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GLOSARIO

ALIMENTO VIVO: Grupo de organismos que componen el plancton (fitoplancton y
zooplancton), el cual constituye la unidad basica de produccién del material organico
en los ecosistemas acuaticos.

Brachionus calyciflorus: Es una especie de rotifero planctonico, que se encuentra
en agua dulce de la familia Brachionidae siendo un rotifero comercialmente
importante, debido a que se ha cultivado en la industria acuicola como alimento para
larvas de peces.

CONDENSADO: Es la reduccion del volumen de una sustancia, quitando parte de
su liquido, dandole mayor densidad, en este caso del cultivo escalonado de
microalga Chlorella sp.

Chlorella sp: Es un género de algas verdes unicelulares del filo Chlorophyta. Tiene
forma esférica, midiendo de 2 a 10 ym de diametro, y no posee flagelo.

MICROALGAS: Microorganismos foto-autétrofos, por tanto, capaces de
transformar la luz solar en energia quimica mediante la fotosintesis oxigénica y
ademas capaces de asimilar carbono en forma de diéxido de carbono.

MORFOMETRIA: Se refiere al andlisis cuantitativo de la forma, un concepto que
abarca el tamafio y la forma. Los analisis morfométricos se realizan comunmente
en los organismos, se puede utilizar para cuantificar un caracter de significancia
evolutiva, y para detectar los cambios en la forma, deducir algo sobre la ontogenia
de los organismos, funcién o relaciones evolutivas y/o probar estadisticamente las
hipétesis sobre los factores que afectan la forma.

ROTIFERO: Son animales pseudocelomados microscopicos con unas 2.200
especiesl que habitan en aguas dulces, tierra himeda, musgos, liqguenes, hongos,
e incluso agua salada.



RESUMEN

Los rotiferos se usan comunmente como alimento vivo para las primeras etapas
larvarias en algunas especies de peces marinos y continentales. Debido a las
posibles deficiencias nutricionales los rotiferos a menudo son enriquecidos con
suplementos para mejorar su valor nutricional, ademas procesos como la medicion
de volumenes y areas intestinales permiten determinar la cantidad de alimento
viable para ser suministrado con fines de enriquecimiento. En esta investigacion, se
evaluo el periodo cronolégico de llenado y evacuacion intestinal utilizando el rotifero
de agua dulce Brachionus calyciflorus, mediante la alimentaciéon con diferentes
concentraciones de microalga Chlorella sp en estado condensado. Los tratamientos
fueron, T1: 1,2x10° células/mL, T2: 5,2x108 células/mL, Ts: 10,4x10° células/mL y
Ta4: 15,4x106 células/mL; cada uno de los tratamientos se realizaron por triplicado,
utilizando como unidades experimentales recipientes de vidrio con capacidad de
tres litros, a una densidad de 40 rotiferos/mL con aireacion constante y fotoperiodo
natural (1700 Lux); se empleé un disefio completamente al azar (DCA) con sub
muestreo, aplicando un andlisis de varianza ANOVA y prueba multiple de Tukey a
los resultados donde se establecieron diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0.05); las variables analizadas fueron: volumen del cuerpo, volumen
del intestino, volumen intestinal expresado en porcentaje y tiempo de transito
intestinal.

Para el analisis morfométrico el rango de volumen del cuerpo fue de 0,7x10° pm3a
2,6 x10° pm3, encontrandose mas del 90% de la poblacién entre un volumen
corporal de 1x108 um3y 2,5 x10% um3. EIl tiempo minimo de llenado fue de 60
minutos y el tiempo minimo de evacuacion esta en 60 minutos después de iniciado
el ensayo. Los porcentajes intestinales en su maxima replecion para cada
tratamiento fueron Ti: 5,55%, T2:8,62% T3:10,53% y Ta: 8,08% y el tiempo de
viabilidad del rotifero para ser suministrado como alimento vivo en etapas de
larvicultura se encuentra en un rango de 105 - 225 minutos. Con esta investigacion
se determiné el tiempo maximo que se mantiene enriquecido el rotifero Brachionus
calyciflorus, con el fin de ser suministrado como alimento vivo en etapas de
larvicultura.



ABSTRACT

Rotifers are commonly used as live food for the early larval stages in some marine
and inland fish species. Due to possible nutritional deficiencies, rotifers are often
fortified with supplements to improve their nutritional value, and processes such as
measuring intestinal volumes and areas allow the determination of the amount of
viable food to be supplied for fortification purposes. In this investigation, the
chronological period of intestinal filling and evacuation was evaluated using the
freshwater rotifer Brachionus calyciflorus, by feeding different concentrations of
microalgae Chlorella sp in a condensed state. The treatments were T1: 1.2x106
cells/mL, T2: 5.2x106 cells/mL, T3: 10.4x106 cells/mL and T4: 15.4x106 cells/mL;
each treatment was performed in triplicate, using as experimental units glass
containers with a capacity of three liters, at a density of 40 rotifers/mL with constant
aeration and natural photoperiod (1700 Lux); a completely randomized design (DCA)
with sub-sampling was used, applying an variance analysis and multiple Tukey's test
to the results where significant differences were established between the treatments
(p<05); the variables analyzed were: body volume, intestinal volume, intestinal
volume expressed as a percentage and intestinal transit time.

For morphometric analysis the body volume range was 0.7x106 um3 to 2.6x106
pum3, with more than 90% of the population ranging from a body volume of 1x106
pum3 to 2.5x106 um3. The minimum filling time was 60 minutes and the minimum
evacuation time is 60 minutes after the start of the test. The intestinal percentages
in their maximum repletion for each treatment were T1: 5.55%, T2: 8.62%, T3:
10.53% and T4: 8.08% and the viability time of the rotifer to be fed as live food in
larval stages is in the range of 105 - 225 minutes. This research determined the
maximum time that the rotifer Brachionus calyciflorus is kept enriched, in order to be
supplied as live food in larval stages.



INTRODUCCION

Segun Stgttrup et al', los rotiferos del género Brachionus constituyen el alimento
vivo de suma importancia para la primera alimentacion larvaria de muchas especies
de interés acuicola, debido al tamafo, velocidad de natacion y capacidad para
permanecer suspendido en la columna de agua, por lo que han sido ampliamente
estudiados por su importancia para el desarrollo acuicola.

Sin embargo, el principal desafio para los cientificos ha sido desarrollar una técnica
de produccion de rotiferos estable, sostenible, favorable al medio ambiente y de alta
densidad; con el fin de satisfacer la demanda, aumentar el suministro de rotiferos,
alimentar un mayor nimero de larvas de peces y reducir el uso de espacio para el
cultivo de alimentos vivos?.

Asi mismo, la alimentacion con microalgas constituye, en cualquier instalacion
acuicola que pretenda producir rotiferos, una técnica fundamental con grandes
ventajas frente a la utilizacion de alimentos secos como la levadura o dietas
comerciales. La utilizacién de microalgas genera menores desechos, reduccion de
impactos sobre la calidad del agua, actividad antibacteriana que disminuye la
probabilidad de contaminacion del cultivo®.

