjera mayor crecimiento de
los organismos. La segunda fase duré cinco dias. En los primeros tres se
suministrd la concentracion seleccionada en la primera fase y durante los dias 4° y
5° se suministraron otras tres concentraciones de alimento que fueron 300-10°,
600-10° y 900-10° cel-mL™. En la tercera fase que duré 7 dias, se emplearon las
concentraciones que, de acuerdo a las dos experiencias anteriores, dieron los
mejores resultados y para los dias 6° y 7° se suministraron tres concentraciones
mas elevadas de alimento que fueron 600:10°, 900-10% y 1200-10° cel-mL™" para
nuevamente seleccionar la que produjera el mejor crecimiento en este periodo de
6-7 dias.

En cada caso, las raciones se suministraron diariamente después del
recambio matutino de agua y por la tarde se hizo un reajuste de concentraciones
(18:00 h) para mantener la concentracion deseada. En todos los casos, se
emplearon tres repeticiones y los conteos de células se hicieron mediante camara
de Neubauer.

Tasa de ingestion de A. franciscana

La tasa de ingestion de alimento ( /) de los organismos filtradores se define
como la cantidad de alimento ingerido por un organismo por unidad de tiempo
(Paffenhofer, 1971). Esta tasa se determiné mediante la expresion, modificada de
Albentosa et al. (1997):
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I'=V[(Ci-(Ci*Cc))- Coint
Cc = (Ce Ce)/Coi

Donde / = células-org’-h™, C; y Cr= concentraciones inicial y final en el medio
en células-mL™" durante el periodo t que es la duracion del experimento en horas, V
es el volumen del medio, C. es la correccidn por variacion en el control, C;jy Ccf
son las concentraciones al inicio y al final en el recipiente control y n es el numero
de organismos. Estos valores se expresaron también en unidades de peso de
acuerdo con los valores equivalentes de peso seco de este alimento.

Para la determinacion de la tasa de ingestion, se realizaron experimentos
diarios en camaras de incubacion de 125 mL, a la misma temperatura y salinidad
de los experimentos de alimentacién, con un suministro continuo de aire desde el
fondo de la camara para mantener en suspension el alimento y aportar el oxigeno
necesario. Los recipientes se colocaron en un bafo termorregulado y los
organismos se adicionaron en una concentracién de 1-2 org-mL” segun su
tamarno, en un volumen total de 100 mL de agua marina filtrada (1um). El alimento
se suministré en la misma concentracién que la usada en los recipientes de cultivo
y las camaras fueron mantenidas en la obscuridad. Los organismos permanecieron
en estas condiciones durante 5-12 h. Los experimentos se hicieron con cinco
repeticiones, empleando ademas dos controles sin organismos para cada racion,
con el fin de corregir los posibles cambios en la concentracion de microalgas.

Alas 0, 3, 5 0 12 h se obtuvieron muestras de 10 mL del medio de incubacion
a través de un tamiz de 30 um, las cuales fueron fijadas con lugol y posteriormente
se determino la concentracion celular mediante conteos en camara de Neubauer.

Analisis de resultados

Como principales variables de respuesta se utilizaron los datos diarios de talla
y de peso. Estos fueron comparados mediante pruebas de ANOVA de una via
cuando los datos fueron normales y homoscedasticos. Cuando alguna de estas
condiciones no se cumplié, se utilizé la prueba equivalente no paramétrica de

Kruskal-Wallis y cuando se encontraron diferencias significativas se realizaron las
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pruebas de comparaciones multiples de Tukey o de Dunn (Zar, 1999). En todas las
pruebas se utilizd un nivel de significancia de a=0.05.

Los resultados de la tasa de ingestion se transformaron en biomasa seca
ingerida por individuo y por dia, que se reporta en porcentaje del peso seco del

organismo.

Resultados y discusién
Caracteristicas de Chaetoceros muelleri
La concentracion media de los cultivos semicontinuos microalgales se
mantuvo entre 4-5-10° cel-mL™. El peso seco total fue 58.5 pg-cel™’, con un 63.5 %
de contenido organico. El contenido de lipidos fue superior en 28% al de las
proteinas, que son en general la fraccion organica dominante de las microalgas
(Tabla 1). Esto pudiera indicar que a pesar de la tasa de dilucion relativamente
elevada, los cultivos se encontraban en una fase avanzada de crecimiento

desacelerado.

Tabla 1. Caracteristicas de la microalga Chaetoceros muelleri. VValores promedio +
EE. n = 4 para los analisis quimicos y el peso. n = 160 para las dimensiones.
PS = peso seco total, EE = error estandar.

Caracteristicas

Dimensiones (um) 6.5x5.5
Peso seco total (pg - cel™) 58.5+2.6
Peso seco organico (pg - cel™) 37117
Volumen celular (um? - cel™) 127.6 +10.2
Contenido de carbono (pg - cel™) 14.7+£11
Proteinas (pg - cel™) 14.1+3.3
Carbohidratos (pg - cel™) 41+0.6
Lipidos (pg - cel™) 18.9+24
Contenido energético (J - mg'PS) 15.5
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Efecto de la concentracién sobre el crecimiento de Artemia franciscana

Durante las primeras 48 h, los crecimientos en talla fueron similares con todas
las raciones suministradas, mientras que las longitudes finales indican un efecto de
la cantidad de alimento, con diferencias significativas en los tres casos.

A pesar de las diferencias en longitud, las pruebas de analisis de varianza no
indicaron diferencias significativas entre los valores de peso seco total y organico
durante los primeros tres dias (Tabla 2), lo cual parece indicar que en esa fase de
desarrollo se suministré una cantidad de alimento superior a la necesaria, aun con
la menor concentracion. También es posible que los organismos todavia contaran
con un suministro energético procedente de residuos de vitelo, en vista de que

estas pruebas se realizaron a una temperatura de 24 °C.

Tabla 2. Media + error estandar (n=3) de la longitud y peso seco total y organico de
A. franciscana cultivada durante los tres primeros dias de desarrollo
posembrionario con tres raciones de C. muelleri. Letras iguales indican valores
homogéneos para el mismo dia (analisis de varianza de una via, a=0.05 y prueba
de Tukey).

Concentracién -10° cel-mL™

Edad
100 300 600

(dias)
Longitud 1 0.72+0.01a 0.73+0.01a 0.73+0.01a
(mm) 2 092+0.01a 0.91+0.01a 0.93+0.01a
1.13+0.01a 1.22+0.02b 1.28+0.01c
Peso seco 1 591+ 0.4a 59+04a 591 04a
(ug-org™) 2 6.9 + 0.5a 9.5+ 2.3a 9.0+ 1.2a
3 11.3+1.7a 109+ 2.8a 13.6 + 1.4a
Peso organico 1 3.2+0.1a 3.2+0.1a 3.2+0.1a
(ug-org'1) 2 3.3+0.3a 44 +0.8a 44 +£0.8a
3 5.3+ 0.6a 6.0+ 1.0a 8.0+1.2a
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Por otra parte, a estas edades el incremento en longitud fue mas sensible a la
cantidad de alimento suministrado, y se noté una tendencia del peso a aumentar a
raciones mayores, por lo cual se selecciond la concentracién intermedia (300-10°
cel'mL™") para la segunda fase de este experimento a estas edades.

Los resultados de la siguiente fase (Tabla 3) muestran una mayor longitud fue
en organismos alimentados con la mayor concentracion y no se encontraron
diferencias entre las dos menores. Las mismas diferencias se encontraron también
para los datos finales de peso, por lo cual durante los dias 4 y 5 de la ultima

prueba C. muelleri se suministraron 900-10° cel-mL™.

Tabla 3. Media + error estandar (n=3) de la longitud, peso seco total y organico de
A. franciscana cultivada durante los dias 4 y 5 de desarrollo posembrionario con C.
muelleri. Letras iguales indican datos homogéneos para el mismo dia (analisis de
varianza de una via, a=0.05 y prueba de Tukey). La longitud, el peso seco y el
organico al dia 3 fueron 1.2 £ 0.0 mm, 11.9 + 1.2y 8.0 + 0.9 ug-org™".

Edad Concentracién -10° cel-mL™”

(dias) 300 600 900
Longitud 4 1.52+0.00b 1.63+0.02b 1.22+0.01 a
(mm) 5 1.81+ 0.01 a 1.87 +0.01 a 2.10+0.01 b
Peso seco 4 16.72 +3.40 a 13.73+2.06a 19.64+2.18 a
(ug-org™) 5 19.85+0.70 a 2493 +3.82a 31.85+3.42b

Peso organico 4 9.82 +3.91a 10.15+0.94a 13.50%£1.02 a
(ug-org™) 5 11.54 +0.35a 1494+231a 21.03%1.83b

Los resultados de longitud registrados en la tercera fase (Tabla 4) indicaron
que el crecimiento de A. franciscana fue significativamente menor a la
concentracion mas baja y no se encontraron diferencias significativas entre las

tallas finales de los organismos alimentados durante el sexto y el séptimo dia con
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900-10° y 1200-10° cel'mL™. Para esta prueba, no se cuenta con datos finales de

peso que puedan corroborar este resultado.

Tabla 4. Media + error estandar (n = 3) de la longitud de Artemia franciscana
alimentada con tres raciones de Chaetoceros muelleri durante los dias 6 a 7 de
desarrollo posembrionario. Letras iguales indican datos homogéneos para el
mismo dia (analisis de varianza de una via, a=0.05 y prueba de Tukey). La longitud
al 5° dia fue de 1.68 £ 0.04 mm.

Edad Concentracion-10° cel-mL”’
(dias) 600 900 1200
Longitud 6 1.83 £ 0.06a 1.90+0.07a 1.85+0.01a
(mm) 7 2.58 +0.06 a 281+0.08b 285+0.06b

De acuerdo a los resultados de estas pruebas las concentraciones mas
adecuadas resultaron ser 300-10° cel-mL™" para los primeros tres dias, 900-10°
cel-mL™" durante el 4° y el 5° dia y 1,200:10° cel-mL™ para el periodo del 6 al 7° dia.
Estas raciones permitieron un crecimiento comparable al previamente reportado
para periodos similares de crecimiento de A. franciscana con Dunaliella salina
(Sick, 1976), o con otras dietas que se han definido como adecuadas para el
cultivo de Artemia (Lavens y Sorgeloos, 1991), incluso cuando el cultivo tiene fines
de produccién (Naegel, 1999).

Estos valores corroboran que esta microalga es un alimento de buena
calidad para A. franciscana, lo que queda confirmado por la supervivencia que se
encontré en las tres fases de este experimento, la cual varié entre 89 y 100% sin
diferencia significativa entre los diferentes tratamientos.

Tasa de ingestion de A. franciscana

Las tasas de ingestion de A. franciscana variaron de manera directamente
proporcional con la racion suministrada (Tabla 5), en forma similar a lo reportado
por Reeve (1963 a, b) y coinciden con los datos de su trabajo sobre Artemia salina

alimentada con Phaeodactylum ftricornutum, con Dunaliella tertiolecta y con
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Chlorella stigmatophora. En ambos casos se muestra una correspondencia con
respecto a la etapa de desarrollo.

Este comportamiento de ingestién proporcional a la concentracidon de alimento
disponible parece ser general y ha sido encontrado en muchas especies de
filtradores entre ellos algunos moluscos (Beiras et al., 1994; Riisgard, 2001). Por
otra parte este comportamiento se presenta generalmente solamente hasta
alcanzar una concentracién critica, por arriba de la cual la ingestion permanece
constante, esto se ha observado en Daphnia magna (McMahon y Rigler, 1963) y
en el copépodo Calanus pacificus (Frost, 1972).

Si la actividad de filtracion de A. franciscana siguiera este mismo patrén, los
resultados de las experiencias realizadas en este trabajo, indican que esa
concentracion no fue alcanzada, en vista de que durante los primeros seis dias, la
cantidad de alimento ingerida diariamente por un organismo fue cercana y en
algunos casos incluso mayor que su propia biomasa, pero durante el séptimo dia la
ingestion disminuyo en forma notoria, entre el 53 y el 61% del peso individual.

Esta disminucion fue posiblemente debida a la relacibn alométrica
metabolismo:biomasa que es una caracteristica bien conocida para todos los seres
vivos (Kleiber, 1932; Schmidt-Nielsen, 1997; Randall et al., 2001), ademas de un
probable incremento en la eficiencia de asimilacion, que algunos investigadores
han reportado a partir de la fase de desarrollo MN IV de A. franciscana (Eviemo y
Olsen, 1999; Evjemo et al., 2000).
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Tabla 5. Tasas medias de ingestion de A. franciscana (+ Error estandar)
alimentada con C. muelleri suministrada en diferentes concentraciones durante los
primeros siete dias de desarrollo posembrionario. Se muestra ademas la biomasa

en relacion al peso seco del organismo (n = 3).

2° dia 3°dia
Concentracién -10° cel-mL™" Concentracién -10° cel-mL™"
Ingestion 100 300 600 100 300 600
(10°cel-org’h")  5.23 5.57 7.63 3.49 6.28 9.53
(1.3) (0.92) (2.30) (1.20) (1.82) (2.12)
(ug PS-orgtd?  7.34 7.82 10.71 4.89 8.81 13.38
(1.62) (1.15) (3.22) (1.68) (2.45) (2.95)
% de PS del 106.40 82.30 119.00 43.40 80.90 98.4
organismo (22.48) (11.20) (34.20) (14.20)  (22.03)  (20.24)
4° dia 5° dia

Concentracion -10° cel- mL™’

Concentracién -10° cel- mL™’

C 300 600 900 300 600 900

(10°cel-org™h")  9.91 8.68 22.76 11.76 18.25 30.28
(2.10) (3.01) (4.92) (1.96) (4.20) (4.87)

(ug PS-org’-d"’  13.91 12.19 31.96 16.51 25.62 42.51
(2.91) (4.22) (6.52) (2.70) (5.89) (7.21)

% de PS del 83.3 89.0 163.0 83.38 102.9 133.70

organismo (16.24) (30.81) (33.25) | (14.20) (20.31)  (22.73)

6° dia 7° dia

Concentracién -10° cel-mL™"

Concentracion -10° cel-mL™’

C 600 900 1200 600 900 1200

(10%cel-org™-h")  24.43 25.48 4417 16.03 27.52 45.41
(3.20) (2.90) (7.23) (2.32) (4.31) (5.74)

(ug PS-org’-d?  34.30 35.77 62.01 22.50 38.63 63.76
(4.41) (3.86) (10.15) (3.79) (6.00) (7.90)

% de PS del 108.3 89.4 103.4 60.8 52.9 61.3
organismo (13.92)  (10.20) (14.80) | (10.20) (8.22) (8.00)
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Segundo experimento: evaluacion de la calidad nutricia de la microalga Chlorella

capsulata para Artemia franciscana

Introduccién

Las cloroficeas del género Chlorella se utilizan especialmente para el cultivo
de algunos invertebrados dulceacuicolas como rotiferos y claddceros, pero no son
mencionadas con frecuencia para la alimentacion de organismos marinos
(Coutteau, 1996), aunque es necesario mencionar que se encuentran todavia en
literatura algunas referencias sobre el uso de una especie marina de Chlorella
para el cultivo masivo de Brachionus plicatilis, la cual fue identificada
posteriormente como la eustigmatofita Nannochloropsis oculata (Fulks y Main,
1991). En particular, C. capsulata fue evaluada positivamente por James y Abu-
Rezeq (1988) para el cultivo de Brachionus plicatilis. En el caso de Chlorella para
el cultivo de Artemia, destacan las opiniones contrastantes de Sick (1976) y de
Sotolongo (1988): el primero encontré que Chlorella no es una dieta adecuada
para este organismo, mientras que el segundo reporté buenos resultados con una
dieta basada en 1.1 x 10° cel-mL™" de Chlorella sp.

Esta microalga se selecciond en este trabajo como un alimento de prueba
para determinar su calidad para Artemia franciscana, empleando como control a la
diatomea Chaetoceros muelleri en vista de que el éxito de una dieta para un
organismo se puede relacionar con alguno de sus parametros de viabilidad o
crecimiento, que pueden ser desde los mas generales tales como la
supervivencia, hasta los especificos como son el crecimiento en talla o en peso y
la velocidad de su desarrollo, que deben ser comparados con una referencia
conocida, es decir con los efectos de otros alimentos y para este fin se requiere
del suministro de una equivalencia de estas dietas, que puede ser medida en
forma sencilla en numeros de células si las dietas tuvieran igual volumen o cuando
esto no ocurre, el suministro puede ser medido en una cantidad equivalente en
energia o de biomasa organica (Albentosa et al. 1996).

Otras maneras de suministro incluyen una equivalencia en el contenido de

carbono, el suministro para una tasa de ingestion maxima (Sick, 1976) y el empleo
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de una fraccion del peso corporal del organismo y si se conoce la relacion entre el
crecimiento medido por el peso en funcion del tiempo, se puede calcular la racion
de acuerdo con esto en forma anticipada (Owen et al. 1998). En esta experiencia
se optd por utilizar raciones equivalentes en biomasa organica y tomar como
punto de comparacion el crecimiento inducido por C. muelleri, previamente
demostrado como alimento de buena calidad para este organismo.

Objetivo

Evaluar la calidad nutricia de la microalga Chlorella capsulata para Artemia

franciscana, empleando como dieta control a Chaetoceros muelleri, mediante la
cuantificacion del consumo de alimento y de la eficiencia de su utilizacion en
términos de crecimiento en talla, peso, supervivencia y desarrollo durante los
primeros siete dias poseclosion.

Materiales y métodos

La microalga Chlorella capsulata (UTEX/LB2074), fue suministrada por el
cepario de microalgas del CIBNOR. Para la microalga C. muelleri el origen, la
técnica y las condiciones de cultivo fueron las mismas indicadas en el primer
experimento. Con el fin de aumentar la produccién de Chlorella capsulata se
modifico la tasa de dilucion diaria y la temperatura se incrementd, pero todos los
demas factores de cultivo excepto la adicion de silicatos, se mantuvieron iguales a
los de Chaetoceros muelleri. El porcentaje de dilucion diaria se mantuvo en 37% y
la temperatura del medio de cada recipiente se mantuvo en 27 £+ 1 °C con un
calentador Ebbo-Jagger de 40 W. El volumen de Chlorella capsulata se calcul6
considerandola un ovoide a partir de sus dimensiones, el contenido de carbono se
calculé con base en la relacién propuesta por Menden-Deuer y Lessard (2000)
para no diatomeas log C =-1.026 + 1.088 log V
Donde C = contenido de carbono en pg-cel™ y V = volumen celular en um?.

La produccién, cosecha de los nauplios y las condiciones de cultivo fueron
muy similares a los que se utilizaron en el primer experimento. Los cambios
principales que en esta experiencia se efectuaron fueron:

-la temperatura de cultivo de los organismos se mantuvo en 28 + 0.5 °C

-la concentracién inicial de nauplios de 1.7-2.0 organismos-mL"™"
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-las raciones empleadas 0.3, 0.6 y 1.2:10° cel'mL"-d”" de C. muelleri y 0.75,

1.5y 3.0:10° celmL™-d™" de C. capsulata.

En ambos casos estas raciones son equivalentes a 11.7, 23.4 y 46.8 mg-I"-d"
! de materia organica seca, que corresponden respectivamente al 42.5, 85y 170%
de la racion que Evjemo y Olsen (1999) encontraron adecuada para obtener la
maxima tasa de crecimiento de A. franciscana.

Antes del recambio diario de agua, se obtuvieron muestras de cada acuario
con el fin de evaluar:

-el consumo de alimento segun la expresion mencionada en el primer
experimento

-las fases de desarrollo y los respectivos porcentajes de instar presentes
para el calculo del indice de desarrollo

-el crecimiento en talla y peso de los organismos sometidos a los seis
tratamientos

-la supervivencia

La fase de desarrollo fue determinada en los organismos muestreados para
determinacién de su longitud, usando como base la escala de Schrehardt (1987).
En esta escala la fase instar 1 corresponde al estadio de nauplio, las de instar 2 —
5 a metanauplio | - IV, las instar 6 - 12 equivalen a postmetanauplio | — VIl y las de
instar 13 - 19 a postlarva | - VII. Con estos datos se calculé el indice de desarrollo
( ID ) segun Villegas y Kanazawa (1979), utilizando la ecuacion:

ID=N">"4
Donde A es el valor numérico equivalente a la fase instar de cada organismoy N
es el numero de organismos presentes en la muestra.

Al final se calculé el factor de conversion alimenticia o FCA, como la
proporcion entre la cantidad de alimento suministrado y el incremento en biomasa,
asi como la eficiencia de crecimiento (K;) (Grodzinski et al. 1975), que es la
proporcion entre el incremento en biomasa y el peso del alimento ingerido,
expresada en porcentaje. En ambos casos, estos indicadores se calcularon con
base en los pesos secos organicos individuales, tanto de suministro e ingestion,

como de los organismos.
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Resultados y discusion

La concentracion media de los cultivos microalgales se mantuvo entre 8-10 y
4-5 -10° cél'mL™" para Chlorella capsulata y Chaetoceros muelleri. Las microalgas
usadas en este experimento tienen diferente tamafo, y por consecuencia diferente
volumen y peso individual. La composicién quimica también fue diferente, en
especial debido al alto contenido de carbohidratos de C. capsulata (27.6% en
comparacion con 13.5% de C. muelleri). Por otra parte, el contenido energético de
la biomasa organica resulté similar, entre 28.8 y 30.4 J-mg™, equivalentes a 19.5 y
17.0 J-mg'1 de peso seco total de C. muelleri y de C. capsulata, respectivamente
(Tabla 6).

Tabla 6. Caracteristicas de las microalgas Chlorella capsulata y Chaetoceros
muelleri. Valores promedio * error estandar, n = 8 para los analisis quimicos y el
peso. n = 160 para las dimensiones. PS = peso seco total.

Caracteristicas Chlorella capsulata Chaetoceros muelleri
Dimensiones (um) 44x3.2 6.6 x5.2
Peso seco total (pg - cel™) 29.7+33 58.5+2.6
Peso seco organico (pg - cel™) 15.2+1.2 40.0+ 2.6
Volumen celular (um® - cel™) 417 +5.8 137.0+£9.3
Contenido de carbono (pg- cel™) 56+0.9 15.0+£0.8
Proteinas (pg- cel™) 4.8+0.4 15.9+ 0.6
Carbohidratos (pg- cel™) 42+04 54104
Lipidos (pg- cel™) 6.3+0.6 18.7 1.0
Contenido energético (J- mg™' PS) 17.0 19.5

Una vez corregidas con los datos de mortalidad por muestreo, las
supervivencias medias calculadas globalmente al final del experimento, fueron del
99% para los organismos alimentados con C. muelleri y del 95% con C. capsulata,
y la prueba de andlisis de varianza de dos vias no encontré diferencias
significativas entre raciones o entre dietas (P >0.05). Esto indica que en todos los
casos la cantidad de alimento suministrada fue suficiente para el mantenimiento

de los organismos.
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Por otra parte, el crecimiento de los organismos alimentados con Chlorella
capsulata fue notablemente inferior, tanto en longitud (Fig. 1) como en peso seco
total (Fig. 2). Ademas se notaron también diferencias relacionadas con las
raciones, que se hicieron evidentes en diferentes dias dependiendo de la
microalga y de la cantidad suministrada. Diferencias similares se observaron
también comparando el incremento progresivo en peso organico individual y en el

indice de desarrollo.
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Figura 1. Longitud total de Artemia franciscana, alimentada con Chlorella

capsulata (a) y con Chaetoceros muelleri (b) durante los primeros siete dias de
desarrollo posembrionario (n = 3). Raciones equivalentes a 1.7 (), 23.4 (A) y

46.8 (0) mg-L"-d" de peso organico. Promedio y barras de error estandar. Nétese

la diferencia en la escala de longitud.
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Figura 2. Peso seco total de Artemia franciscana, alimentada con Chlorella

capsulata (a) o con Chaetoceros muelleri (b) durante los primeros siete dias de

desarrollo posembrionario (n = 3-4). Raciones equivalentes a 1.7 (0), 23.4 (A)y

46.8 (0) mg-L™"-d™ de peso organico. Promedio y barras de error estandar. Nétese

la diferencia de la escala de peso.
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Las primeras diferencias en talla y en indice de desarrollo se notaron al final
del tercer dia de cultivo, por lo cual los valores de este dia, junto con los datos
finales al séptimo dia, se seleccionaron para la comparacion estadistica de los
resultados.

Estas pruebas indicaron que la alimentacion de A. franciscana con la
microalga C. muelleri indujo un crecimiento significativo mayor tanto en peso como
en longitud, y que con ambas dietas las mayores raciones produjeron los mayores
incrementos en talla y en peso organico individual. Ademas, se observaron
diferencias importantes en la tasa de desarrollo, principalmente relacionadas con
el tipo de alimento microalgal. Al final del periodo de experimentacion se encontrd
que los valores medios de longitud y del indice de desarrollo fueron
aproximadamente del doble con la dieta de C. muelleri y el peso organico fue casi
de siete veces mayor. También se encontré una relacién con la racién diaria, en
este caso solo para los cultivos que recibieron C. muelleri (Fig. 3).

El consumo de alimento fue similar con las raciones correspondientes de
cada dieta, y varié entre el 79 y el 97% de la cantidad suministrada.

El factor de conversion alimenticia fue 8-14 veces mayor en el caso de la
dieta de C. capsulata mientras que la eficiencia de crecimiento resulté de 7-10
veces mayor para los organismos alimentados con C. muelleri. (Tabla 3, Anexo 1,
p. 120. Lora-Vilchis y Voltolina, 2004)
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Figura 3. indice de desarrollo de A. franciscana alimentada durante los primeros
siete dias de desarrollo posembrionario con Chlorella capsulata (a, b y c) y con
Chaetoceros muelleri (d, e, f) en tres raciones equivalentes.ayd =117, by e =

23.4,cyf=46.8mg-L"-d". Valores promedio y barras de maximos y minimos.
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Tercer experimento: evaluacidn de calidad nutricia de las microalgas

Nannochloropsis oculata e Isochrysis sp. para Artemia franciscana

Introduccién

La microalga Isochrysis sp., es conocida en acuicultura comercial como
TISO, T-ISO o Isochrysis Tahiti, es la microalga con el mayor volumen de
produccion a nivel mundial en los laboratorios de produccion de larvas y semilla
de moluscos (Coutteau y Sorgeloos, 1992; Coutteau, 1996), aunque existen
algunos cuestionamientos sobre su superioridad como dieta para la alimentacion
de juveniles de varias especies de bivalvos (Cordero-Esquivel y Voltolina, 1994;
Lora-Vilchis et al., 2004b). De acuerdo a los resultados de Evjemo y Olsen (1999),
el crecimiento 6ptimo de Artemia franciscana se obtiene con una dieta basada en
esta especie.

Nannochloropsis oculata es seguramente la microalga mas ampliamente
utilizada a nivel mundial para la alimentacion de organismos filtradores, ya que
esta especie es usada tradicionalmente en todos los laboratorios de produccién de
larvas de peces para el cultivo del rotifero Brachionus plicatilis (Fulks y Main,
1991; Dhert, 1996). No existen muchos antecedentes sobre otros usos de esta
microalga para fines de acuicultura y en especial para Artemia, el unico
antecedente que se encontré fueron algunos resultados de crecimiento en longitud
reportados por Tizol-Correa (1994), que la define como adecuada para la
produccion comercial de A. franciscana, aunque los datos de talla que reportd
parecen indicar un crecimiento menor del que se reporta en general con otros
tipos de dieta, este fue un aspecto que se consideré para su seleccién en el
presente trabajo.

Eviemo y Olsen (1999) evaluaron las concentraciones de alimento y de
organismos adecuadas para un crecimiento Optimo de A. franciscana, que
incluyen el crecimiento hasta el 120 dia de cultivo. Estos autores concluyen que la
concentracion minima para el crecimiento optimo de A. franciscana debe ser de
10 mg de C-L™" que equivalen a 27.5 mg de biomasa organica de Isochrysis sp., y

que la tasa de crecimiento puede ser mantenida en su valor maximo con esta
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racion, ajustando progresivamente la concentracion de organismos de acuerdo a
su edad.

En el presente trabajo se seleccionaron como dietas de prueba a las
microalgas Nannochloropsis oculata, Isochrysis sp. empleando Chaetoceros
muelleri como dieta control. Debido a que el crecimiento que Evjemo y Olsen
(1999) reportaron para A. franciscana como Optimo empleando como dieta a
Isochrysis sp. y que las condiciones en que realizaron sus experiencias fueron
similares a las condiciones de laboratorio de esta experiencia, se decidié emplear
la misma racion pero con una menor concentracién inicial de organismos que se
mantuvo constante durante toda la prueba. El suministro de las microalgas
diferentes a Isochrysis sp. se calculd en cantidades equivalents a la biomasa
organica suministrada con Isochrysis sp..

El uso de N. oculata como dieta de pobre calidad en lugar de C. capsulata
cuyo bajo valor dietético se comprob6 en el segundo experimento, se debié a
problemas de contaminacion que no pudieron resolverse en tiempos utiles para
este trabajo.

Objetivo

Evaluar la calidad nutricia de las microalgas Isochrysis sp. y Nannochloropsis
oculata en dietas monoalgales preseleccionadas empleando Chaetoceros muelleri
como control, mediante la cuantificacion del consumo de alimento y de la
eficiencia de su utilizacion en términos de crecimiento en talla, peso y
supervivencia durante los primeros cinco dias poseclosion.

Materiales y métodos

Los resultados que se presentan a continuacion corresponden a los
obtenidos con un solo experimento con la microalga N. oculata y con tres
diferentes pruebas de alimentacidn con Isochrysis sp., los cuales se realizaron en
el Departamento de Acuicultura del CICESE en Ensenada. En todos los casos los
experimentos se llevaron a cabo con cuatro repeticiones y utilizando C. muelleri
como dieta control. La haptofita /sochrysis sp. (CCMP 1324) y la eustigmatofita
Nannochloropsis oculata (CCMP 525) fueron proporcionadas por el laboratorio de
microalgas del CICESE- Ensenada y por el area de Fitotecnia del CIBNOR, S. C.
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El cultivo de las tres microalgas, asi como la eclosién de los quistes y el cultivo de
A. franciscana se realizaron de acuerdo a las especificaciones del primer
experimento, realizando solo algunos cambios:

-la tasa de dilucion diaria en los cultivos microalgales fue del 25%, lo que

equivale a 0.41 duplicaciones celulares diarias

-la concentracion de organismos se mantuvo durante toda la experiencia en

1.7-2.0 organismos-mL"™" ajustando diariamente el volumen de los cultivos de

acuerdo con los cambios de densidad debidos a la mortalidad natural y a la

toma de las muestras para las determinaciones de peso y de longitud.

-la racién diaria se mantuvo en una biomasa equivalente e igual a 27.5 mg-L™

de peso seco organico

-el equivalente energético de las microalgas fue obtenido por calorimetria

directa, mediante la obtencién de muestras concentradas por centrifugacion

que fueron liofilizadas y prensadas en pastillas cuyo peso seco constante se

determind previamente, estas se quemaron en ambiente saturado de oxigeno

en una bomba calorimétrica semimicro, Parr 1425.

-debido a la alta mortalidad que se registré6 en los cultivos con la dieta

alternativa de peor calidad (N. oculata), la duracién de los experimentos fue

de cinco dias; la talla, el peso y el contenido energético de los organismos

fue evaluado solamente en los dias 0, 3 y 5, por lo menos en el caso de los

cultivos que dieron una suficiente cantidad de organismos y de biomasa.