En cuanto a calidad nutricional potencialmente inapropiada de los rotiferos como
alimento para las larvas de los peces se ha resuelto enriqueciéndolos con algunas
especies de microalgas, emulsiones de aceite y productos microparticulados
comerciales antes de ser suministrados a los tanques de cria®. Asi mismo es
importante resaltar que el tiempo de transito intestinal en rotiferos, es relativamente
rapido y consecuentemente el tiempo que pasan en el tanque de cria antes de ser
consumido, afectara la calidad final como presa®. En consecuencia, segin Lubzens
et al.b “la supervivencia y el desarrollo normal de las larvas dependen no sélo de los
nutrientes adecuados, sino también de la ingestion de alimento suficiente. Por lo

1 ST@TTRUP, J. and McEVOY, L. Live feeds in marine aquaculture. Vol. 1st ed. Oxford, Oxford:
John Wiley & Sons. Blackwell Science, 2008. p. 37.

2 DHONT, J. Ratifers, Artemia and copepods as live feeds for fish larvae in aquaculture. In G. Allen
(Ed.). En Advances in Aguaculture Hatchery Technology. Cambridge: Woodhead Publishing. Series
in Food Science, Technology and Nutrition; No. 242. 2013. p. 690

3 ROMAN, José; et al. Dinamica poblacional del rotifero Brachionus ibericus aislado de estanques
para camaron, alimentado con diferentes dietas. Latin american journal of aquatic research, 2014,
vol. 42, no 5, p. 1171.

4 ROMERO, Sonia; YUFERA, Manuel. Contribution of gut content to the nutritional value of
Brachionus plicatilis used as prey in larviculture. En Aquaculture, 2012, vol. 364, p. 126.

5 1bid., p. 124.

6 LUBZENS, E.; TANDLER, A.; MINKOFF, G. Rotifers as food in aquaculture. Hydrobiologia, 1989,
vol. 186, no 1, p. 390.
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tanto, el valor nutricional de los rotiferos depende de su composicion bioquimica,
asi como de su masa seca y cantidad celular ingerida”.

Teniendo en cuenta la necesidad de conocer el tiempo de retencion y la calidad
nutricional que los rotiferos puedan transmitir a las larvas de peces, la presente
investigacion evalud el periodo cronolégico determinando el patron de llenado y
evacuacion intestinal del rotifero Brachionus calyciflorus, alimentados con diferentes
concentraciones de microalga Chlorella sp, por medio de un andlisis morfométrico
del rotifero, estimacion del volumen intestinal en su maxima replecion con relacién
al volumen corporal del rotifero y determinando el tiempo de mayor retencion
alimenticia.
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1. DEFINICION Y DELIMITACION DEL PROBLEMA

Las mayores mortalidades de larvas de peces se presentan en los primeros dias de
vida lo cual se debe principalmente con el tamafio del alimento vivo suministrado y
el valor nutricional del mismo; a una gran mayoria de larvas peces marinos y
dulceacuicolas se las alimenta inicialmente con rotiferos’, debido a que los rotiferos
ofrecen grandes ventajas como: tolerancia a rangos amplios de temperatura y
salinidad, facil alimentacion con diferentes especies de fitoplancteres, levaduras y
dietas artificiales, su alta velocidad de reproduccién bajo condiciones éptimas de
cultivo pudiendo duplicar la poblacién en menos de 24 horas, ademas los rotiferos
presentan tamafos que oscila entre 130 a 340 um permitiendo a las larvas de peces
y crustaceos ingerirlos previo a la alimentacion con nauplios de Artemia sp, lo cual
conseguiria altas densidades®.

Segun Park®, afirma que el éxito del cultivo de rotiferos depende de buena
oxigenacion, pH controlado y suministro de alimento condesado de microalgas de
agua dulce, de esta manera se obtiene un cultivo estable de alta densidad
poblacional, reduciendo el costo de mano de obra y facilitando el abastecimiento de
gran cantidad de rotiferos para larvas de peces.

Por otra parte, Romero et al manifiestan que:

En algunos casos el alimento esta casi agotado en la recoleccidn y los rotiferos pueden
presentar sintomas previos a la inaniciébn que afectan la masa seca del cuerpo y la
composicion bioquimica con la consiguiente mala calidad nutricional. En tal caso se
deben implementar protocolos de enriquecimiento pos cosecha que tengan como
finalidad la incorporaciéon de nutrientes en los tejidos del rotifero convirtiéndolo en una
presa de buena calidad y mecanismos de cosecha que permitan mantener el tiempo
de retencion intestinal antes de ser suministrado a larvas de peces'®.

Por lo tanto, esta investigacion permitié determinar el tiempo que se debe enriquecer
los rotiferos antes de ser suministrados a larvas de peces pequefios, y establecer
una frecuencia de alimentacién para las mismas, teniendo en cuenta el periodo de
retencion lo cual incrementaria la supervivencia y crecimiento en la etapa de
larvicultura de peces tanto continentales como marinos.

7PRIETO, Martha; CASTANO, Fabio; SIERRA, Juan; LOGATO, Priscila; BOTERO, Julian. "Alimento
vivo en la larvicultura de peces marinos: copépodos y mesocosmos. En Revista MVZ.
Cérdoba. 2006. p. 30.

8 YOSHIMURA, K. Factors inhibiting growth of the rotifer Brachionus plicatilis in high-density
cultivation by feeding condensed Chlorella. Nippon Suisan Gakkaish 1994. p. 28

9 PARK, Kyun; LEE, Woo; CHO, Sung Hwoan; KIM, Hyung Sun; JUNG, Min; SIN, Kim. High density
culture of the freshwater rotifer, Brachionus calyciflorus. En Rotifera IX. Springer Netherlands, 2001.
p. 369-374.

10 ROMERO, Sonia; YUFERA, Manuel. Op. cit., p..
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2. FORMULACION DEL PROBLEMA

Con base a lo anterior se planted la siguiente pregunta de investigacion, ¢la
alimentacion de los rotiferos B. calyciflorus a diferentes concentraciones de
microalga Chlorella sp puede generar diferencias en el volumen intestinal y tiempo
de retencion intestinal en un periodo determinado?
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el periodo cronolégico de llenado y evacuacion intestinal del rotifero
Brachionus calyciflorus alimentado a diferentes densidades con microalga Chlorella
sp.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analizar la condicion morfométrica del rotifero de agua dulce Brachionus
calyciflorus.

e Definir el periodo cronolégico de llenado y evacuacion intestinal del rotifero B.
calyciflorus alimentado con diferentes concentraciones de microalga.

e Estimar el volumen intestinal en su maxima replecién con relacién al volumen
corporal del rotifero B. calyciflorus.

e Determinar el tiempo de retencion alimenticia del rotifero B. calyciflorus.
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4. MARCO TEORICO

4.1 TAXONOMIA DE LOS ROTIFEROS DEL GENERO Brachionus.

De acuerdo con Pallas la clasificacion taxondmica es:

Reino: Animalia

Phylum: Rotifera

Clase: Eurotatoria

Subclase: Monogononta
Superorden: Pseudotrocha
Orden: Ploima

Familia: Brachionidae

Género: Brachionus

Especie: Brachionus calyciflorus!?.