Resultados y discusion

La concentracion media de los cultivos semicontinuos de las tres microalgas
se mantuvo cercana a 19, 10 y 4.1-10° cél-mL"" para N. oculata, Isochrysis sp.y C.
muelleri. De acuerdo a los datos de peso seco total, una célula de /Isochrysis
equivale a 2.6 células de N. oculata y una de C. muelleri equivale a la biomasa de
2.1 células de Isochrysis y 5.5 de N. oculata.

El contenido de sustancia organica de N. oculata'y de C. muelleri fue similar,
y represento entre el 77 y el 75% del peso seco total, en comparacién con el 81%
calculado para [Isochrysis sp.. Los porcentajes de proteinas, lipidos vy

carbohidratos (con base en peso seco) fueron de 33-34, 23-22 y 11-12% para N.
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oculata e Isochrysis, en comparacién con 26, 34 y 7%, respectivamente, en el
caso de C. muelleri.

A pesar de estas diferencias en composicion, el contenido energético por
unidad de peso seco total que se obtuvo por calorimetria directa fue similar para
N. oculata y para C. muelleri y varié entre 16.6 y 16.4 J'mg”’, que resultaron
notablemente inferiores de los 23.4 J:-mg' que se obtuvieron en el caso de

Isochrysis sp. (Tabla 7).

Tabla 7. Caracteristicas de las microalgas Nannochloropsis oculata, Isochrysis sp.
y Chaetoceros muelleri, Valores promedio + EE, n = 4-6 para los analisis
quimicos y el peso. n = 160 para las dimensiones.

Caracteristicas N. oculata Isochrysis sp. C. muelleri
Dimensiones (um) 2.5 5.0x3.0 6.6 x5.2
Peso seco total (pg - cel™) 82+0.2 21.2+0.6 449+19
Peso seco organico (pg - cel™) 6.3+0.1 171+£04 34.8+1.0
Volumen celular (um? - cel") 8.18 £ 0.42 35.34 £ 5.50 140.16 +
14.60

Contenido de carbono (pg - cel’)  0.92 + 0.03 4,55 +0.15 15.85 + 0.67
Proteinas (pg - cel™) 2.8+0.5 6.8+0.6 11.5+£15
Carbohidratos (pg - cel”) 0.9+0.2 26+04 3.1+05
Lipidos (pg - cel™) 1.9+0.3 4.8+0.6 15.4 +2.3
Contenido energético (J - mg"'PS) 16.4 + 0.3 23.4+0.7 16.6 £ 0.5

PS = peso seco, EE = error estandar.

La supervivencia media al final de 5 dias de cultivo fue de 31.3, 88.4y 92.1 %
para N. oculata, C. muelleri e Isochrysis sp. y la respectiva prueba de analisis de
varianza demostré que la unica diferencia significativa era la mayor mortalidad en
los cultivos alimentados con N. oculata (ANOVA de una via, a=0.05).

Esta baja supervivencia, que fue acompafada por una tasa de crecimiento
notablemente menor, no permiti6 obtener muestras suficientes para la
determinacién del peso final de los organismos alimentados con Nannochloropsis

oculata y determind la corta duracion de estos experimentos.
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Los menores valores de longitud y el indice de desarrollo fueron para los
organisos alimentados con N. oculata que no variaron a partir del dia 3, aunque
menos notorias, se registraron también diferencias entre las otras dos dietas, con

las tallas mayores para los organismos alimentados con C. muelleri (Fig. 4).
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Figura 4. Longitud (a) e indice de desarrollo (b) de Artemia franciscana alimentada

con N. oculata (cuadros), Isochrysis sp. (triangulos) o C. muelleri (circulos).
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A pesar del incremento en longitud registrado al final del tercer dia, los organismos
alimentados con N. oculata no aumentaron su peso seco total con respecto al
valor determinado para los nauplios inmediatamente después de la eclosion y en
efecto su contenido organico resulté ser el 67% del inicial.

Comparando los datos recabados en este mismo dia y en la fecha final para
los ejemplares alimentados con las otras dos microalgas, también se encontraron
diferencias significativas. En ambos casos los pesos resultaron entre 2.5 y 3 ug
menores con Isochrysis sp. que con C. muelleri, tanto a los tres como a los cinco
dias de cultivo.

El contenido energético por unidad de biomasa de los organismos
alimentados con Isochrysis sp. y C. muelleri resultd muy similar entre dietas y al
compararlos con el inicial de los nauplios, que fue de 22.5 J-mg'1, se observd un
descenso al tercer dia, de casi 6.5 J'mg™". Esto probablemente corresponde a la
cantidad de energia consumida para el desarrollo y el metabolismo activo durante
el periodo transurrido entre la eclosion y el primer periodo de alimentacion, la cual
puede alcanzar hasta el 30% del contenido energético de los nauplios
inmediatamente después de la eclosion (Merchie, 1996), que coincide con el 28-
29% calculado con los datos recabados en estas pruebas.

Por otra parte, considerando el incremento del contenido energético
individual, la ganancia global fue de un 130 y un 220% con Isochrysis y con C.
muelleri hasta el dia 3 y del 260 y 180% entre esta fecha y el dia 5,
respectivamente; esto indica que, a pesar del gasto inicial, los organismos
alimentados con estas dietas estaban obteniendo una cantidad de energia
suficiente para satisfacer sus necesidades metabdlicas y para canalizar el exceso

hacia su desarrollo y crecimiento (Tabla 8).
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Tabla 8. Media + error estandar del peso seco y del peso organico y contenido
energético de A. franciscana alimentada con Nannochloropsis oculata, Isochrysis
sp. y Chaetoceros muelleri durante los cinco primeros dias de desarrollo
posembrionario. n = 3 para la dieta de N. oculata, n =12 y 11 para C. muelleri e
Isochrysis. Letras diferentes indican diferencias significativas en la misma fecha
(ANOVA de una via y prueba de Tukey para el dia 3; t de Student para el dia 5;

a=0-05).
Dieta
N. Isochrysis C. N. Isochrysis C.
Edad
oculata sp. muelleri oculata sp. muelleri
(dias) - -
Peso seco (Ng-org ) Peso organico (ug-org )
0 2.6 2.6 2.6 24 24 2.4
3 27+05a 88+03b 11.7+203c|(16+01a 6.2+01b 89+02c
5 -- 225+08a 249x060D - 18.2+0.9a 206+05b
Contenido energético (J-mg™) Contenido energético (J-individuo™)
0 22.5 22.5 22.5 0.06 0.06 0.06
3 -- 16.2+0.1a 16.1+0.1a -- 0.14 0.19
5 -- 220+x01a 21.2x+03a -- 0.50 0.53
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Cuarto experimento: evaluacion de la calidad nutricia de las microalgas

Nannochloropsis oculata e Isochrysis sp. para Artemia franciscana

Introduccién

Las microalgas Nannochloropsis oculata, Isochrysis sp., y C. muelleri se
volvieron a probar con el fin de corroborar y completar los resultados del tercer
experimento, ya que la supervivencia de los organismos alimentados con la
primera no fue suficiente para permitir la evaluacion de su productividad o
crecimiento esperado, el equivalente energético de su biomasa y ademas no se
pudieron realizar todos los experimentos de ecofisiologia previstos para los
primeros siete dias poseclosion.

Los resultados que se presentan a continuacidn corresponden a los
obtenidos en un solo experimento con la microalga N. oculata, a dos con
Isochrysis sp. y tres con Chaetoceros muelleri, ya que en todos los casos se uso
esta ultima especie como dieta control. Estas experiencias se realizaron en el

Laboratorio Interinstitucional de microalgas UAS-CIBNOR.

Objetivo
Evaluar la calidad nutricia de las microalgas Isochrysis sp. y Nannochloropsis
oculata en dietas monoalgales, empleando Chaetoceros muelleri como dieta
control, mediante la cuantificacién del consumo de alimento y de la eficiencia de
su utilizacion en términos de crecimiento en talla, peso y supervivencia y

desarrollo durante los primeros siete dias poseclosion.

Materiales y métodos
El cultivo de las microalgas, la obtencion de nauplios y el cultivo de los
organismos se realizaron de acuerdo a los procedimientos mencionados en el
primer experimento, con una tasa de dilucidén diaria para los cultivos microalgales
del 25 % igual a la aplicada en el tercer experimento. El contenido energético se
determiné mediante calorimetria directa, como en el tercer experimento. Algunos

cambios que se realizaron se describen a continuacion:
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-la concentracion de los organismos se disminuy6 diariamente y en forma
progresiva iniciando con 2.47 org-mL™" para lograr el séptimo dia una densidad de
0.16 org'mL"™", dependiendo de la fase de desarrollo (Tabla 1 Anexo 2 p. 136, Lora
Vilchis et al., 2004)

-el alimento se suministré a partir del primer dia de desarrollo en una sola
racion diaria equivalente a 27.5 mg-l'1 de peso seco organico; esta racion, que
corresponde en promedio a 1.3-10° cel-mL™ de Isochrysis sp., fue reportada como
la mas adecuada para la maxima tasa de crecimiento de A. franciscana bajo
condiciones de cultivo similares (Evjemo y Olsen, 1999)

-las raciones de N. oculata y de C. muelleri fueron calculadas para dar
biomasas orgdnicas equivalentes e iguales a 1.1 y 6.3:10° cel'mL’
respectivamente.

Resultados y discusion

Los resultados de esta experiencia en lo que respecta a las microalgas
Isochrysis sp. y C. muelleri se presenta y discute en el anexo 2 (Anexo 2: Lora-
Vilchis et al. 2004). En esta seccidn se presenta un resumen de los mismos.

Como en el tercer experimento, las principales diferencias en las
caracteristicas de las microalgas fueron el tamafio de las tres especies y el mayor
contenido energético de Isochrysis sp. el cual, al igual del que se obtuvo para N.
oculata, resulté similar a los datos obtenidos en el tercer experimento, mientras
que, debido a su mayor contenido inorganico, el de C. muelleri resulté cerca de un
15% inferior (14 J-mg™, en comparacion con los 16.4 que se registraron en el
tercer experimento).

A diferencia de los cultivos anteriores, los valores del contenido de proteinas
fueron en todos los casos superiores a los de lipidos, lo cual sugiere que estos
cultivos se estaban manteniendo en una fase de crecimiento cercana a la

exponencial (Tabla 9).
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Tabla 9. Caracteristicas de las microalgas Nannochloropsis oculata, Isochrysis sp.
y Chaetoceros muelleri . Valores promedio * error estandar, n = 9 para los pesos,
n = 4-6 para la composicion quimica y el contenido energético n = 160 para las
dimensiones. PS = peso seco.

Caracteristicas N. oculata Isochrysis sp. C. muelleri
Dimensiones (um) 2.0 54x4.8 6.0x5.0
Peso seco total (pg - cel™) 6.2+0.7 242+0.5 455+ 2.6
Peso seco organico (pg - cel™”) 44+0.6 21.2+0.6 255114
Volumen celular (um? - cel™) 42+0.8 69.21+45 115.8 £ 9.7
Contenido de carbono (pg - cel™) 0.44 £0.90 9.46 £ 0.80 15.4 £ 0.80
Proteinas (pg - cel™) 1.45+0.18 12.71 £ 0.45 12.81 £ 0.19
Carbohidratos (pg - cel™) 0.34 £ 0.01 272017 3.32+0.53
Lipidos (pg - cel™") 1.07 £ 0.09 7.62 +0.48 9.11+£2.02
Contenido energético (J - mg™ PS) 16.4+0.4 211103 14.0+0.8

La supervivencia de los organismos alimentados con N. oculata fue superior
a la registrada en el tercer experimento, con una mortalidad del 30% al final del
quinto dia y del 55% el ultimo dia de esta prueba, pero comparativamente con las
otras dietas, estos organismos tuvieron los valores de supervivencia mas bajos
(P<0.05). Para las otras dos microalgas, los porcentajes de supervivencia al final
fueron superiores al 85-90% y la prueba de comparaciones multiples no detecto

diferencias significativas entre estas dos dietas (Fig. 5).
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Figura 5. Supervivencia de Artemia franciscana alimentada con Nannochloropsis
oculata (), Isochrysis sp. (A )y Chaetoceros muelleri (). n = 4 para N. oculata, n

= 12 en los otros casos. Promedios y barras de error estandar.

El crecimiento en longitud y en peso seco total y organico mostré tendencias
similares a las registradas en el tercer experimento. Después de siete dias de
cultivo, los organismos alimentados con N. oculata tenian una longitud total de
aproximadamente 1 mm y pesos similares a los valores iniciales, demostrando
que la totalidad de la energia ingerida y asimilada era canalizada practicamente
en forma exclusiva al gasto de mantenimiento.

En cuanto a longitud, la diferencia entre Isochrysis y C. muelleri fue mas
notoria que en las pruebas anteriores, con tallas que para el dia 5 resultaron
cercanas a 3 y 4 mm, en comparacion con los 2.9 a 3.1 mm del tercer
experimento. Esta diferencia se hizo todavia mas importante en los dos ultimos
dias, ya que las tallas finales fueron de 4 y de 6 mm para Isochrysis 'y C. muelleri,
respectivamente, con tendencias y diferencias similares en los pesos secos total y

organico individual (Fig. 6).
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Figura 6. Promedios de a) longitud, b) peso seco y c) peso organico de Artemia
franciscana, alimentada durante los siete primeros dias de desarrollo

posembrionario con Nannochloropsis oculata (L)), Isochrysis sp. (A)y C. muelleri

(0). Barras corresponden al error estandar
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Estas diferencias iniciaron cuando los organismos alcanzaron 'y
sobrepasaron los tres dias de edad y se encontraban entre las fases instar L8 y L9
en que los toracépodos VI y VII terminan su diferenciacién y se completan las
setas filtrantes “emplumadas” (Schrehardt, 1987; Evjemo et al. 2000), que
probablemente redunda en un incremento en la eficiencia de captacién vy
concentracion de las particulas suspendidas.

El contenido energético individual mostré la misma tendencia que el
incremento en peso, con una clara separacion entre dietas que continud
incrementando en el tiempo, de tal manera que después de siete dias de cultivo el
contenido energético de un individuo alimentado con /sochrysis sp. resulté ser
equivalente al 60% de uno alimentado con C. muelleri.

Por otra parte, el contenido energético calculado por unidad de peso de los
organismos alimentados con las diferentes dietas tendié a disminuir como en las
pruebas anteriores, alcanzando los niveles mas bajos al final del dia 3 con la dieta
de N. oculata, aunque estos organismos lograron una recuperacion durante los
dias finales de estos experimentos (Fig. 7).

La microalga N. oculata es universalmente reconocida como un buen
alimento para los rotiferos; hay solo un reporte respecto a su uso como dieta para
A. franciscana por Tizol-Correa (1994). De acuerdo a los resultados de este
trabajo, los tamafos que estos investigadores obtuvieron son mucho menores que
los alcanzados en estas pruebas con la dieta de Chaetoceros muelleri.

En este caso, se comprob6 que esta microalga no es una alternativa viable
para la produccion de biomasa de A. franciscana, pero por otra parte, esta especie
fue la seleccionada para las pruebas de corto plazo, justamente por sus
caracteristicas de dieta de pobre calidad que fueron corroboradas en esta

experiencia.
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Figura 7. Contenido energético promedio de Artemia franciscana en J-ind™ (a) y en
kJ-g" (b) alimentada con Nannochloropsis oculata ('), Chaetoceros muelleri ©) e

Isochrysis sp. (A).
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Discusion general de los experimentos de crecimiento.

Aunque la composicion de las microalgas utilizadas en los experimentos de
crecimiento no es relevante para estas pruebas, se optd por reportarla en vista de
que los experimentos se llevaron a cabo en diferentes laboratorios; a pesar de que
en todos los casos las microalgas se mantuvieron en condiciones de temperatura
e iluminacién similares, la procedencia de la cepa original se verifico y se
emplearon las mismas cepas en los diferentes laboratorios, se observaron
diferencias en la composicion quimica y en el contenido energético.

Estas pueden deberse a una diferente tasa de dilucion en el caso de C.
muelleri que fue del 50 % en el primero y segundo experimento respecto del
tercero y cuarto en que se tuvo el 25%. En el caso de las microalgas N. oculata,
Isochrysis sp. y C. muelleri que se cultivaron en dos laboratorios diferentes pero
con la misma tasa de dilucion y caracteristicas de cultivo, las concentraciones
alcanzadas en el tercer experimento fueron de cerca del doble de las registradas
en el cuarto. Esto probablemente se debi6 a alguna diferencia en el
mantenimiento de los cultivos o en la composicion quimica del agua de mar. Estas
diferencias son comunes en los laboratorios de produccién que tienen la misma
cepa microalgal, y probablemente esto pudiera redundar en una diferente calidad
microalgal (Lépez Elias et al., 2003). Sin embargo a pesar de estas diferencias, se
corroboré el efecto de estas microalgas en el crecimiento de A. franciscana.

Los resultados del primer experimento sirvieron para comprobar que la
microalga C. mulleri era adecuada para ser empleada como dieta de referencia de
buena calidad en los experimentos siguientes, ademas de mostrar la sensibilidad
de los parametros longitud y peso del organismo en las diferentes etapas de
desarrollo a las raciones probadas.

En el segundo experimento C. muelleri resulté con una mejor calidad nutricia
que C. capsulata y produjo mayores pesos Yy longitudes que en el primero lo que
probablemente se debe a una mayor racion pues los organismos se mantuvieron a
una concentracion menor, ademas de que la temperatura fue 4°C mas alta. Con

una mayor temperatura las tasas de crecimiento se incrementaron, lo que
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contribuy6é a que las diferencias entre los efectos de las dietas se hicieran mas
notorios.

La microalga Isochrysis sp. al final de los experimentos tercero y cuarto tuvo
una calidad intermedia en comparacién con las otras dietas, pero solo a partir del
3° o 4° dia, lo que puede significar que antes de esta fase de desarrollo el
organismo puede obtener sus requerimientos a partir de Isochrysis sp. o C.
muelleri. La baja calidad nutritiva se observé a partir del primer dia en el caso de
N. oculata y hasta el tercero en el caso de C. capsulata, este efecto de N. oculata
al primer dia indicé que el organismo requiere de energia procedente del alimento
desde incluso antes de esta fase de desarrollo al menos en estas condiciones de
cultivo.

De los parametros medidos, el orden de sensibilidad como indicadores de
calidad nutricia seria peso, longitud, desarrollo y supervivencia. Este Gltimo es
aparentemente el menos sensible y solo parece ser afectado en forma notoria en
el caso de dietas de muy mala calidad como fue el de N. oculata, la falta de
diferencias en el caso de C. capsulata pudiera indicar que esta microalga tiene un
valor dietético superior al de N. oculata.

Para el propdsito del presente trabajo el peso seguido de la longitud fueron
los mejores indicadores. En cuanto al desarrollo se puede colocar en un nivel
intermedio de sensibilidad especialmente en el caso de A. franciscana y en
general en el caso de los crustaceos ya que su desarrollo requiere de que el
organismo incremente su longitud para poder mudar (Bliss, 1985).

Hasta este punto se pudo evaluar la productividad real de A. franciscana
alimentada con las cuatro microalgas de prueba empleadas, en términos del
incremento en peso en forma directa. Se conocié la calidad de estas cuatro
microalgas sobre el crecimiento de este organismo. Las razones de esas
diferentes calidades no se conocieron, se sugiere como posibilidad una pobre

eficiencia de asimilacion.
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Capitulo 3
Experimentos de ecofisiologia
Introduccion

La medida de los parametros fisiologicos, tales como la ingestion,
respiracion, excrecién y su integracion mediante la energética fisioldgica, se ha
empleado para obtener informacion acerca del proceso de crecimiento y de la
forma en que los factores ambientales pueden afectarlo. La ecuacion de balance
energético desarrollada por Ivlev (1945) y Winberg (1956), permite calcular el
crecimiento esperado (o crecimiento potencial = “scope for growth” =
productividad) bajo condiciones especificas conocidas:

P=I-F-(R-U)=A-(R-U)
Donde | = tasa de ingestion, F = tasa de produccién de heces, R = tasa
respiratoria, U = tasa de excrecion amoniacal, A = tasa de absorcion.

La tasa de ingestion de alimento (/) de los organismos filtradores se define
como la cantidad de particulas ingeridas por un organismo por unidad de tiempo
(Paffenhofer, 1971). Existen muchas formas de medir esta variable, en general los
sistemas empleados para tal fin pueden ser abiertos o cerrados. En el primer
caso, el alimento entra y sale del recipiente de medicién con un flujo conocido y en
el segundo se adiciona al inicio del experimento. En cualquier caso la medicién de
las particulas retenidas o ingeridas por el organismo se determina por diferencia
en la concentracién, en funcion del tiempo.

La tasa de produccién de materia fecal es la cantidad de material no
absorbido por el sistema digestivo de un organismo por unidad de tiempo. Para la
determinacién de F se requiere medir toda la materia fecal que el organismo
produce. En organismos acuaticos ésto se complica sobre todo cuando los
organismos son pequefos, la materia fecal no es compacta, hay presencia de
sustancias solubles, o existe materia organica producida por el organismo que es
eliminada junto con la materia fecal. Para el calculo del balance energético, la
importancia de esta tasa es que la diferencia con la tasa de ingestion permite
calcular la tasa de absorcion es decir la cantidad de energia que se absorbe del

alimento por unidad de tiempo. Por lo anterior, la medicion de la absorcion se ha
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intentado indirectamente mediante el calculo de la eficiencia de absorcién (EA)
esto es, de la fraccién de alimento ingerido que es absorbido, o sea que entra al
organismo procedente del sistema digestivo y la diferencia con la unidad es la
fraccion eliminada como materia fecal. El método propuesto por Conover (1966)
permite evaluar la EA y se basa en comparar el contenido organico en el alimento
suministrado y en la materia fecal relacionandolos mediante la expresion:
F'-E'
T (1-EYF

Donde F’ = proporcion entre peso organico y total del alimento y E’ = misma
proporcion para la materia fecal. Con esta fraccion se puede conocer la cantidad
de materia o energia del alimento que es absorbido ( A ) ya que:

A=EA-I

Esta manera de determinar la tasa de absorcidén A, elimina tener que colectar
toda la materia fecal eliminando asi los posibles errores antes mencionados y solo
requiere de colectar una muestra representativa de esta materia fecal.

La energia absorbida puede ser canalizada por el organismo para las
funciones que deba realizar para su metabolismo, que se cuantifican midiendo las
tasas respiratorias y de excrecién nitrogenada y la cantidad restante determina la
tasa de crecimiento, que puede ser somatico o gonadico dependiendo de la fase
de desarrollo en que se encuentre. Como es obvio, la energia solo se puede
considerar disponible para el crecimiento cuando la energia que entra al
organismo (absorbida) es mayor de la que sale (respiracion y excrecion).

Hay varias formas de medir el metabolismo, éstas se clasifican en directas e
indirectas (Randall et al., 2001; Grodzinski et al, 1975), las primeras consideran la
medicion del calor generado en las reacciones quimicas celulares por calorimetria.
Entre las indirectas mas empleadas, esta la medicion de la tasa de consumo de
oxigeno ya que las reacciones aerdbicas de produccién de energia emplean a
este elemento como aceptor final de electrones. Esta tasa también se conoce
como tasa respiratoria (R ). Cuando R se mide en organismos en reposo, con
temperatura controlada y en ayuno, puede reflejar el gasto energético destinado al

metabolismo basal o de mantenimiento, que es la energia que el organismo gasta
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para existir; cuando se tiene al organismo en actividad maxima, podra medirse el
gasto metabdlico activo. Los valores que se encuentran entre estos extremos se
conocen como tasa metabdlica rutinaria, la cual es un reflejo mas cercano al gasto
energético corriente del organismo.

La tasa de excrecién nitrogenada (U ) se refiere a la velocidad de produccion
de desechos procedentes del metabolismo de proteinas que, en los organismos
acuaticos son principalmente amoniacales. Esta variable puede ser un indicador
del combustible metabdlico que el organismo esté empleando, y depende también
de la composicién proteinica de la dieta. La relacion entre la tasa de consumo de
oxigeno y la de produccion de desechos nitrogenados expresada como mg atomo
(en relacion al peso atémico de cada elemento), se conoce como relacion O:N y
se ha empleado como un indicador fisiolégico de estrés, para verificar que tan
adecuado el organismo encuentra su medio ambiente, por lo cual se considera
como un indice de adaptacion. Mayzaud y Conover (1988) mencionan que valores
en el intervalo de 3-16 son indicadores de un metabolismo proteinico preferente,
mientras que los mas altos entre 50 y 60, indican un uso tanto de proteinas como
de lipidos.

Los sistemas que se emplean en la medicion de la respiracién y de la
excrecion nitrogenada pueden ser abiertos o cerrados, similares a los
mencionados para la determinacién de la tasa de ingestion.

La cantidad de alimento disponible, junto con la temperatura, son los
principales factores ambientales que determinan la tasa de crecimiento, por lo que
si se mantiene la temperatura controlada y solo se permiten variaciones en las
caracteristicas del alimento que determinan su calidad nutricia, entonces podrian
ser el factor mas importante que determine el crecimiento. De esta forma la
calidad nutritiva podria considerarse como parte de los parametros ambientales
cuyo efecto puede ser valorado mediante el calculo del balance energético

expresado en términos del crecimiento esperado.
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Primer experimento: Evaluacién de la calidad nutricia de las microalgas
Nannochloropsis oculata, Isochrysis sp. y Chaetoceros muelleri mediante la
determinacion del crecimiento estimado.

Objetivos

- Determinar las tasas de ingestidon, de consumo de oxigeno, de excrecidon
amoniacal, y la eficiencia de absorcién durante los primeros cinco dias de
desarrollo posembrionario de A. franciscana alimentada con N. oculata,
Isochrysis sp. o C. muelleri.

- Estimar la productividad o crecimiento esperado en A. franciscana
alimentada con N. oculata, Isochrysis sp. o C. muelleri durante los
primeros cinco dias de desarrollo posembrionario a partir de los
parametros de la ecuacion de balance energético

- Materiales y métodos

Los experimentos dirigidos a la determinacion del balance energético de A.
franciscana alimentada con C. muelleri, Isochrysis sp. y N. oculata se realizaron
por primera vez en el Laboratorio de Ecofisiologia del Departamento de
Acuicultura del CICESE, en Ensenada.

Los alimentos y los organismos empleados en este experimento fueron parte
de los cultivados en el tercer experimento del capitulo dos. La determinaciéon de
las variables ecofisiologicas se hizo a los 3 y 5 dias de desarrollo posembrionario.

Tasa de ingestién

La tasa de ingestién de alimento (/) se determind mediante la expresion,

modificada de Albentosa et al. (1997):
I=V[(Cs-(Cs*C))-Co)l/nt
Cc = (Ce1— Ce2)/Ceq

Donde / = células-org™-h™", C; y C, = concentraciones inicial y final en el
medio en células-mL™" durante el periodo t que es la duracién del experimento en
horas, V es el volumen del medio, C. es la correccion por variacion en la
concentracion en el control, C.1y Cc son las concentraciones al inicio y al final en

el recipiente control y n es el numero de organismos. La transformacion a
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unidades de peso o de energia se hizo de acuerdo con los valores determinados
previamente para cada tipo de alimento.

Estos experimentos de corta duracién fueron realizados en matraces
erlenmeyer de 125 mL empleados como camaras de incubacién, con suministro
continuo de aire al fondo de la cdmara para mantener en suspension el alimento y
aportar el oxigeno necesario. Los recipientes se ubicaron en un bafo
termorregulado a 27.5 + 0.5 °C y los organismos se adicionaron en una
concentracion de 1-2 org-mL™ seguin su tamafio, en un volumen total de 100 mL
de agua marina filtrada (1 um). El alimento se suministré en la misma racion que
en los recipientes de cultivo (27.5 mg-L™"). Los experimentos se hicieron con cinco
repeticiones, empleando ademas dos controles sin organismos para cada dieta,
con el fin de corregir los posibles cambios en la concentracion de microalgas; las
camaras fueron mantenidas en la obscuridad. A las 0, 3 y 5 h se obtuvieron
muestras de 3 mL a través de una malla de 30 um, las cuales fueron fijadas con
lugol y posteriormente se determind la concentracidn celular mediante conteos en
camara de Neubauer. Posteriormente los resultados fueron transformados a ug de
peso seco org -d™y J ug™ d”!, empleando los equivalentes energéticos obtenidos
por calorimetria en el tercer experimento del capitulo 2 que fueron: 16.4, 23.4 y
16.6 J mg™" de peso seco para N. oculata, Isochrysis sp. y C. muelleri.

Eficiencia de absorcién
La eficiencia de absorcion EA se determiné en experimentos de corto plazo
empleando el método de Conover (1966). Los organismos que estaban en los
cultivos con alimento se colocaron en recipientes de 3 L, con agua marina filtrada
(1 um) en los cuales permanecieron durante tres horas. Para la determinacion de
las fracciones organicas, se tomaron muestras del alimento y de la materia fecal
que se concentraron en filtros de fibra de vidrio Wathman GF/C de peso seco
conocido. Estas muestras fueron lavadas con formiato de amonio al 3%, para
determinar posteriormente el peso seco y el organico o libre de cenizas de

acuerdo al método de Sorokin (1973).
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Tasa respiratoria

La tasa respiratoria 0 consumo de oxigeno (R) se determindé empleando un
sistema que se denomind abierto-cerrado donde el valor de R se calcul6 por la
diferencia entre las concentraciones de oxigeno inicial y final en las camaras
experimentales; para este calculo se introdujo una correccion con las diferencias
en camaras controles sin organismos. El valor resultante se calculé en mg-org™-d™
y en unidades energéticas J-org”-d”', empleando la equivalencia energética de
Gnaiger (1983) 1 mg O, = 14.06 J.

Sistema abierto-cerrado

Este sistema constaba de un depdsito de 200 L para el agua marina
(previamente filtrada a 1 um) y de un bafio de temperatura controlada (28 °C). Un
difusor de aire mantenia la saturacién de oxigeno (5-6 mg-L") en el agua del
depdsito.

Se emplearon como camaras respirométricas matraces erlenmeyer de 52.9 +
0.1 mL que estaban provistos de tres conexiones; la primera estaba conectada a
una valvula de una via para la entrada de agua, la segunda protegida con una
malla de 150 pym para evitar la salida de los organismos, permitio el flujo de salida.
Una bomba peristaltica mantuvo el agua en recirculacion entre el reservorio y las
camaras antes de colocar a los organismos durante 30 min para estabilizar la
temperatura y el oxigeno disuelto, y 20 minutos adicionales después de su
introduccidn, enseguida el flujo de agua fue cerrado.