4.2 BIOLOGIA DE ROTIFEROS.

Este es un organismo filtrador que no selecciona su alimento por lo que se considera
polifago, y tiene una capsula rigida denomina lorica. El nombre rotifero hace
referencia a la corona de cilios en la parte anterior del cuerpo, la cual crea pequefias
corrientes que facilitan el transporte de alimento a la cavidad bucal; de la corona
pasan a una faringe y de ésta al aparato masticador denominado mastax, donde se
trituran las particulas succionadas para después ser digeridas en el estbmago y en
él intestino, las glandulas gastricas en la parte anterior del estbmago pueden ayudar
en la digestion extracelular y finalmente los residuos son excretados por la cloaca,
el intestino a veces se pigmenta con alimentos recién ingeridos y el color depende
del tipo de alimento consumido. La corona también la utilizan para desplazarse por
el agua a modo de turbohélice; en el extremo opuesto a la corona se distingue un
pie (generalmente un par de pies) con el cual pueden aferrarse al sustrato'? (Figura
1).

11 PALLAS, Simén. Base de datos mundial de rotifero (FADA). Brachionus calyciflorus, 1766.
Disponible en: http://www.marinespecies.org.

12 MENDOZA, M; SALAZAR, M; SUAREZ, C; MICOLTA, V. Cultivo masivo de rotiferos Brachionus

sp. Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural a través del Departamento Administrativo de Ciencia,
Tecnologia e Innovacion — COLCIENCIAS. Colombia. p. 4.
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Figura 1. Esquema de la anatomia externa e interna de un rotifero.
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Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO). La produccion de
alimento vivo y su importancia en acuacultura una diagnosis. 2003. p. 37.

4.3 CARACTERISTICAS GENERALES

El phylum rotifera se compone de un grupo relativamente pequefio de organismos
no segmentados, pseudo celomados, invertebrados acuaticos con simetria bilateral.
Se conocen alrededor de 2000 especies que pueblan lagos de agua dulce y
estanques, pero varias especies son conocidas de aguas salobres o marinas y de
musgos Y liquenes en los habitats terrestres himedos. Aunque los rotiferos son un
pequefio filo, son extremadamente importantes en el ambiente de agua dulce
contribuyendo hasta en un 30% de la biomasa total del plancton?3.

Los rotiferos monogontes desarrollan notables grados de polimorfismo que
caracterizan poblaciones genéticamente aisladas que acomparfian diferencias eco-
fisioloégicas. Asi podemos mencionar formas pequefias o tipo S que oscilan entre
las 150 y 200y, o de tipo SS de tamafo entre 70 y 160y, ligadas a la existencia de
temperaturas superiores a los 28-35°C, y cepas normales o conocidas como L de
tamafios de 200 a 350 p, que presentan su tasa de crecimiento optima a

BSTGTTRUP, J. and McEVOQY, L. Op. cit., p 37.
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temperaturas de 25°C, esto permite que el cultivo tenga diferentes tamafos de
rotiferost4.

Espinoza et al'®, afirman que, “dentro de los rotiferos utilizados como alimento vivo
se encuentran los del género Brachionus, el cual ha demostrado tener potencial
para la manutencion y desarrollo de especies acuaticas, en especial en las etapas
larvales”. Segun Dhont!®, “los rotiferos que pertenecen a este género, se han
utilizado como alimento vivo en acuicultura desde la década de 1970 por sus
caracteristicas de desarrollo, facilidad de cultivo, aporte nutricional, tamafio
adecuado y alta tasa reproductiva”.

4.4 REPRODUCCION DE ROTIFEROS.

El modo primario de reproduccién en rotiferos se denomina partenogénesis que es
una forma de reproduccion asexual; generalmente cuando las condiciones
ambientales son adecuadas los rotiferos femeninos producen hasta 7 huevos
simultaneamente sin ningun aporte genético por parte del rotifero macho, estos
huevos son genéticamente idénticos y eclosionan para formar nuevos “rotiferos
hijas”, después de 12 a 18 horas post-eclosion los rotiferos hijas comienzan a
reproducirse y la produccion de huevos se mantiene hasta una semana o mas?’.

Cano?*®, afirma que:

Durante la partenogénesis las hembras amicticas producen también huevos amicticos
(diploide, cromosomas 2n), los que se desarrollan nuevamente en hembras amicticas,
esta es la manera mas rapida de reproduccion y por lo tanto la mas importante para la
produccion intensiva de rotiferos, sin embargo, el ciclo de vida puede volverse en
reproduccion sexual mas complicada por condiciones ambientales desfavorables.
Durante la reproduccion sexual las hembras micticas y amicticas son producidas,
aungque ambas no son morfolégicamente diferentes; las hembras micticas producen
huevos haploides (n cromosomas), y las larvas que son incubadas fuera de estos
huevos micticos infértiles se desarrollan en diminutos machos haploides (Figura 2).

14ORVAY, Francese. Piscicultura marina en Latinoamérica, bases cientificas y técnicas para su
desarrollo. Publicaciones Universidad de Barcelona. p. 46

15 ESPINOZA, U. FLORES, A. GONZALEZ, A. GONZALEZ, CJ. CASTRO J., CASTRO, G.
CASTANEDA-TRINIDAD, H. Produccién controlada de Brachionus patulus Miiller 1786, utilizando
como alimento cuatro dietas a base de microalgas verdes unicelulares en laboratorio. Revista Digital
del Departamento EI Hombre y su Ambiente. Vol. 1. México D.F. Enero 2014. p. 11.

16 DHONT, J. D. Op. cit., p. 157-160.

17 ARIMORO, Francis. Culture of the freshwater rotifer, Brachionus calyciflorus, and its application
in fish larviculture technology. African Journal of Biotechnology. Abraka, Nigeria. 2006, vol. 5, no 7,
p. 537.

18 CANO, A. Cultivo de larvas de pargo de la mancha Lutjanus guttatus utilizando rotiferos cultivados
y colectados en estanques. Panama: s.n.e, 1997. p. 128.
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La caracteristica mas importante del estado fisioldgico de los rotiferos es la relacion
entre el nUumero de huevos en una muestra y el nimero total de hembras en esa
muestra, la proporciéon de huevos indica la etapa del cultivo exponencial o
estacionaria y, mas importante provee una estimacion del nimero de rotiferos que
es de esperar al dia siguiente, la proporcién de huevos no debe ser inferior al 10%
ya que esto puede indicar un colapso futuro!®. Cuando el cultivo presenta estado
de anoxia debido a la sobrepoblacion, las hembras producen huevos inactivos
fisiol6gicamente denominandose como una especie xerobionte, es decir sus huevos
fertilizados se enquistan y crean formas de resistencia capaces de sobrevivir a los
periodos de sequia y desecacion en los que el habitat acuatico desaparece por la
variacion estacional; dichos huevos al ser rehidratados emergen rapidamente (en
menos de dos horas) como organismos con capacidad natatoria®°,

Figura 2. Ciclo reproductivo de los rotiferos.