Las muestras fueron tomadas entre 2.5 y 5 h después del cierre del flujo, con
ayuda de la tercera manguera, que por el extremo hacia dentro de la camara,
tenia sujeto un globo, el cual se llenaba con agua al momento de la toma de
muestra desplazando un igual volumen de agua de la camara, que se colectaba
como muestra para las determinaciones de oxigeno y de amonio. Los organismos
fueron colocados en un numero de 500 con tres dias de edad y de 200 con cinco
dias, por cada camara de incubacidon. La concentracion de oxigeno disuelto se
midié con un oximetro (Orion, Mod. 862 A) provisto de un electrodo polarografico.
En cada experiencia se usaron ocho camaras experimentales y un numero igual

de controles sin organismos.
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Tasa de excreciéon amoniacal

La tasa de excrecibn amoniacal U se determind en muestras tomadas
inmediatamente después de medir la concentracion de oxigeno en las camaras
respiromeétricas. El método de azul de indofenol (Rodier, 1978) fue el empleado
para medir la concentracion de nitrdgeno amoniacal disuelto. Este método
consiste en la deteccion de los iones amonio que al ser tratados por una solucion
de hipoclorito de sodio y de fenol en un medio alcalino y en presencia de
nitroprusiato que actua como catalizador, producen un compuesto colorido, el azul
de indofenol, cuya concentracién puede determinarse por colorimetria. Este
meétodo es muy sensible, de modo que incluso la preparacion de las soluciones
estandar debe realizarse en campana de extraccidn para evitar la posible
contaminacion de los reactivos, especialmente el fendlico.

Para esta determinacion se requieren muestras de 10 mL a las que se
adiciona 0.4 mL de una solucién alcohdlica de fenol al 10%, 0.4 mL de
nitroprusiato al 0.5% y 1 mL de solucion oxidante, formada por una mezcla 1:4 de
hipoclorito de sodio comercial y de citrato de sodio al 20% (en solucién de NaOH
1%). Después de la adicidn de estos reactivos las muestras se agitan y se dejan
en reposo por 1h, después de la cual se lee la absorbancia a 640 nm.

Estas lecturas se interpolan en una curva de calibracion que se realiza al
mismo tiempo, a partir de soluciones estandar de cloruro de amonio y en un
intervalo que incluye las probables concentraciones en las muestras. Los
resultados se reportan en mgorg’d”’ y en unidades energéticas J-org’'-d”,
empleando la equivalencia energética de Elliot y Davison (1975) de 1 mg N-NH;"
= 24.87 J.

Analisis de resultados
Los resultados fueron analizados mediante ANOVA de una via y mediante

una prueba de comparacién de medias cuando hubo diferencias significativas.
Resultados y discusién

Debido que la dieta basada en N. oculata rebas6 las expectativas de

alimento de mala calidad, la supervivencia de los organismos fue muy baja y por lo
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tanto los experimentos con organismos alimentados con esta especie finalizaron al
tercer dia de desarrollo, la EA no se pudo determinar como tampoco se pudieron
determinar los equivalentes energéticos de A. franciscana alimentada con esta
dieta. Las caracteristicas de peso seco de los organismos empleados a los 3y 5
dias se presentan en la Tabla 10. Cabe recordar que la densidad a la que se

cultivaron los organismos para estas pruebas se mantuvo entre 1.7-2.0 org-mL".

Tabla 10. Pesos secos promedio (+ error estandar) (en ug-org™') de A. franciscana
alimentada con N. oculata, Isochrysis sp. y C. muelleri durante los primeros 5 dias
de desarrollo posembrionario. En letras los resultados de la pruebas de
comparacion entre dietas para organismos de la misma edad.

Edad (dias)
Dieta 3 5
N. oculata 2.7 a(0.5) -
Isochrysis sp. 8.8 b (0.3) 22.5a(0.8)
C. muelleri 11.7 ¢ (0.3) 249 b (0.6)

Tasa de ingestién (/)

Los resultados obtenidos con estas pruebas indican la ingestion potencial de
los organismos, calculada por diferencia entre los datos de concentraciéon de
alimento inicial y los registrados al final de cada prueba. Estos resultados
muestran que la biomasa seca que un organismo puede ingerir en un dia seria
igual al 150, 300 y 213 % del peso seco individual con las dietas N. oculata,
Isochrysis sp. y C. muelleri a los 3 dias, y 187 y 245 % para los dos ultimos
alimentos a los 5 dias (Tabla 11). A los 3 dias se observé que comparativamente
los organismos alimentados con N. oculata tienen una menor tasa de ingestidon
que los alimentados con las demas dietas (P< 0.05), mismas que no difieren entre
si. A los 5 dias los organismos alimentados con C. muelleri tuvieron una tasa de
ingestion casi 50% mayor que los alimentados con /Isochrysis sp. lo que

probablemente se deba a que tienen un peso seco 10% mayor.
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Tabla 11. Tasas de ingestidn promedio (+ error estandar) (ug de peso seco-org™'-d"
'Y de A. franciscana alimentada con N. oculata, Isochrysis sp.y C. muelleri, a los 3
y 5 dias de desarrollo posembrionario. En letras se presentan los resultados de las
pruebas de comparacion de medias entre dietas para individuos de la misma
edad.

Edad (dias)
Dieta 3 5
N. oculata 4.04 a (0.22) -
Isochrysis sp. 26.60b (1.76) 42.25a(3.62)
C. muelleri 25.00 b (2.05) 61.17 b (7.99)

Eficiencia de absorciéon ( EA)

Los resultados de EA (Tabla 12) mostraron variaciones entre el 53 y el 73%
para los organismos alimentados con Isochrysis sp. y entre el 74 y el 83% para los
alimentados con C. muelleri, entre el tercero y quinto dia, con una diferencia
significativa entre dietas en la primera de las dos fechas. Estos valores
corresponden con los reportados para la misma cepa de Isochrysis sp. por Eviemo
et al. (2000), los cuales encontraron que la EA depende de la concentracion de
alimento disponible, ya que a bajas concentraciones de alimento la EA alcanza
valores altos (60-80%), pero conforme la concentracion aumenta la EA disminuye
(35-56%).

Estos autores observaron también que hay una talla en la que se alcanzan
los maximos valores casi a todas las concentraciones probadas, y esa es la que
corresponderia con las tallas de los organismos a los 5 dias. Esta caracteristica de
la variacion de EA con la disponibilidad de alimento parece estar ampliamente
distribuida en diferentes especies. Una interpretacion podria ser que cuando los
organismos tienen poco alimento disponible, disminuyen sus tasas de filtracion e
ingestion y también las tasas de produccidon de materia fecal, incrementandose el
tiempo de permanencia dentro del intestino, o que permite una mayor digestion y

absorcion del alimento (Beiras et al., 1994; Evjemo et al., 2000).
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Tabla 12. Eficiencia de absorcion promedio (+ error estandar) de A. franciscana
alimentada con N. oculata, Isochrysis sp. y C. muelleri, a los 3 y 5 dias de
desarrollo posembrionario. En letras se presentan los resultados de las pruebas
de comparacion entre dietas para individuos de la misma edad.

Edad (dias)
Dieta 3 5
N. oculata - -
Isochrysis sp. 0.53 a (0.06) 0.73 a (0.08)
C. muelleri 0.74 b (0.06) 0.83 a (0.06)

Tasa respiratoria ( R)

Reflejando las diferencias en el crecimiento individual con los tres regimenes
de alimentacién, la tasa de consumo de oxigeno individual fue notablemente
inferior para el dia 3 que para el dia 5 y la menor tasa respiratoria se encontré en
los organismos alimentados con N. oculata, respecto al registrado en esa fecha
con las otras dietas y sin diferencia entre éstas.

En organismos de cinco dias de edad, las tasas respiratorias en los
organismos alimentados con Isochrysis sp. y C. muelleri, no mostraron diferencia,
a pesar de que estos organismos tenian pesos diferentes (Tabla 13). Esto
probablemente es el resultado de la relacion inversa que existe en general, entre
las tasas metabolicas y el peso y la edad de los organismos ( Schmidt-Nielsen,
1979).
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Tabla 13. Tasa respiratoria promedio (+ error estandar) (en ug de Oyind”-d™") de
A. franciscana alimentada con N. oculata, Isochrysis sp. y C. muelleri, a los 3y 5
dias de desarrollo posembrionario. En letras se presentan los resultados de la
comparacion entre dietas para organismos de la misma edad.

Edad (dias)
Dieta 3 5
N. oculata 0.36 a (0.05) -
Isochrysis sp. 1.33 b (0.14) 3.90 a (0.44)
C. muelleri 1.44 b (0.13) 3.41 a (0.63)

Tasa de excrecion amoniacal (U )
A pesar del mayor peso de los individuos alimentados con C. muelleri, no se
registraron diferencias entre las tres dietas, con una excrecién diaria de entre 0.8 a
1.4 pg de N-NH;*ind”" en la prueba del tercer dia, y de 3.9 a 4.1 ug en el

experimento realizado con organismos de 5 dias (Tabla 14).

Tabla 14. Promedio (+ error estandar) de la tasa de excreciéon amoniacal (en 10
ug de N-NH," -org”-d™") de A. franciscana alimentada con tres dietas microalgales,
a los 3 y 5 dias de desarrollo posembrionario. En letras se presentan los
resultados de las pruebas de comparacion entre dietas para organismos de la
misma edad.

Edad (dias)
Dieta 3 5
N. oculata 0.79 a (0.21) -
Isochrysis sp. 1.42 a (0.22) 3.88 a (0.44)
C. muelleri 1.08 a (0.11) 4.05 a (0.56)

Con los resultados del consumo de oxigeno y del nitrégeno amoniacal
producido, fue posible calcular la relacion O:N que permite evaluar desde el punto
de vista metabdlico el o los sustratos que el organismo estaba empleando. Esta
relacion para los organismos alimentados con N. oculata fue la menor y, segun
Mayzaud y Conover (1988), ésto indica un mayor empleo de proteinas que de

lipidos como combustible, mientras los valores mas altos en los organismos
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alimentados con /Isochrysis sp. y C. muelleri indican el uso mixto de lipidos y

proteinas.

Tabla 15. Relacién O:N de A. franciscana alimentada con tres dietas microalgales,
alos 3 y 5 dias de desarrollo posembrionario.

Edad (dias)
Dieta 3 5
N. oculata 39.87 -
Isochrysis sp. 81.95 87.95
C. muelleri 116.67 73.67

Balance energético

Con los datos de ingestion y los de la eficiencia de absorcion, se calculé la
cantidad de energia absorbida a la cual se restaron los equivalentes caldricos de
las actividades metabdlicas, para obtener como resultado final la cantidad de
energia disponible para el crecimiento, en el caso de los organismos alimentados
con Isochrysis sp. y C. muelleri. Por los motivos ya mencionados, este calculo no
fue posible con N. oculata. Se calculé también el balance normalizado por unidad
de biomasa el cual, eliminando el efecto debido a los diferentes pesos
individuales, deberia permitir una mejor comparacién de las tasas metabdlicas de
los individuos alimentados con las diferentes dietas.

El balance energético individual mostré que la energia que un organismo
absorbio en el dia 3, resultd similar cuando A. franciscana se alimenté con
Isochrysis sp. o C. muelleri. En el dia 5, la cantidad de energia disponible o
absorbida aumentdé a mas del 200% con respecto al tercer dia, nuevamente sin
diferencias evidentes entre Isochrysis y C. muelleri. Se puede observar que la
cantidad que un individuo puede destinar al crecimiento potencial es de mas del
doble a los 5 dias, que naturalmente tiene relacion con el peso del organismo el
cual también es de mas del doble. La eficiencia de crecimiento K, indica un mayor

aprovechamiento de la energia que proviene de C. muelleri, pero la eficiencia de
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crecimiento neta K; no muestra la misma tendencia ya que como se vio la

absorcion y la productividad fueron muy similares con ambas dietas.

Tabla 16. Balance energético individual de A. franciscana a los 3 y 5 dias de
desarrollo postembrionario alimentada con N. oculata, Isochrysis sp. y
Chaetoceros muelleri. Resultados promedio (EE) (en 102 J-ind"-d™") de las tasas
de ingestion ( /), respiracion ( R ), excrecion ( U ). Tasa de produccion ( P )y
eficiencias de crecimiento gruesa ( K; ) y neta ( Kz ) calculadas con los datos
medios.

Edad Dieta / A R U P K, K,
dias

N. oculata 21.80 - 0.51 0.020 - - -
3 (6.65) (0.07) (0.005)

Isochrysis sp. 61.37  33.51 1.88 0.035 31.59 0.51 0.94
(5.15) (11.20) (0.19)  (0.006)

C. muelleri 42.52 32.01 2.03 0.270 29.71 0.70 0.92
(3.94) (0.10) (0.19)  (0.003)

Isochrysis sp. 99.52 7226  5.49 0.097 66.67 0.67 0.92
(9.61) (12.10) (0.63) (0.011)

C. muelleri 91.59 75.84 471 0.101 71.03 0.78 0.94
(14.52) (26.87) (0.32) (0.014)

Considerando los mismos valores normalizados por unidad de peso, los
datos de los dias 3 y 5 parecen indicar una mayor efectividad de Isochrysis sp.,
que esta posiblemente relacionado con el peso de los organismos ya que éstos
son diferentes en los dos dias: los alimentados con C. muelleri tuvieron los
mayores pesos en las dos edades.

Con ambas dietas, los valores mas altos se alcanzaron al dia 3. Esto
muestra la tendencia a una disminucion en la cantidad de energia disponible para
el crecimiento debida a la menor absorcion calculada por unidad de biomasa

conforme los organismos crecen (Tabla 17).
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Tabla 17. Balance energético de A. franciscana a los 3 y 5 dias de desarrollo
posembrionario, alimentada con tres microalgas durante los primeros 5 dias de
desarrollo postembrionario. Los datos se presentan en 102 J-ug™-d™.

Edad Dieta / A R U P
dias
N. oculata 2.45 - 0.189 0.007 -
3 (0.15) (0.030) (0.002)
Isochrysis 7.70 417 0.237 0.005 3.93
(0.47) (1.07) (0.025)  (0.0007)
C. muelleri 4.48 3.32 0.208 0.003 3.1
(0.42) (0.83) (0.023) (0.0003)
Isochrysis 4.65 3.40 0.233 0.003 3.16
5 (0.39) (0.42) (0.020) (0.0003)
C. muelleri 3.55 2.95 0.202 0.004 2.74
(0.51) (0.94) (0.013) (0.0003)

El balance energético expresado como porcentaje de la energia absorbida se
presenta en la Fig. 8. Se observa que la fraccidén que el organismo destina para su
mantenimiento es menor del 10%, con un correspondiente mas del 90% disponible

para el crecimiento, independientemente de la edad o de la microalga que se

suministre.
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Isochrysis sp. C. muelleri

Figura 8. Balance energético de A. franciscana alimentada con a) Isochrysis sp. 0
b) Chaetoceros muelleri, a los 3 y 5 dias de desarrollo posembrionario. En gris los
porcentajes de respiracion = R, en negro los de excrecion amoniacal = U, en

blanco los de productividad o crecimiento estimado = P.
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En esta experiencia el tercer objetivo de evaluar la calidad nutricia de las
microalgas con base a la productividad esperada se cumplié solamente con dos
de las dietas, ya que este calculo no fue posible en el caso de N. oculata. Entre las
otras dos, la diferencia entre la productividad inducida por estas dietas indica que

C. muelleri tiene mayor calidad nutricia para A. franciscana.
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Segundo experimento: Evaluacion de la calidad nutricia de las microalgas
Nannochloropsis oculata, Isochrysis sp. y Chaetoceros muelleri mediante la
determinacion del crecimiento estimado
Objetivos
- Determinar las tasas de ingestién, de consumo de oxigeno, de excrecion
amoniacal y la eficiencia de absorcion, durante los primeros siete dias de
desarrollo posembrionario de A. franciscana alimentada con N. oculata,
Isochrysis sp. o C. muelleri.
- Estimar la productividad o crecimiento esperado en A. franciscana
alimentada con N. oculata, Isochrysis sp. o C. muelleri durante los primeros
siete dias de desarrollo posembrionario a partir de los parametros de la

ecuacion de balance energético

Materiales y métodos.

Este segundo experimento fue realizado en el Laboratorio Interinstitucional
UAS-CIBNOR, en Mazatlan. Los organismos empleados en esta experiencia
pertenecieron a los mismos cultivos que los empleados en el cuarto experimento
del capitulo dos, de modo que las técnicas de cultivo de microalgas y de
organismos fueron las mismas. Las metodologias para la determinacién de los
parametros ecofisiolégicos fueron las mismas para la eficiencia de absorcion y
para la tasa de ingestion que las empleadas en el primer experimento de este
capitulo; las diferencias se indican a continuacibn en las secciones
correspondientes

Tasa de ingestiéon

Las experiencias se realizaron en dias alternos hasta los siete primeros dias
iniciales de desarrollo. Las concentraciones de organismos en estas camaras
estuvieron en el intervalo de 0.25-1.5 org'mL™", dependiendo del tamafio, y se
emplearon las mismas raciones (27.5 mg de biomasa organica-L™") suministradas
a los recipientes de cultivo. Con las concentraciones de alimento determinadas a
las 3 y 5 h se calcul6 la tasa de ingestion mediante la expresion propuesta por
Albentosa et al. (1997).
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Después del segundo dia se observé que el alimento suministrado a los
cultivos de largo plazo fue consumido por completo, lo cual permitié calcular la
tasa de ingestion real a partir de ese dia, mientras que para los dias anteriores se
utilizé la informacion recabada en las pruebas a corto plazo.

Tasa respiratoria y tasa de excrecion amoniacal.

Para la determinacion de estas variables se empled un sistema de tipo
cerrado, en el cual se midieron simultaneamente la concentracion de oxigeno
disuelto y la de nitrégeno amoniacal.

Este sistema constaba de un bafio termorregulado a 28 £ 0.3 °C en el cual se
colocaron las camaras respirométricas, que en este caso fueron matraces de 125
mL, adicionadas con una mosca de agitacion y protegidas de la luz, con agua
marina filtrada (1 um), previamente saturada de oxigeno mediante una hora de
burbujeo con aire filtrado y con la temperatura del cultivo (28°C). Después de
adicionar los organismos en una concentracion de 0.5-1.5 org”-mL™", dependiendo
del tamano, las camaras fueron selladas cuidando de no dejar burbujas. Los
organismos permanecieron asi por 3-4 h y al final se midié la concentracion de
oxigeno mediante un oximetro con electrodo polarografico (Orion, 862A). En cada
experiencia se emplearon ocho repeticiones y un numero igual de controles sin
organismos.

En este experimento se decidid6 emplear el método de difusidon-contraflujo
para la determinacion del nitrégeno amoniacal. Este método tiene su fundamento
en la alteracion de la coloracion (absorbancia) del indicador azul de bromotimol
(BBT), que se propicia en una celda a la cual se hacen llegar mediante una bomba
peristaltica dos flujos que van en sentido contrario y estan separados por una
membrana semipermeable de teflén; uno de ellos es una solucion de BBT al
0.04% ajustada a pH de 7.1 y el otro es una solucion 0.1 N de NaOH. La muestra
se inyecta al flujo de NaOH y el amonio que contiene se gasifica a amoniaco por la
alta concentracion de alcali, difundiendo a través de la membrana semipermeable
hacia el compartimiento del BBT. Esto produce un cambio en la coloracién, que es
proporcional a la concentracion del amoniaco y se detecta cuando este flujo pasa

por un espectrofotdmetro conectado al instrumento.
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Con respecto al disefio inicial, el sistema se modificé para la captura de las

lecturas del espectrofotometro en una computadora, la cual presenta un registro

en pantalla de las lecturas del espectrofotdmetro. Estos datos se interpolan

mediante una curva de calibracidon con soluciones de cloruro de amonio de

concentracion conocida, en un intervalo que incluye las concentraciones de las

muestras.

Este método tiene algunas ventajas sobre el método tradicional:

Ambos métodos son colorimétricos. Con el tradicional (azul de indofenol)
se detectan indistintamente amonio idnico y molecular mientras que con
el de difusién (contraflujo), la especie idnica se transforma por
gasificacion en amoniaco. De acuerdo a los autores (Hunter y Uglow,

1993), aunque no aumenta el nivel de precision con respecto al anterior

(X £ 10%), los limites de deteccién son entre uno y dos 6rdenes de
magnitud inferiores, por lo cual es posible utilizar concentraciones de
organismos menores y menores tiempos de incubacion

requiere de pequefios volumenes de muestra (1.5 mL para cada lectura)
requiere de pequefios volumenes de reactivos, uno de los cuales (el
colorante indicador BBT) se puede reciclar

las muestras no requieren de procesamiento previo, lo cual simplifica la
operacion de muestreo y pueden ser conservadas en refrigeracién sin
riesgos de modificacién de la concentracién de amonio

la modificacién que se adopto tiene ademas la ventaja de poder capturar
los datos en una computadora para su posterior revision

el tiempo de cada determinacion es de 2.5 min, que es util cuando se

procesa un numero elevado de muestras

Antes de decidir por su utilizacion, los dos métodos se intercalibraron

utilizando las mismas concentraciones de cloruro de amonio. Contrariamente a las

indicaciones de Hunter y Uglow (1993), se encontraron niveles de deteccion

similares, e iguales a 5 pM (0.07 mg-L”" de nitrégeno amoniacal) y también

resultaron iguales las rectas de regresion entre valores esperados (estandar) y

lecturas, aunque el coeficiente de determinaciéon fue mayor con el método de
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difusién-contraflujo con respecto al método tradicional (0.998 y 0.987,
respectivamente), que fue el motivo principal para su eleccion.
Resultados y discusién

El disefio experimental requeria el uso de organismos de diferente edad,
cultivados con las dietas evaluadas. En vista de las diferencias en crecimiento, los
pesos secos individuales de los organismos usados en estos experimentos fueron
constantemente menores en el caso de los cultivados con N. oculata y ademas,
con la excepcion del dia 1, los alimentados con C. muelleri tuvieron pesos

individuales mayores que con Isochrysis sp. (Tabla 18).

Tabla 18. Pesos secos promedio (+ error estandar) (en pg-org™') de A. franciscana
alimentada con N. oculata, Isochrysis sp.y C. muelleri durante los primeros 7 dias
de desarrollo posembrionario. En letras los resultados de la pruebas de
comparacion entre organismos de la misma edad.

Edad (dias)
Dieta 1 3 5 7
N. oculata 2.4 a(0.3) 3.6 a (0.3) 4.0a(0.3) 3.6 a(0.3)
Isochrysis sp.  4.5b (0.2) 17.3 b (0.9) 40.7 b (1.4) 171.0 b (13.2)
C. muelleri 49b (0.2) 41.3 ¢ (2.7) 1026 c(11.2) 327.0c(17.7)

Tasa de ingestion (/)

Los resultados mostraron diferencias entre las dietas. En el caso de N.
oculata, la tasa de ingestion inicial fue equivalente al 270% del peso seco de los
organismos y disminuy6 gradualmente hasta un minimo para los organismos de 5
dias, que se mantuvo hasta el final de la experiencia, cuando los valores fueron
60% inferiores de la registrada el primer dia y equivalentes al 75 % del peso seco
individual. En el caso de las otras dietas, la tasa de ingestion aument6é con una
tendencia de tipo exponencial, similar a la que representa el incremento en peso
de los organismos, que es consistente con la relacion entre las tasas metabdlicas
individuales y el aumento en masa corporal en funcion del tiempo (Schmidt-

Nielsen, 1972). Esta relacion puede ser representada con las ecuaciones Y =

73



Experimentos de ecofisiologia

4.67-e 0614 -t para Isochrysis sp.y Y = 12.99-e 0.585-1 en el caso de C. muelleri

(donde Y = ingestién y t = tiempo). Esto implica una menor ingestion inicial en el
primer caso, con una menor tendencia a disminuir con el paso del tiempo en el
segundo, que es consistente con las diferencias en crecimiento que se hicieron
notar con estas dos dietas.

Estos resultados representan la ingestion potencial de acuerdo con la cual A.
franciscana podria ingerir una cantidad de alimento equivalente a entre tres (al 1°
dia) y dos veces al dia (al 7° dia) su propia biomasa, en el caso de que el alimento
fuera Isochrysis sp., mientras que para los alimentados con C. muelleri la ingestion
inicial representaria una cantidad de mas de seis veces mayor a su propio peso,
con porcentajes progresivamente menores en paralelo con el paso del tiempo,

hasta poco mas del 200% del peso de un organismo (Tabla 19).

Tabla 19. Tasas de ingestion promedio (+ error estandar) (en pg-org™-d™) de A.
franciscana alimentada con N. oculata, Isochrysis sp. y C. muelleri, durante los 7
primeros dias de desarrollo posembrionario. En letras se presentan los resultados
de las pruebas de comparacion entre dietas para individuos de la misma edad.

Edad (dias)

Dieta 1 3 5 7

N. oculata 6.46a(1.34) 542a(0.59) 2.67a(1.09) 2.68 a (0.92)
Isochrysis sp. 14.71b (1.39) 42.95b (4.83) 108.19b (16.45) 394.48 b (49.91)
C. muelleri  33.04 ¢ (4.26) 128.31 ¢ (23.53) 207.18 ¢ (32.57)  788.63 ¢ (252.53)

Debido a que en las determinaciones del consumo de alimento en los
recipientes de cultivo se encontré que excepto en el primer dia los organismos
alimentados con /Isochrysis sp. y C. muelleri, consumieron toda la racion, estos
datos de consumo real ( I’ ) fueron los empleados en lugar de los de consumo
potencial en el calculo de la absorcion y de la productividad en el balance
energético, excepto en el caso de los primeros dias en que se emplearon los

datos de consumo potencial.
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Eficiencia de absorcion (EA)

Las eficiencias de absorcion de A. franciscana alimentada con N. oculata
resultaron elevadas, variando entre el 64 y el 71 o 76% hasta la ultima fecha,
cuando ésta disminuyd hasta el 38%. Con /Isochrysis, fue del 39 y del 34% el
primero y el ultimo dia y superd el 50% en las pruebas intermedias con un valor
maximo al tercer dia, mientras que con C. muelleri se mantuvo en todos los casos
entre el 50 y el 75-76%.

Los resultados de las pruebas de analisis de varianza y de comparaciones
multiples indican que durante el tercer dia la eficiencia fue significativamente
inferior para N. oculata, en comparacion con las otras dos dietas, mientras que en
la ultima fecha fue mayor en el caso de C. muelleri (Tabla 21). Por otra parte,
considerando los valores medios calculados globalmente con todos los datos, las
eficiencias de absorcion resultaron ser similares con 0.62 £ 0.11, 0.51 + 0.13 y

0.64 £ 0.10 para N. oculata, Isochrysis sp. y C. muelleri, respectivamente.

Tabla 20. Eficiencia de absorcion promedio (+ error estandar) de A. franciscana
alimentada con N. oculata, Isochrysis sp. y C. muelleri, durante los 7 primeros dias
de desarrollo posembrionario. En letras se presentan los resultados de las
pruebas de comparacion entre dietas para individuos de la misma edad.

Edad (dias)
Dieta 1 3 5 7
N. oculata 0.76 a (0.05) 0.64a(0.01) 0.71a(0.05) 0.38 a (0.08)
Isochrysis sp. 0.39a(0.01) 0.76 b (0.01) 0.53 a(0.11) 0.34 a (0.04)
C. muelleri 0.50a(0.18) 0.76 b (0.06) 0.75a (0.01) 0.53 b (0.03)

Tasa respiratoria (R)

La tasa respiratoria individual de A. franciscana alimentada con N. oculata,
fue constantemente menor que con las otras dietas y se mantuvo
aproximadamente constante, variando entre 0.6 y 0.9 ug Oyind™*-d™".

Con las otras microalgas, el consumo de oxigeno aumenté con la edad de los

organismos y fue casi el 50% mayor en los alimentados con C. muelleri, al 3° dia 'y
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el 76% al 5° (P< 0.05), cuando el peso individual de A. franciscana alimentada con
Isochrysis sp. era aproximadamente un 60% inferior.

Finalmente, en las pruebas realizadas con organismos de 7 dias de edad, la
tasa respiratoria fue similar con Isochrysis sp. y con C. muelleri, a pesar de que los
especimenes que se alimentaron con la segunda de estas microalgas tenian

pesos individuales de 171 ug y 327 ug, respectivamente (Tabla 21).

Tabla 21. Tasa respiratoria promedio (+ error estandar) (en ug de O.-ind”-d™") de
A. franciscana alimentada con N. oculata, Isochrysis sp. y C. muelleri, durante los
7 primeros dias de desarrollo posembrionario. En letras se presentan los
resultados de la comparacion entre dietas para organismos de la misma edad.

Dieta Edad (dias)

1 3 5 7
N. oculata 0.86 a (0.09) 0.62 a (0.12) 0.97 a(0.28) 0.84 a (0.06)
Isochrysis sp.  1.39 b (0.07) 3.98 b (0.25) 8.17 b (0.80) 30.89 b (1.32)
C. muelleri 1.33 b (0.09) 6.11¢(0.14) 14.41c(1.13) 31.73 b (2.54)

Tasa de excrecion amoniacal (U)

Los resultados de la produccion de amonio individual en los organismos
alimentados con N. oculata demuestran incrementos graduales, a pesar de que el
peso individual se mantuvo aproximadamente constante, variando desde 5.2 hasta
19.3 ug de N-NH;"ind™"-d™" entre la primera y la Gltima prueba.

El primer dia, a pesar de los pesos similares y de la mayor ingestién de C.
muelleri, la produccién de amonio de los organismos alimentados con esta dieta
fue significativamente menor que con Isochrysis sp. e igual a los alimentados con
N. oculata. En las dos pruebas siguientes (3° y 5° dias), tanto los pesos como las
tasas de ingestidon fueron mayores con C. muelleri, pero la produccién de amonio
fue similar a la registrada con /Isochrysis. Finalmente, en la ultima prueba la
excrecion de los organismos alimentados con la segunda de estas dietas fue
aproximadamente el doble de la registrada para los alimentados con C. muelleri,
los cuales a su vez tenian un peso individual cercano al 200% de los cultivados

con Isochrysis sp. (Tabla 22).
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Tabla 22. Tasa de produccién de amonio promedio (+ error estandar) (en 1072 ug
de N-NH," -org”-d™") de A. franciscana alimentada con N. oculata, Isochrysis sp. y
C. muelleri, durante los 7 primeros dias de desarrollo posembrionario. En letras se
presentan los resultados de las pruebas de comparacién entre dietas para
organismos de la misma edad.

Edad (dias)
Dieta 1 3 5 7
N. oculata 516a(0.34) 10.65a(1.13) 18.95a(2.01) 19.27 a(2.91)
Isochrysis sp. 9.67 b (0.54) 27.16 b (0.70) 49.29b (0.68) 151.70 c (11.30)
C. muelleri 582a(0.31) 23.79b(1.24) 49.77b (2.13) 81.20b (7.76)

La relacion O:N calculada con los resultados de respiracién y excrecion
indica que en caso de N. oculata existe una dependencia total de las proteinas
como sustrato metabdlico a partir del 3° dia. En el caso de las otras dietas los
valores no superan el intervalo O:N de 50-60 que indicaria un uso mixto de lipidos
y de proteinas (Mayzaud y Conover, 1988) sino que se encuentran entre los 12 y
34, que sugiere una mayor dependencia de proteinas que de lipidos y que

probablemente refleja la composicidn de la dieta de los organismos (Tabla 23).

Tabla 23. Relacién O:N de A. franciscana alimentada con N. oculata, Isochrysis
sp. y C. muelleri, durante los 7 primeros dias de desarrollo posembrionario.