ST@TTRUP, J. and McEVOQY, L. Live feeds in marine aquaculture. Vol. 1st ed. Oxford, Oxford: John
Wiley & Sons.: UK: Blackwell Science, 2008.

9DHONT, Op. cit., p. 12.
20ST@TTRUP, J. Op. cit., p. 21-36.
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4.5 CULTIVO DE ROTIFEROS Brachionus calyciflorus

En la produccion artificial de larvas de peces marinos y continentales, los rotiferos
son el primer alimento que generalmente se suministra, asi mismo su cultivo es un
elemento critico e indispensable en la cria de la mayoria de las especies de peces
por lo que ha sido un factor clave en el desarrollo de la produccibn masiva de
juveniles a partir de 1965, afio en que se confirmé su valor como alimento en la cria
de P. auratus y se ha utilizado con éxito desde entonces en decenas de especies?'.

Segun Arimoro??,

Para poner en marcha el cultivo de rotiferos, se recoge poblacion de rotiferos de
medios naturales o cultivos de reserva que deben mantenerse en envases cerrados en
una sala aislada para evitar la contaminacién con bacterias y ciliados. Los cultivos
deben ser aireados y expuestos a fotoperiodo natural y generalmente mantenidos en
concentrados de algas. Se debe tener cuidado de no sobrecalentar los cultivos
manteniendo temperaturas estables y realizando recambios de agua. Ademas, existe
una gran cantidad de recipientes de cultivo para la produccion de rotiferos; cuanto mas
pequefio sea el contenedor, mas pronto tendra que renovarse para evitar choques
debido a la acumulacién de amoniaco.

Los cultivos de rotiferos se clasifican de la siguiente manera:

4.5.1 Cultivos puros. Para este tipo de cultivo las algas en su fase de crecimiento
exponencial se inoculan con el rotifero B. calyciflorus, a temperatura 6ptima de 20-
30°C y pH de 8,0. Ademas se pueden utilizar otros sustituyentes alimenticios como
la levadura de panaderia, la harina de camarén molida, el salvado de arroz, algas
congeladas y dietas formuladas, son algunas de las fuentes de alimento que se han
explotado para el cultivo de rotiferos. El fitoplancton o cualquiera de los
sustituyentes mencionados anteriormente se afiaden al recipiente, los cultivos se
pueden iniciar agregando un minimo de 10-20 rotiferos/ml para minimizar la
posibilidad de mortalidad parcial y total del cultivo o contaminacién con
protozoarios?s.

4.5.2 Cultivos continuos. En los cultivos continuos de rotiferos se utilizan
recipientes mas grandes, se afladen rotiferos a una densidad de 10-20 rotiferos/ml
al recipiente y se afade fitoplancton para mantener el cultivo en agua verde. Los
rotiferos se multiplican y una parte de su poblacion se elimina diariamente para
evitar la contaminacion del cuerpo de agua, la produccién en masa del rotifero de
agua dulce B. calyciflorus es posible mediante el uso de una colonia de microalga
apropiada suplementada con levadura de panaderia; la cantidad de levadura de

ZWATANABE, Nutritional quality of living feeds used in seed production of fish. Proc. 7th Japan-
Soviet Joint Symp. 1979. p.126.

22 ARIMORO, Francis O. Op. Cit., p. 537.

23 |pid., p. 539.
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panaderia suministrada diariamente es aproximadamente 1 g por millon de rotiferos
y aunqgue esta tiene un pequefio tamafo de particula (5-7um) posee alto contenido
de proteinas siendo aceptable como dieta para Brachionus?*.

4.5.3 Cosecha de Rotiferos. Cuando los rotiferos alcanzan su punto maximo de
vida (5 dias)? en los vasos de plastico, estanques o cultivos en pequefia escala; es
aconsejable cosecharlos para evitar mortalidades y posibles contaminaciones; para
este ejercicio se recomienda un tamiz de 50 um, filtrando todo el volumen de cultivo
a traves del tamiz y los rotiferos recogidos en la malla de plancton se vacian en un
recipiente adecuado para su posterior transferencia a los tanques de
larvas?®.Ademas la concentracion y la cosecha de rotiferos deben realizarse bajo el
agua; de lo contrario los animales podrian ser dafiados?’.

4.6 ALIMENTACION CON MICROALGA

Las microalgas constituyen el primer eslabdn organico de la cadena tréfica acuética,
tanto de aguas saladas como dulces y como segundo eslabdn de esa cadena a los
herbivoros, pequefios organismos que se alimentan de las microalgas y que ellos
mMismos van a servir de presas a animales carnivoros de talla superior, es decir los
constituyentes del zooplancton y que son los que van a utilizarse como alimento de
las larvas de los peces y crustaceos objeto del desarrollo acuicola®®. Para
Gonzales?, “las microalgas son esenciales en el cultivo de larvas de moluscos
peces y crustaceos de interés comercial, asi como también en la produccion de
meroplancton, por lo tanto es necesario tener gran cantidad de biomasa microalgal
disponible como fuente de alimento para el normal desarrollo y crecimiento de las
especies cultivadas”.

24 1bid., p. 539.

B YANG, J., Dong, S., JIANG, Q., KUANG, T., HUANG, W. and YANG, J. Changes in expression of
manganese superoxide dismutase, copper and zinc superoxide dismutase and catalase in
Brachionus calyciflorus during the aging process. PLoS One, 8(2), 2013. p.4.

26 ARIMORO, Francis O. Op. Cit., p. 538

27 DHERT, P., ROMBAUT, G., SUANTIKA, G., SORGELOQOS, P. Advancement of rotifer culture
and manipulation techniques in Europe. Aquaculture. 2001. p, 132.

280RGANIZACION DE LAS NACIONES UNIDAS PARA LA ALIMENTACION Y LA AGRICULTURA
(FAO). La Acuicultura: Biologia, regulacién, fomento, nuevas tendencias y estrategia comercial
ANALISIS DEL DESARROLLO DE LOS CULTIVOS: MEDIO, AGUA Y ESPECIES. Mundi-Prensa
Barcelona Editorial Aedos, s. a. Consell de Cent, 391 - 08009 Barcelona. TOMO I. p. 258.