Edad (dias)
Dieta 1 3 5 7
N. oculata 14.58 5.09 4.48 3.81
Isochrysis sp. 12.58 12.82 14.50 17.82
C. muelleri 19.99 22.47 25.33 34.20

Balance energético
Con los datos anteriores y tomando las tasas de ingestidon real, y de la

absorcion calculada a partir de esta, se calculd el crecimiento estimado o
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productividad individual mediante la ecuacion de balance energético (Tabla 24).
También se calculd el balance con los datos normalizados por unidad de biomasa
seca para tratar de comparar los datos sin considerar las diferencias en el peso
individual (Tabla 25).

Tabla 24. Balance energético individual de A. franciscana alimentada con N.
oculata, Isochrysis sp. y C. muelleri. Resultados promedio (+ error estandar) (en
102 J-ind™"-d™") de las tasas de ingestién ( /), respiracion ( R ), excrecién ( U ). La
tasa de produccion ( P )y las eficiencias de crecimiento gruesa ( Ky ) y neta ( K2 )
se calcularon con los valores medios de las tasas anteriores.

Edad Dieta I A R U P K, K>
dias
UAS-CIBNOR
N. oculata 10.59 8.05 1.22 0.128 6.75 0.63 0.83

(127)  (0.97) (0.12)  (0.009)
Isochrysissp. ~ 31.07 1212 195 0240 993 032 0.82
(2.94)  (1.14)  (0.11) (0.013)

C. muelleri 4730 2365 1.88  0.150 21.62 046  0.91
(6.09)  (3.07) (0.63) (0.009)
N. oculata 8.88 5.63 087 0270 450 051 0.80

(0.96) (0.62) (0.17) (0.028)
3 Isochrysis sp. 74.42 56.56 5.58 0.670 50.31 0.68 0.89
(10.19) (6.70)  (0.36) (0.017)

C. muelleri 7719 5866 860  0.600 4946 0.64 0.84
(33.67) (25.75) (3.25) (0.031)
N. oculata 4.39 3.12 137 0470 128 029 0.41

(1.78)  (1.27)  (0.39) (0.050)
Isochrysissp. 15053  79.78 1149 1230 67.06 045 0.84

5 (34.73)  (15.88) (1.12) (0.168)

C. muelleri 156.12  117.09 2026  1.240 9559 061 0.82
(46.62) (35.13) (7.66)  (0.053)

N. oculata 4.40 1.67 119 0480 000 0.00 0.00
(1.51)  (0.57)  (0.09) (0.072)

. Isochrysis sp. ~ 413.99  140.76 4340 6.780 90.58 022 0.64

(105.41) (38.95) (1.80)  (0.330)
C. muelleri 429333 22754 4461 1950 180.98 042 0.79
(361.49) (191.20) (16.8) (0.158)

En los organismos alimentados con N. oculata, la cantidad de energia que
puede destinarse al crecimiento (crecimiento esperado) fue en constante
decremento hasta el 7° dia, en el cual se obtuvo un valor de cero, lo que implica

que la dieta no suministraba los requerimientos necesarios a estos organismos.
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Respecto a las otras dietas, esta estimacidon se incrementd desde 9.9 hasta 90.6
Jiind™d" con Isochrysis sp. y finalmente, comprobando su superioridad como
dieta para A. franciscana, la estimacién con C. muelleri resulté aproximadamente
del doble que con Isochrysis sp.

Utilizando los valores calculados en las cuatro fechas e interpolando estos
datos para obtener los relativos a los dias 2, 4 y 6, el total tedrico de energia
acumulada por un organismo en los primeros siete dias poseclosion deberia ser
0.205, 7.35 y 15.23 Jind"d" con N. oculata, Isochrysis sp. y C. muelleri,
respectivamente.

Considerando los mismos valores normalizados por unidad de peso, los
datos de los dias 3 y 5 parecen indicar una mayor efectividad de Isochrysis sp.
Ademas, tanto con N. oculata como con C. muelleri se puede notar la misma
tendencia a una disminucion desde los altos valores registrados durante el primer
dia a datos progresivamente menores hasta el experimento final en el caso de N.
oculata y hasta el dia 5 poseclosion con C. muelleri, con resultados similares para
esta fecha y los del séptimo dia. Esto muy probablemente no refleja mas que la
diferente racion que en relacién al peso tienen los organismos con las diferentes
dietas o sea que es un artefacto del disefio experimental.

Con Isochrysis, los valores mas altos fueron para el dia 3, a partir del cual
disminuyeron en forma continua desde 2.9 hasta 0.52 <102 J-ug™"-dia™, que indica

una relacion inversa entre la tasa metabdlica y el peso corporal (Tabla 25).
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Tabla 25. Balance energético individual de A. franciscana alimentada con N.
oculata, Isochrysis sp. y Chaetoceros muelleri durante los primeros siete dias de
desarrollo posembrionario. Resultados promedio (+ error estandar) (en 102 J-ug”
.d™") de las tasas de ingestion real ( / ‘), absorcidn (A) respiracion ( R ), excrecion (
U ) y tasa de produccion ( P ) calculada. Los valores de la ingestidén del primer dia
corresponden con los de ingestion potencial.

Edad Dieta I A R U P
dias

UAS-CIBNOR

N. oculata  4.43 3.36 0.509 0.054 2.80
(0.52) (0.40) (0.051)  (0.003)

Isochrysis 6.94 2.70 0.437 0.075 2.19
(0.66) (0.25) (0.025) (0.004)

C. muellen  9.72 4.90 0.380 0.029 4.50
(1.25) (0.63) (0.030) (0.002)

N. oculata 244 1.56 0.232 0.071 1.26
(0.26) (0.17) (0.046) (0.008)

Isochrysis 4.30 3.27 0.323 0.060 2.89

3 (0.59)  (0.44) (0.021)  (0.002)

C. muellen  1.86 1.41 0.210 0.014 1.19
(0.82) (0.62) (0.004) (0.0007)

N. oculata 1.10 0.78 0.340 0.116 0.32
(0.44) (0.32) (0.098) (0.012)

5 Isochrysis 3.70 1.95 0.282 0.046 1.63
(0.85) (0.45) (0.028) (0.006)

C. mueller 1.51 1.13 0.200 0.012 0.92
(0.45) (0.34) (0.020) (0.0005)

N. oculata 1.22 0.47 0.330 0.133 0.01
(0.42) (0.16)  (0.025) (0.020)

7 Isochrysis 242 0.82 0.250 0.049 0.52

(062)  (0.23) (0.012) (0.002)
C. muellerr  1.31 070 0140  0.006  0.55
(0.98)  (0.58) (0.010) (0.0006)

El balance energético expresado como porcentaje de la energia asimilada, se
presenta en la Fig. 9, en la cual se nota que solamente en el caso de N. oculata se
observaron cambios notorios en la distribucién de la energia absorbida; en este
caso el porcentaje que estos organismos destinaron a la respiracion y a la
eliminacién de desechos nitrogenados se incrementd en forma exponencial,

reduciendose en la misma forma la cantidad destinada a la productividad.
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Con las otras dietas, la fraccibn de energia absorbida que gastdo un
organismo para su metabolismo (respiracion y excrecién) varidé entre
aproximadamente el 10 y 30 % con /Isochrysis sp., independientemente de la
edad, y fue constantemente menor al 20% con C. muelleri 1o que indica, como en
la prueba anterior, que aproximadamente el 70 — 90% de la energia absorbida por
esta especie puede ser destinada al crecimiento individual, si la calidad de la dieta
es compatible con las necesidades de su metabolismo (Fig. 9).

Los resultados del balance energético en los dos experimentos coinciden en
sefalar que la microalga C. muelleri fue el mejor alimento de los tres empleados
para A. franciscana, mientras que N. oculata fue el peor, con un efecto intermedio
de Isochrysis sp..

Excluyendo los valores de los organismos alimentados con N. oculata, en
ambas experiencias se observd que los organismos invierten porcentajes bajos en
promedio de 20.94 £ 6.17 y 18.45 £ 1.50 para su respiracion y excrecion y por lo
tanto pueden destinar una mayor proporcion de la energia absorbida a la
productividad o crecimiento potencial o sea de alrededor de 81.05 + 7.13 y 85.03 +
3.05 % en el caso de Isochrysis sp. y de C. muelleri respectivamente en los
periodos ensayados. Esto en principio pareciera indicar que el valor de
productividad o crecimiento potencial es un muy buen indicador de la calidad
nutritiva.

En el segundo experimento, los valores de /, A, Ry U fueron mayores que en
el primero. Esto se debiod a la diferencia en los pesos de los organismos, que esta
relacionado con el diferente disefio experimental, ya que el suministro de mayores
raciones individuales en los cultivos del segundo experimento tuvo como resultado
mayores cantidades de alimento ingerido, asimilado y utilizado.

Las diferencias de un orden de magnitud en los resultados de excrecion
amoniacal entre los dos experimentos, no parecen deberse a los métodos
empleados en el analisis de desechos nitrogenados, ya que estos fueron
calibrados antes de las determinaciones en cada experimento.

La unica posible explicacion fue la forma en que se tomé la muestra en el

segundo experimento. Las camaras de incubacion fueron agitadas antes de

81



Experimentos de ecofisiologia

100%

80% -

60% -

40% -

L
Energia absorbida (J/ind/d)

20% 1 —

0%

100%

80% H
60% -
40%

b)
20% -

Energia absorbida (J/ug/d)

0%

100%

80% A

60% -

40% -

20% H

o
Energia absorbida (J/ug/d)

0%
1 3

5

Edad (dias)

Figura 9. Balance energético de A. franciscana alimentada con a) Nannochloropsis

oculata, b) Isochrysis sp. y c) Chaetoceros muelleri, a los 1, 3, 5y 7 dias de

desarrollo postembrionario. Valores calculados con EA determinada de acuerdo a

Conover (1966). En gris los porcentajes de respiracion = R; en negro los de

excrecion amoniacal = U; en blanco los de productividad = P.
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tomar la muestra mediante un agitador magnético, que pudo solubilizar parte de la
materia fecal favoreciendo la actividad de amonificacién bacteriana y alterar la
concentracion de desechos nitrogenados disueltos. A pesar de este mayor gasto,
el balance energético no se vio alterado en forma importante, debido a su escasa

importancia en comparacion con otros tipos de gasto.
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Capitulo 4

Comparacion de los experimentos de crecimiento y ecofisiologicos

Introduccién

El calculo del crecimiento esperado, realizado a partir de los datos recabados
en experimentos dirigidos a verificar el balance energético en pruebas de corto
plazo, deberia dar en teoria resultados similares a los que se obtienen en cultivos
de largo plazo, bajo el supuesto que en ambos casos se mantienen las mismas
condiciones ambientales.

Aparte de la obvia ventaja del primer tipo de experimentos, que han sido
utilizados por varios autores para medir y comparar en tiempos breves la calidad
de una o mas dietas (Cho y Bureau, 1999; Villarreal Colmenares, 1999), la
coincidencia entre los datos de crecimiento real y potencial ofreceria también la
posibilidad de elaborar modelos predictivos con el fin de evaluar el rendimiento de
un sistema de produccion, tanto en términos biolégicos como econdmicos,
facilitando de esta manera el proceso de toma de decisiones (Rosas Vazquez,
1999; Gonzalez Becerril, 2002).

Por otra parte, no existen muchos ejemplos de estudios comparativos de
estas dos formas de evaluacién de la calidad de diferentes dietas, o del efecto de
otras variables ambientales sobre el crecimiento de los organismos en cultivo
(Riisgard y Randlov, 1981; Beiras et al., 1994), que son los objetivos de esta parte
del presente estudio, en la cual se examina la congruencia de los resultados de
las dos formas de evaluar la calidad de tres de las microalgas usadas en este
trabajo y se comparan el crecimiento potencial y real, utilizando con esta finalidad
los resultados de la segunda serie de experimentos, para la cual se cuenta con los

datos completos para las tres dietas y los dos tipos de prueba.

84



Comparacion

Objetivos

Verificar si los datos de crecimiento real y los calculos del balance energético
coinciden en indicar la calidad dietética de las tres microalgas para Artemia
franciscana.

Comparar el crecimiento de A. franciscana determinado en cultivos de siete

dias, con el calculado mediante los experimentos ecofisioldgicos.

Resultados

Calidad de las dietas

Debido al suministro de la misma cantidad de alimento en una sola raciéon en
los dos tipos de experimentos, era de esperar que las pruebas en las cuales se
evaluo la tasa potencial de consumo de alimento dieran valores superiores al
consumo real, y que ademas la sobreestimacion resultara diferente con las tres
dietas, en vista de las diferencias en talla y en peso de los organismos
experimentales.

En efecto, con excepcion del dia 1, al final del cual el consumo estimado
coincidié con la cantidad de microalgas sobrantes, se encontraron diferencias
importantes entre consumos potenciales y reales.

Los datos de los experimentos de corto plazo se utilizaron para calcular el
consumo potencial diario de los dias 1, 3, 5y 7 y los valores asi recabados se
utilizaron para el calculo del consumo global durante los siete dias de cultivo, que
resulté similar al determinado en los acuarios solamente en el caso de los
organismos alimentados con N. oculata, mientras que el consumo real de
Isochrysis sp. representd cerca del 59% del potencial y el porcentaje resulté ser
todavia inferior (47%) en el caso de C. muelleri (Tabla 26) por lo cual,
considerando que esta diferencia hubiera causado una fuerte discrepancia entre
tasas de crecimiento real y potencial, se utilizaron en ambos casos los datos de

consumo diario determinados en las pruebas de cultivo a largo plazo.
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Tabla 26. Consumo promedio potencial (cp) y real (c) de alimento de A.
franciscana (ug de peso seco totalind™-d™") alimentada con tres microalgas,
durante 7 dias de desarrollo posembrionario. Los datos de cp para los dias 2, 4y
6 se calcularon por interpolacion. 2= consumo total en 7 dias de cultivo.

N. oculata Isochrysis sp. C. muelleri
Edad cp c cp c cp c
1 6.46 6.46 14.71 14.71 33.04 33.04
2 5.94 6.63 28.83 27.00 80.68 81.00
3 5.42 6.80 42.95 35.27 128.31 55.14
4 4.05 5.26 75.57 52.31 167.75 81.80
5 2.67 3.73 108.19 71.34 207.18 111.52
6 2.68 3.02 251.34 142.68 497.91 223.04
7 2.68 2.68 394.48 196.20 788.63 306.70
z 29.90 34.58 916.07 539.51 1,903.50 892.24

Con estos valores, corregidos por la eficiencia de absorcion medida con el
meétodo tradicional, se obtuvo la cantidad de energia asimilada en los dias 1, 3,5y
7 y finalmente, utilizando las tasas de respiracion y de excrecién, se calculd el
crecimiento potencial para esos dias, obteniendo posteriormente por interpolacion
los valores faltantes (dias 2, 4 y 6) que se sumaron a los anteriores para obtener
los totales de energia ingerida y asimilada y el crecimiento potencial de A.
franciscana durante los primeros siete dias de desarrollo posembrionario.

En el caso de los experimentos de cultivo, se utilizaron los valores de
incremento diario individual de contenido energético obtenidos por combustion
directa se calculd la productividad o crecimiento potencial (P’ ) para los mismos
dias en los cuales se llevaron a cabo las pruebas de corto plazo, a los cuales se
sumaron los consumos energéticos debidos a respiracion y excrecion, obteniendo
de esta manera la tasa de absorcion diaria real (A’ ) de A. franciscana con cada
una de las tres dietas y la eficiencia de utilizacion del alimento ingerido (EUt), de

acuerdo a las ecuaciones:

A=P+ R+ U EUt=(P’ +R+ U)-I'"
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Como en el caso anterior, los valores asi calculados se usaron para obtener
por interpolacién los datos de los dias faltantes, los cuales se sumaron a los datos
experimentales para obtener los totales de energia absorbida y el crecimiento real,
que permiti6 comparar los valores potenciales y reales con el fin de lograr los dos
objetivos planteados para esta parte del trabajo.