29 GONZALEZ, Breezy; BUITRAGO, Esperanza; FRONTADO, Khenia. Evaluacion de medios

nutritivos para el crecimiento de tres microalgas marinas de uso comun en acuicultura. 1999, vol.
59, no 151, p. 78.
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Son muchas las especies de microalgas que pueden ser utilizadas como alimento
de organismos acuaticos en cultivo®®. Infante et al*!, afirman que, “Chlorella sp es
un alga verde de forma elipsoidal, la cual crece en forma de células simples,
pertenece a la division Chlorophyta, a la clase de las Chlorophyceae, a la familia
Oocystaceaey y al género Chlorella, la cual se ha cultivado de forma intensiva con
fines de alimentacidn y obtencion de metabolitos, asi el sistema por lote es el mas
utilizado a gran escala por su bajo riesgo de contaminacion y facil implementacién”.
Segun Moreno®, “el género Chlorella sp es un organismo ideal para experimentar
su capacidad como alimento para zooplancton”. Asi mismo Castell6* afirma que,
“si se alimenta Brachionus con Chorella sp esto facilita la reproduccion
partenogenética y ademas aporta al rotifero niveles aceptables de acidos grasos,
vitaminas y sales”.

4.7 MORFOMETRIA

En opinién de Toro et al **, “la morfometria es el estudio de la covariaciéon de la
forma con factores subyacentes. Su desarrollo en las ultimas décadas ha alcanzado
areas de la biologia tradicionalmente dedicadas al estudio descriptivo, como las
ciencias morfolégicas, que con las nuevas herramientas morfométricas geométricas
han logrado no solo objetivar la evaluacion cuantitativa de los cambios morfologicos
sino también la evaluacion cualitativa a través de la recuperacion de la forma en
estudio”.

El analisis morfométrico sobre Brachionus calyciflorus debe ajustarse a los rangos
de tamafio como presa viva suministrada a especies de larvas pequefias
comerciales, el tamafio de esas presas debe variar entre 50 y 500 um, ademas
existen otras especies que necesitan presas con medidas menores de 150-170 pm
y entre 50 y 100 um. Para la toma de medidas en rotiferos del género Brachionus
se debe tener en cuenta la medida de longitud corporal (b) y longitud de la espina

30 GOMEZ, Olga; RODRIGUEZ, Roelia; SUBERO, Sonia. Cultivo polialgal (Chaetoceros gracilis,
Chlorella sp. y Tetraselmis chuii) en medios nutritivos no convencionales. SABER. Revista
Multidisciplinaria del Consejo de Investigacién de la Universidad de Oriente, 2011, vol. 23, no 1, p.
86.

31 INFANTE, Cherlys; ANGULO, Edgardo; ZARATE, Ana; FLOREZ, July Z.; BARRIOS, Freddy;
ZAPATA, Cindy. Propagacion de la microalga Chlorella sp. en cultivo por lote: cinética del
crecimiento celular Avances en Ciencias e Ingenieria, vol. 3, nim. 2, abril-junio, 2012.

32 MORENO, Yesid. PATARROYO, Nelson. RAMIREZ, Hernando. La importancia del uso de
indicadores biol6gicos en los estudios de impacto ambiental. Universidad industrial Santander.
Escuela de Quimica Bogota Colombia. 2006. p. 98.

33 CASTELLO, F. ACUACULTURA MARINA: Fundamentos biolégicos y tecnologia de la
produccion. Publicaciones Universidad de Barcelona 1993. p. 322.

34 TORO, Maria; MANRIQUEZ, German; SUAZO, Ilvan. Morfometria Geométrica y el Estudio de las

Formas Biolégicas: De la Morfologia Descriptiva a la Morfologia Cuantitativa. International Journal
of Morphology, 2010, vol. 28, no 4, Chile. p. 985.
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medial (s); la longitud total se define como la sumatoria de las dos medidas como
se muestra en la Figura 3%.

Figura 3. Criterios para la toma de medidas del rotifero Brachionus calyciflorus.

Tomado de Yufera (1982).

35 YUFERA, M. Morphometric characterization of a small-sized strain of Brachionus plicatilis in
culture. Agquaculture, 1982, vol. 27, no 1, Amsterdam p. 56.
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5. DISENO METODOLOGICO

5.1 LOCALIZACION

Esta investigacion se realizé en el laboratorio de Organismos Hidrobiolégicos
Ornamentales del programa de Ingenieria en Produccion Acuicola de la Universidad
de Narifio sede Torobajo, ubicada al noroeste de la ciudad de San Juan de Pasto,
Departamento de Narifio, latitud 1° 08’ 257, altura de 2510 msnm, temperatura
promedio 14°C, precipitacion anual 1180 mm y humedad relativa 75%%°.

5.2. MATERIAL BIOLOGICO

5.2.1 Microalgas. Se realizo el cultivo de microalga Chlorella sp, a partir de cepas
pertenecientes al laboratorio de Ficologia y Productividad primaria de la Universidad
de Narifio; con el propdsito de brindar alimentacién al cultivo de rotiferos.

5.2.2 Rotiferos. El cultivo de rotiferos Brachionus calyciflorus, se inicié a partir de
una cepa de huevos diapausa del laboratorio de Ficologia y Productividad Primaria
de la Universidad de Narifio.

5.3 MATERIALES, EQUIPOS E INSUMOS
5.3.1 Materiales.

Cajas multiceldas Primo® Multiwell plates 6 TC.
Piedras difusoras.

Mangueras para aireacion diametro 3/16 pulgadas.
Camara Sedgewick Rafter.

Camara Neubauer.

Recipientes plasticos.

Cajas Petri.

Tubos de ensayo.

Erlenmeyers 500 mL.

Recipientes de vidrio 3 litros.

Baldes plasticos de 20 litros.

5.3.2 Equipos.

Microscopio con micrometro OLYMPUS CX 21®.
Termometro BRIXCO®.

Multi-parametros EXTSH S-500®.

Blower RESUM LP-60®.

36 IDEAM, Instituto de hidrologia meteorologia y estudios ambientales de Colombia, pronéstico de
alerta sobre el clima.
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e Licuadora UNIVERSAL®.

e Destilador de agua IKA®.

e Autoclave tipo olla Modelo 75X All American®.
e Camara fotografica SAMSUNG®.

e Soporte para camara CELESTROM®.

5.3.3 Insumos.

e Sal marina.

e Hipoclorito de sodio 5%.

e Agua destilada.

Acid Buffer™ Seachem ®.

Alcaline Buffer ™ Seachem ®.

Acondicionador de agua Kordon®.

Desintoxicador de amonio Kordon®.

Glucosa.

Medios de cultivo para microalga KENT Marine-Proculture ® Ay B.

5.4 PLAN DE MANEJO

5.4.1 Adecuacion de instalaciones. Se desinfecté con Hipoclorito de sodio
comercial al 5% todas las instalaciones del laboratorio, equipos y materiales a
utilizar. Para la asepsia de los recipientes a utilizar en los medios de cultivo se utilizé
una solucién a base de sal marina en concentraciones de 4g/L y solucién de
hipoclorito de sodio 5%; una vez limpios se llenaron los recipientes y se instal6 la
aireacion.

5.4.2 Produccion de Microalgas. Para el desarrollo de esta investigacion fue
necesario realizar una produccién escalonada de microalga Chlorella sp®’, partiendo
del manejo de cepas en cajas Petri, tubos de ensayo, erlenmeyers de 500 ml,
recipientes de 3 litros y baldes de 20 litros (Figura 4); los cuales contenian los
medios de cultivo comerciales para microalga KENT Marine-Pro culture ® A y B.
Los cultivos se mantuvieron bajo condiciones de laboratorio con temperatura que
oscilo entre 22 y 24°C, intensidad luminica artificial 5340 Lux y aireacidén constante;
asi mismo la pureza de los cultivos se verifico mediante la observacién al
microscopio de una muestra de cada uno de estos, con el fin de determinar la
presencia de la especie a trabajar Chlorella sp, ademas se utilizé glucosa a
cantidades de 1g/L, como fuente de carbono organico para aumentar la velocidad
de crecimiento y obtener mayor productividad de biomasa3®.

87 SIPABUA, L; ROCHA, O. Producéao de plancton (Fitoplancton e Zooplancton) para a alimentagéo
de organismos aquaticos. RiMa, S&o Carlos. 2003.

38 ARDILA, A; LOPEZ, Y; VASQUEZ, M; GONZALES, A; BARAJAS, A. Obtencion de lipidos y
carbohidratos a partir de microalgas mediante el disefio de medios de cultivo selectivos. Tecnho
Légicas. 2017. vol.20. Colombia. p. 85.
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Figura 4. Cultivo de microalga Chlorella sp.

A. Cultivo de Chlorella sp en Cajas Petri, tubos de ensayo, erlenmeyers de 500 ml y recipientes de
3L, B. Cultivo en baldes de 20L.

5.4.3 Condensacion de Chlorella sp. Después de realizar el cultivo escalonado
de microalga Chlorella sp, a 20L se suspendio las lineas de aireacion por un periodo
de 8 dias en presencia de luz artificial tiempo en el cual la microalga se precipito,
luego se extrajo el precipitado por succién con ayuda de una manguera de 0,23
pulgadas de didmetro y se almaceno en recipientes en un refrigerador a 4 °C (Figura
5). Cabe resaltar que la aplicacién de glucosa favoreci6 el proceso de condensacion
reduciendo el periodo a 3 dias, por tal razén Bermidez®® afirma que la aplicacion
de glucosa incrementa el peso celular en microalgas, debido al carbono organico
que estas almacenan para desarrollar sus procesos metabdlicos.

Figura 5. Microalga condensada Chlorella sp.

3 BERMUDEZ, J., SANCHEZ, G., FUENMAYOR, G., MORALES, E. Efecto de la fuente de
carbono sobre el crecimiento y produccion de pigmentos de la microalga marina Chromonas
sp. Ciencia, 2003, vol. 11, no 4. Maracaibo Venezuela. p. 266
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5.4.4 Cultivo de Rotiferos. EI cultivo de rotiferos inicio a partir de una cepa de
huevos secos en estado de diapausa (inactivos fisiolégicamente) (Figura 6),
posteriormente se prepar0 el agua a utilizar para el cultivo de los rotiferos con
acondicionador Kordon® y desintoxicador de amonio Kordon® en cantidades de 0,5
mL por cada 20 litros de agua con el fin de neutralizar cantidades de cloro y
elementos que puedan afectar el cultivo; ademas se estabilizo el pH entre 7,5y 8,5
con ayuda de Acid y Alcaline Buffer ™ Seachem ®. Dichos huevos se eclosionaron
en recipientes de vidrio con un volumen de 2 Litros, se suministro aireacion suave,
agua acondicionada y la microalga Chlorella sp como alimento a saciedad, se
mantuvo una temperatura constante de 28°C y después de 3 dias los rotiferos
eclosionaron en la columna de agua; diariamente se suministré microalgas como
alimento utilizando 1 mL de condensado por cada 4000 rotiferos.

Figura 6. Huevos en estado de diapausa.

5.4.5 Periodo de llenado del intestino en rotiferos. Para determinar el tiempo de
llenado intestinal, los rotiferos se mantuvieron en primer lugar bajo condiciones de
ayuno durante 24 horas con el propdsito de vaciar el intestino. Los rotiferos se
trasladaron a recipientes de vidrio de 3 litros y a densidades de 40 animales/mL
donde se alimentaron con algas a cuatro concentraciones diferentes, 1,2x108
cel/mL, 5,2x10° cel/mL, 10,4x106 cel/mLy 15,4x10° cel/mL (Figura 7).

Para calcular la cantidad de microalga a suministrar se utilizé6 la férmula de
concentraciones y volimenes:

Ci1V1i=C2 V2 (1)
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De la cual se despejo V2 dando como resultado la siguiente formula:

v A2 (2)
2 — CZ

Donde V2: es el volumen del condensado que se aplico en el tratamiento, Ci: es la
concentracion de Cel/mL por tratamiento, Vi: es volumen de cada tratamiento y Cz:
es la cantidad total de Cel/mL presentes en el condensado.

Figura 7. Unidades experimentales.

A. Tratamiento 1 (1,2x108 Cel/mL), B. Tratamiento 2 (5,2x10° Cel/mL), C. Tratamiento 3 (10,4x10°
Cel/mL), D. Tratamiento 4 (15.4x10°% Cel/mL).

La densidad de los rotiferos sobre las unidades de cultivo fue 40 individuos/mL, para
evitar que la ingestion afecte la concentracion de células de microalgas durante el
tiempo experimental. Para verificar la densidad a utilizar se realiz6 un conteo,
tomando 1 mL de muestra cosechados con una pipeta la cual se deposita en la
camara Sedgewick Rafter, quien fue observada en el microscopio a un objetivo de
10x.

Posteriormente, los rotiferos fueron muestreados en los cuatro tratamientos durante
un periodo de 4 horas (para garantizar el comportamiento intestinal en presencia de
alimento) tomando una pequefia muestra de cada tratamiento; las muestras se
fijaron en formalina 5% en cajas multiceldas, se llevaron a microscopio y se tomaron
fotografias cada 15 minutos, donde se midid el area del cuerpo y del intestino por
medio del software Image J.
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5.4.6 Patrén de evacuacion intestinal en rotiferos. Para determinar el patrén de
evacuacion, los rotiferos fueron alimentados primero con microalgas a diferentes
concentraciones segun los tratamientos mencionados anteriormente. A
continuacion, se desecharon las células de microalgas por filtracion himeda (Figura
8), la cual consiste en descartar las células conservando rotiferos en un volumen de
agua reducido. Los rotiferos se muestrearon en diferentes momentos durante un
periodo de 3 horas (debido a que el periodo de evacuacion intestinal es menor al
periodo de llenado intestinal) y se fijaron en formalina al 5% en cajas multiceldas, la
primera muestra se tomo justo después de la filtracibn humeda (considerada como
tiempo 0) a partir del cual se tomaron muestras consecutivas cada 15 minutos, se
llevaron a microscopio y se tomaron fotografias sucesivamente. La disminucion del
volumen del intestino se presenté como porcentaje del volumen total del cuerpo.