En el caso del primero, sobre la calidad de las tres dietas, ambos métodos
permiten establecer la misma escala de calidad nutricia de las tres microalgas, con
C. muelleri > Isochrysis sp. > N. oculata. La absorcion y el crecimiento potencial
con N. oculata representaron entre el 7 y el 6% de los calculados con Isochrysis 'y
éstos a su vez fueron el 70 y el 65% de los estimados con C. muelleri. Estos
porcentajes por otra parte fueron menores en todos los casos cuando se usaron
los valores reales, y la mayor discrepancia fue en el caso del crecimiento con N.
oculata, que fue solamente el 0.2% del valor que se obtuvo en las pruebas a largo
plazo con Isochrysis sp. Con Isochrysis sp. el contenido calérico final resultd
cercano al 45% de lo que se verifico con C: muelleri, que es notablemente inferior

al 65% calculado con los valores totales de crecimiento potencial (Tabla 27).
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Tabla 27. Resumen de los resultados de las pruebas a corto y largo plazo del segundo experimento con Artemia
franciscana alimentada con tres dietas. Tasas de: ingestion real ( I’ ), de asimilacion ( A ), y de productividad o crecimiento

esperado ( P ) y tasas observadas en 24 horas, de crecimiento ( P’ ) A’ = tasa de absorcion calculada con I’y P’, corregida

por respiracion y excrecion. EA: eficiencia de absorcion de acuerdo a Conover (1966). EULt. eficiencia de utilizacion de
alimento. Las tasas se dan en 102 J- ind ' -d”". Eficiencias calculadas en fracciones de I. £ = totales para siete dias,
calculados interpolando los valores de los dias 2, 4 y 6.

Dieta Egid I A A’ P P’ EA EUt

N. oculata 1 10.59 8.05 1.23 6.70 -0.97 0.76 0.12
3 11.15 5.63 3.75 4.50 2.61 0.64 0.43
5 6.12 3.12 1.84 1.28 -0.78 0.71 0.42
7 4.40 1.67 1.67 0.00 -0.97 0.38 0.38
)2 56.71 35.30 19.14 21.61 0.75

Isochrysis sp. 1 31.04 12.12 5.54 9.93 3.35 0.39 0.18
3 74.42 56.56 18.61 50.31 12.36 0.76 0.25
5 150.53 79.78 37.13 67.06 24 .91 0.53 0.25
7 413.99 140.76 209.95 90.58 159.77 0.34 0.51
)2 1138.37 502.00 435.71 385.50 319.22

C. muelleri 1 46.25 23.65 6.62 21.62 4.59 0.50 0.14
3 77.19 58.66 73.33 49.46 64.13 0.76 0.95
5 156.12 117.09 95.23 95.59 73.73 0.75 0.61
7 429.33 227.54 334.87 180.98 288.32 0.53 0.78
22 1249.14 728.27 849.45 594.00 715.09
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Estas diferencias entre los porcentajes de crecimiento calculados con respecto
a los valores obtenidos con los dos tipos de prueba, son el resultado de fuertes
discrepancias en varias de las tasas medidas o calculadas con los resultados de los
experimentos de corto y de largo plazo. Asi por ejemplo, la absorcion de energia
obtenida mediante el método de Conover (1966) fue constantemente mayor a la real
en el caso de N. oculata; al final de siete dias la energia total absorbida por A.
franciscana alimentada con esta microalga represent6 el 54% de la evaluada con
las pruebas de corto plazo, de tal manera que los costos metabdlicos debidos a
respiracion y excrecion causaron un balance energético negativo en tres de las
cuatro fechas, con un crecimiento global que representdé solamente el 3% del
potencial.

En el caso de [Isochrysis, existe una diferencia notoria con respecto a la
especie anterior, ya que la absorcién de energia y el crecimiento del séptimo dia de
los experimentos de cultivo resultaron superiores a los potenciales, con un
incremento global de contenido energético cercano al 80% del calculado usando los
valores de campo de crecimiento.

Resultados similares se obtuvieron con los datos de los dias 3 y 7 de los
cultivos de A. franciscana alimentada con C. muelleri, con una diferencia
especialmente elevada durante el séptimo dia, de tal manera que en este caso el
crecimiento real super6 en un 20% el valor que se calcul6 con las pruebas de corto

plazo.
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Discusién

El alimento es uno de los factores ambientales de mayor importancia para el
crecimiento de los organismos, y la calidad nutricia de diferentes dietas puede ser
medida mediante pruebas de largo o de corto plazo, en el primer caso observando
su efecto sobre el crecimiento, que es la respuesta integrada de los procesos de
ingestion, digestion y metabolismo global y en el segundo verificando mediante
pruebas de corta duracién los ingresos y egresos de energia, con el fin de calcular
la cantidad disponible para el crecimiento, desarrollo y reproduccion. Estos
principios basicos han sido universalmente aceptados desde cuando las leyes de la
termodinamica se iniciaron a utilizar en biologia, tanto para poder modelar el
crecimiento de los organismos, como para estudiar el efecto de las variables
ambientales que lo pueden modificar (lvlev, 1939; Russel-Hunter, 1970).

Mediante este estudio se comprobd que es posible calificar diferentes tipos de
dieta con los dos métodos, con resultados similares, que en este caso indicaron que
N. oculata es suficiente para el metabolismo activo de A. franciscana, pero que el
crecimiento de este organismo se veria seriamente limitado (crecimiento potencial),
0 puede resultar negativo (crecimiento real), lo que fue comprobado por los
porcentajes elevados de mortalidad.

El uso de Isochrysis sp. como dieta dio resultados similares a los obtenidos por
Eviemo y Olsen (1999) y se confirmé que esta microalga es un alimento adecuado
para esta especie; por otra parte se verificé con los dos tipos de prueba que C.
muelleri tiene una calidad nutricia mayor, lo cual confirma que mediante pruebas de
corto plazo es posible calificar y eventualmente mejorar una dieta, verificando a la
vez los requerimientos nutricios de la especie que se esta estudiando (Cho y
Bureau, 1999).

Por otra parte, de acuerdo a los resultados de la comparacién de los dos tipos
de acercamiento, si la productividad real se compara en forma cuantitativa con la
estimada, existe la posibilidad de que los modelos de crecimiento resultantes
difieran notablemente, y que los valores de crecimiento calculados puedan estimar o

sobreestimar los datos reales.
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Una posibilidad de sobreestimacion que se considerdé es que el crecimiento
esperado, calculado con la ecuacién de balance energético, incluye toda la energia
destinada al crecimiento somatico, mientras que el valor real es el incremento real
diario en peso y en contenido energético individual. En el primer caso, no se
contemplaron por lo tanto los costos relacionados con las mudas y la formacion de
nuevas estructuras, que caracterizan el cambio entre una etapa instar y la siguiente.

Por otra parte, el desarrollo posembrionario de Artemia es de tipo anamorfico,
implicando un proceso continuo de cambios morfolégicos y estructurales entre las
etapas instar sucesivas (Gassé, 1954; Gardiner, 1978), por lo cual el costo
metabdlico de estos cambios deberia reflejarse en gran parte en los datos de
respiracion y excrecion, y el contenido energético de las exuvias, de acuerdo a la
mayoria de la literatura sobre crustaceos, se estiman entre el 2% y el 4% (John,
1982; Dawirs, 1983).

De acuerdo a las pruebas de cultivo, A. franciscana alimentada con Isochrysis
sp. y con C. muelleri se encontraba en el séptimo dia entre las etapas instar 15 y
16, mientras que con N. oculata el valor medio de 4 indica un numero de mudas
considerablemente inferior. Aunque ésta pudiera ser la explicacion de los menores
valores de productividad real en comparacion con la potencial en el caso de los
organismos alimentados con N. oculata e Isochrysis sp., €sto no explica la
diferencia que se encontré con C. muelleri para el calculo del crecimiento mediante
la ecuacion de balance energético.

Otra posible fuente de error que se considerd se refiere al supuesto implicito
en el céalculo de la eficiencia de asimilacién con el método de Conover (1966), de
acuerdo al cual la materia inorganica contenida en el alimento no seria utilizada por
organismos del zooplancton.

Por otra parte, este método fue validado por Sick (1976), mediante una
comparacion de la eficiencia de absorcion calculada con la técnica de proporciones
y colectando cuantitativamente todas las heces de Artemia salina y ademas los
datos que se recabaron en este estudio coinciden con los reportados para A.

franciscana por Evjemo et al. (2000), los cuales evaluaron la eficiencia de absorcion
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mediante marcaje con Cc' de Isochrysis sp., por lo cual es poco probable que el uso
de esta técnica haya modificado los resultados de las pruebas de corto plazo.

La tasa de alimentacion de los crustaceos filtradores depende de su talla y de
la disponibilidad de alimento (Suschenya, 1970). Este se proporcioné en raciones
individuales diarias iguales, aunque los pesos resultaron diferentes con las tres
dietas, lo que pudiera ser parte de la explicacidon por el mayor crecimiento real de A.
franciscana alimentada con C. muelleri. De acuerdo a los datos de ingestion, el
consumo diario de N. oculata fue constantemente similar al potencial, mientras que
con Isochrysis sp. disminuy6 progresivamente entre los dias 3 y 7, desde el 80
hasta el 50% de su potencial de ingestidon. Por otra parte, con C. muelleri estos
porcentajes fueron cercanos o inferiores al 50% a partir del dia 3, que implica un
probable aumento del tiempo de retencion en el sistema digestivo y un incremento
de la eficiencia de asimilacion en paralelo con la progresiva disminucion de la
disponibilidad de alimento (Navarro y Winter, 1982; Beiras y Pérez-Camacho, 1994;
Elliot, 1976), que explicaria los altos valores de la eficiencia de absorcion calculada
por retrocalculo (EUt) para el dia 7, en los cultivos con Isochrysis sp., y a partir del
tercer dia para A. franciscana alimentada con C. muelleri.

Por otra parte, ésto no explica la diferencia entre los crecimientos iniciales, que
se notd tanto en el experimento en el cual el alimento se suministré en raciones
individuales constantes, como cuando las raciones se modificaron de acuerdo a la
edad de los organismos.

De acuerdo a ambos experimentos, se encontré6 un mayor crecimiento, en
talla, en peso o0 en ambos, a partir del segundo o del tercer dia, a pesar del hecho
que las raciones de los dias anteriores fueron similares en todos los casos, lo cual
implica que las tres dietas, a pesar de ser aproximadamente isocaldricas, poseen
caracteristicas intrinsecas diferentes, que no estan relacionadas con su
digestibilidad, la cual en promedio resulté similar para las tres dietas.

De acuerdo a toda la literatura sobre las caracteristicas de los nauplios de A.
franciscana del Gran Lago Salado, su contenido del acido graso DHA es inferior a
los limites de deteccidén, mientras que el acido EPA es relativamente abundante

(Van Stappen, 1996; Evjemo et al., 2001). Bajo las condiciones de cultivo usadas en
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este trabajo, Isochrysis tiene un contenido de DHA mayor que C. muelleri, que
explicaria el mayor indice de desarrollo inicial con esta dieta, pero existen pruebas
que Artemia moviliza el DHA y otros acidos grasos para hacer frente a su alta
demanda de EPA, que es mas abundante en C. muelleri (Lora Vilchis et al., 2004),
que es la explicacion mas probable de la mayor efectividad de esta microalga a

partir del segundo o tercer dia poseclosion.
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Conclusiones

Este trabajo se realizd bajo las hipdtesis de que la calidad dietética de
diferentes microalgas para Artemia franciscana puede ser definida mediante el
calculo del balance energético obtenido con experimentos de corto plazo, con
resultados similares a los que se pueden lograr mediante experimento de cultivo de
mayor duracion, y que ademas el crecimiento calculado a partir del balance
energético corresponde con el verificado experimentalmente en los cultivos.

La primera de estas hipdtesis fue comprobada con dos experimentos con las
microalgas Nannochloropsis oculata, Isochrysis sp. y Chaetoceros muelleri,
suministradas en un caso en raciones isocaléricas diarias individuales constantes y
por lo tanto progresivamente limitantes en paralelo con el crecimiento de los
organismos, y en el segundo en raciones progresivamente crecientes de acuerdo a
su edad, ya que en ambos casos el balance energético y el crecimiento individual
permitieron definir que C. muelleri es superior a Isochrysis sp. y que N. oculata no
es una dieta adecuada para A. franciscana.

La segunda hipodtesis no fue comprobada, ya que el crecimiento esperado con
N. oculata resulté aproximadamente el 3% del verificado en los cultivos y que
ademas el balance energético resulté positivo para organismos de 1, 3 y 5 dias de
edad y fue igual a cero para los de 7 dias, mientras que los experimentos de cultivo
sefalaron balances negativos en tres de estas fechas, que resultaron en una alta
mortalidad.

Con Isochrysis sp. el crecimiento real resultdé ser el 80% del calculado, que
pudiera ser explicado por el hecho que el costo de las exuvias no fue utilizado para
el calculo del balance energético, aunque ésto no explicaria y mas bien aumentaria
la diferencia en el caso de A. franciscana alimentada con C. muelleri, cuyo
crecimiento en cultivos de 7 dias resultd ser el 120% del calculado mediante el
balance energético.

Aparte de la calidad dietética intrinseca de las tres microalgas, que esta
relacionada con su composicidn y no se refleja en su contenido energético, la
explicacion mas probable de estas discrepancias es que las raciones se calcularon

con base en la edad de los organismos y no de acuerdo a su peso; causando una
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subestimacion de la eficiencia de absorcion, que fue medida en condiciones de
alimento no limitante. Esto fue comprobado por retrocalculo a partir del crecimiento
diario y de la cantidad de alimento ingerido, por lo menos durante el ultimo dia de

cultivo con Isochrysis sp. y durante los dias 3y 7 en el caso de C. muelleri.
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Recomendaciones

De acuerdo a Eviemo y Olsen (1999), la tasa de crecimiento de A. franciscana
calculada con la férmula tradicional K= (InWt/Wo)-t", después de 7 dias de cultivo
con raciones no limitantes de Isochrysis sp. es 0.59, que es similar a la calculada
para el segundo experimento, la cual es a su vez inferior al valor de 0.69 calculado
para los cultivos con C. muelleri y es posible que esta pueda ser mejorada tanto
aumentando la racién diaria, como con diferentes estrategias de alimentaciéon que
permitan optimizar la absorcion del alimento, manteniendo constante su
concentracion en un nivel que deberia ser definido experimentalmente,
considerando ademas el incremento en peso individual.

Con una estrategia similar, Ramirez et al. (1999) lograron mayores
supervivencias y crecimientos de larvas de peneidos y mejoraron la alimentacion de
bivalvos eliminando la produccion de pseudoheces. Una vez calibrado, este mismo
sistema pudiera servir para definir el maximo potencial de crecimiento de A.
franciscana, que serviria como un estandar con el cual seria posible cuantificar el
efecto tanto de diferentes alimentos, como de cualquier otra variable ambiental.

El disefio experimental de este trabajo fue adoptado en vista de la necesidad
de comparar el crecimiento real con el calculado para cada una de las dietas,
causando fuertes diferencias en los pesos individuales de los organismos y una
probable debilitacion general por lo menos en el caso de los alimentados con N.
oculata que se reflejo en la mortalidad progresivamente creciente y en el incremento
en sus costos metabdlicos diarios.

Un disefo alternativo a utilizarse para experimentos de corto plazo pudiera
consistir en mantener durante por lo menos dos a tres dias los organismos con una
dieta estandar, que en este caso pudiera ser la que se encontré tener la calidad
superior y que pudiera ser ademas estandarizada ulteriormente con el sistema que
se menciond, de tal manera que cualquier cambio en las tasas metabdlicas
consideradas podria ser cuantificado en términos de porcentaje, permitiendo asi
establecer una escala de calidad tanto de las dietas, como de otras variables

susceptibles de modificar el éxito de los cultivos.
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