Figura 8. Filtracion humeda.

5.4.7 Analisis morfométrico. Se realizé6 mediante andlisis de imagen en 8 rotiferos
de cada muestra, se tomaron fotografias bajo un microscopio con un aumento de
10x; igualmente las imagenes fueron analizadas utilizando el software libre Image
J, donde el ancho, la longitud del cuerpo y el area del intestino se midieron en cada
individuo. Para la medida del intestino el criterio fue considerar sélo el area de las
vesiculas que contengan microalgas (color verde de la imagen), esta zona estuvo
compuesta de 1 o 2 manchas correspondientes a las asi llamadas vesiculas o
cavidades intestinales (Figura 9).
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Figura 9. Vesiculas intestinales del rotifero Brachionus calyciflorus (subrayado con
amarillo).

A. Rotifero Brachionus calyciflorus con vesiculas intestinales llenas, B. Rotifero Brachionus
calyciflorus con vesiculas intestinales vacias.

Por otra parte, para la estimacion de viabilidad alimenticia se tuvo en cuenta los
mejores tratamientos respecto a volumen intestinal, cantidad de alga suministrada
en Cel/mL y tiempo de transito intestinal. En cuanto al manejo de rotiferos, llenado,
evacuacion intestinal y analisis morfométrico, fue basada en la metodologia descrita
por Romero et al (2012)0.

5.5 DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizaron cuatro tratamientos con diferentes concentraciones las cuales se
plantearon con base en el trabajo realizado por Romero et al (2012)*1, estableciendo
algunas modificaciones de la siguiente manera:

T1: 1,2x108 Cel/mL
T2: 5,2x106 Cel/mL
T3: 10,4%x108 Cel/mL
T4: 15,4x108 Cel/mL

La evaluacioén se realizé utilizando un disefio completamente al azar (DCA) con sub
muestreo, conformado por cuatro tratamientos y tres replicas por tratamiento, para
tener un total de 12 unidades experimentales. Cada unidad experimental estuvo
conformada por un recipiente de tres litros y una densidad de rotiferos sobre las
unidades de cultivo de 40 individuos/mL.

40 ROMERO, Sonia; YUFERA, Manuel. Op. Cit., p 125.

41 |pid., p. 126
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Para los resultados se realizaron modelos lineales, con el fin de verificar si existia
relacion entre el volumen del rotifero, el tratamiento, el transito intestinal y el tiempo
en que se realizo el ensayo. Se utilizaron métodos de estadistica descriptiva, con
tablas y gréficos, para las variables que cumplan con los supuestos estadisticos se
aplicé analisis de varianza (ANOVA), al encontrar diferencias significativas entre los
tratamientos se aplicé una prueba multiple de Tukey para establecer la diferencia
significativa entre tratamiento y tratamiento. Todas las pruebas se efectuaron con
un a=0.05 y todos los datos se analizaron a través del programa estadistico R.

5.5.1 Variables evaluadas.

5.5.1.1 Volumen del cuerpo rotifero. Se calculé de acuerdo con un elipsoide de
revolucion, debido a que la forma del rotifero es ovoide. Para cada individuo, se
obtuvieron el ancho y la longitud (um) midiendo la lorica sin espinas*?.

(3)

4
volumen de rotifero(um3) = g Xax b?

Doénde: a y b son la mitad de los ejes mayor y menor (longitud y anchura),
respectivamente. Se considera que las cavidades intestinales tienen una forma
esférica y el volumen se calculé a partir del area.

5.5.1.2 Volumen del intestino. Se calcul6 mediante la obtencion de é&reas
utilizando la formula planteada por Romero et al (2012)*3

4 A 4 A (4)
- - 3y — _ -1 _ 2
volumen intestinal (um?) 3 Ay (n ) + 3 A, ( - >

Dénde: A1y A2 corresponden al area (um?) de las dos cavidades intestinales medida
en las imagenes.

5.5.1.3 Volumen intestinal expresado en porcentaje. Teniendo en cuenta la
variabilidad del tamafio corporal, el volumen del intestino se presentd como
porcentaje relacionado con el volumen total del cuerpo.

: . Vi (5)
% intestinal = A x 100
c

Donde: V es el volumen del intestino, Vc es el volumen del cuerpo del rotifero.

42 YUFERA, M. Op. Cit., p 57.

43 ROMERO, Sonia; YUFERA, Manuel. Op. Cit., p 126.
36



5.5.1.4Tiempo de llenado y evacuacion intestinal. Se calcul6 teniendo en cuenta
el tiempo inicial y final del ensayo.
6
T = TF - TI ( )

Donde: Tk es el tiempo en el que se estabiliza la curva de crecimiento en el transito
intestinal y Ties el tiempo en el que inicia el ensayo.

5.5.2 Formulacién de hipotesis. Se plantearon hipétesis nula y alterna evaluando
las variables de estudio por tratamiento, asi

Ho=p1=p2=H3=4
No existen diferencias significativas en los tratamientos.
Ha=paFP2#us? ha

Por lo menos uno de los tratamientos presenta diferencias significativas en las
variables evaluadas.
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6. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

Se observo el comportamiento de los datos mediante un modelo lineal donde los
valores se ajustaron a la curva de normalidad (FiguralO); parte A de la imagen
representa la prueba de homocedasticidad comportamiento de los datos a partir de
la media; Parte B ajuste de los datos a la normalidad.

Figura 10. Valores ajustados a la curva de normalidad.

6.1 ANALISIS MORFOMETRICO

El analisis morfométrico se realizd con base al volumen corporal del rotifero, donde
los tratamientos fueron sometidos a un analisis de varianza ANOVA con nivel de
significancia (p<0.05), el cual estableci6 diferencias significativas entre los
tratamientos (Anexo A), asi mismo se realizé la prueba multiple de Tukey (Anexo B)
con el fin de identificar las diferencias estadisticas entre los tratamientos, de acuerdo
con esta prueba indica que existen diferencias significativas como se expresa en la
Tabla 1.

Tabla 1. Prueba de Tukey para volumen del cuerpo del rotifero.

T1-T3 0 Existe
T2-T3 0 Existe
Ta-T3 0 Existe
T2-Ta 0 Existe
Ta-T1 0 Existe
Ts-T2 0 Existe

Se observa el rango de volumen del cuerpo el cual oscilé entre 0,7x10% um3a 2,6
x10% pm? (Anexo C), encontrandose mas del 90% de la poblaciéon entre un volumen
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corporal de 1x108 pm3y 2,5 x10® um?® donde el 39% se encuentra entre 1y 1,5x10°
ums3, el 28% entre 1,5y 2x10°8 y el 23% representa un volumen de 2 a 2.51,5x10°
como se expresa en la Figura 11.

Figura 11. Histograma de frecuencia para volumen del cuerpo.
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Segun Romero et al** en un estudio similar con rotiferos del género Brachionus, los
datos reportados sobre volumen del cuerpo oscilaron entre 0,73 y 4,21x10% ym?
encontrandose la mayoria de la poblacion entre 1,5x10% um?® y 2x10% pm3 y Xue
Ying-Hao et al*®* en un estudio de morfometria en rotiferos B. calyciflorus
encontraron un rango de 1,6x10° a 2,2x108 um?3, ajustandose a los datos evaluados
en esta investigacion. Por otra parte, Baer et al*® afirman que el volumen corporal
promedio en rotiferos del género Brachionus es de 1,51x108 ym?; que asemeja al
valor promedio obtenido en este estudio el cual fue de 1,6x108 um3,

6.2 TIEMPO DE LLENADO Y EVACUACION INTESTINAL

6.2.1 Tiempo de llenado intestinal.

Para analizar el tiempo de llenado se tuvo en cuenta las variables porcentaje
intestinal y tiempo en la primera fase del ensayo. En la Figura 12 se muestra las
curvas de regresion lineal que indican la velocidad de llenado intestinal, hasta los
240 minutos de ensayo. Los rotiferos inician el periodo de llenado inmediatamente
después de suministrar las concentraciones de microalga correspondiente a cada
tratamiento. A los 60 minutos los rotiferos han llenado una parte considerable de

44 ROMERO, Sonia; YUFERA, Manuel. Op. Cit., p 128.

45 XUE, Ying Hao; et al. Morphological differentiation of Brachionus calyciflorus caused by predation
and coal ash pollution. En Scientific reports. 2017, vol. 7no 1. p 5.

46 BAER, Andreas. et al. Particle size preference, gut filling and evacuation rates of the rotifer
Brachionus “Cayman” using polystyrene latex beads. En Aquaculture. 2008. Vol 282 no 1-4. pag 75.
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sus intestinos, aproximadamente un 80% del contenido intestinal. Estos valores
fueron similares a los mencionados por Romero et al*’, quienes reportan un intestino
lleno 60 minutos después del inicio del enriquecimiento. Baer et al*® en un
experimento con micro capsulas de latex reportaron un periodo de llenado mas corto
de 35 minutos después de iniciado el enriquecimiento, pero ese volumen aumento
ligeramente después de 20 minutos adicionales, manteniéndose estable durante el

resto del ensayo; lo cual se asemeja al tiempo de llenado observado en esta
investigacion.

Figura 12. Periodo de Llenado intestinal del rotifero Brachionus calyciflorus en los
tratamientos.

12
10
< 8
S
©
£
5 6
9
£
c
o 4
c T1:1.2x10 6 Cel/ml
=)
° T2:5.2x10 6 Cel/ml
> 2
T3:10.4x10 6 Cel/ml
T4: 15.4x10 6 Cel/ml
0
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240
Tiempo (Minutos)
-2

En la Tabla 2 se observa el tiempo en que se estabiliza la curva de regresion lineal
con los volumenes intestinales para cada tratamiento. Después de este periodo se
observé una leve variacién en el volumen intestinal durante el resto del ensayo
aclarando que esa variacion fluctda entre el 1% y 2%.

4 ROMERO, Sonia; YUFERA, Manuel. Op. Cit., p 125.

48 BAER, Andreas; et al. Op. Cit., p 76.
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Tabla 2. Tiempo de estabilizacion fase de llenado

‘Tiempo (min) 60 60 60 60

6.2.2 Tiempo de evacuacion intestinal.

Para analizar de evacuacion intestinal, se tuvo en cuenta las variables porcentaje
intestinal y tiempo en la segunda fase del ensayo. En la Figura 13, se expresan las
curvas de regresion que indican la velocidad de evacuacion, se descarto las
concentraciones celulares de todos los tratamientos mediante un meétodo de
filtracibn huameda, para evitar dafios que generen una disminucion repentina del
60% del volumen intestinal®.

Figura 13. Periodo de Evacuacion intestinal del rotifero Brachionus calyciflorus para
los diferentes tratamientos.
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El proceso de evacuacion es relativamente rapido; los datos expresados indican
gue a los 60 minutos de iniciado el ensayo se produce la evacuacién intestinal
parcial 70% del contenido intestinal del rotifero Brachionus calyciflorus. Baer et al>®

4 DHERT, P. etal. Op. Cit., p 129-146.

0 BAER, Andreas; et al. Op. Cit., p 76.

41



encontroé que el proceso de evacuacion oscila entre 20 y 30 minutos, sin embargo
Romero et al’! afirma que la disminucién del volumen del intestino se produce
progresivamente y se necesita 1 hora para perder el 60% del contenido, ademas
sostiene que las curvas de evacuacion son similares cuando los rotiferos se re-
suspenden sobre agua limpia, como se obtuvo en esta investigacién a excepcién
del T1 que presento un proceso de evacuacion mas lento a comparacion de los
demas tratamientos debido a la baja cantidad de alga suministrada®2. Incluso Dhert
et al 53afirman que la evacuacion intestinal se producira en un sistema de agua verde
con 0.4x10° cel/mL. Srivastava ** en un estudio de enriquecimiento con yodo y
vitaminas en rotiferos Brachionus sp, encontr6 que la evacuacién se produjo
después de una hora, resultado similar al obtenido para este estudio.

6.3 VOLUMEN INTESTINAL EN SU MAXIMA REPLECION CON RELACION AL
VOLUMEN CORPORAL DEL ROTIFERO

Se realizd un analisis de varianza (p<0,05) aplicando logaritmo mas 1 a la variable
volumen intestinal, la cual estableci6 diferencias significativas entre los tratamientos
(Anexo D), asi mismo se realizé la prueba multiple de Tukey (Anexo E) con el fin de
identificar las diferencias estadisticas entre los tratamientos, de acuerdo con esta
prueba indica que existen diferencias significativas como se expresa en la Tabla 3.

Tabla 3. Prueba de Tukey para volumen del intestino.

TRATAMIENTO P adj (significancia) Diferencia significativa
T1-Ts 0,0140617 Existe
T2-T3 0,6409182 No existe
Ta-Ts 0,0571780 Existe
T2-T1 0,2587223 Existe
Ta-Ta 0,9613786 Existe
Ta-T2 0,5364131 Existe

En la Tabla 4 se indica los valores para cada tratamiento en cuanto a volimenes y
porcentaje intestinal. Para esta investigacion se encontraron porcentajes de 5,5%
para el tratamiento 1, 8.62% para el tratamiento 2, 10.53% en el tratamiento 3 y
8.08% en el tratamiento 4; estos porcentajes fueron relativamente bajos en relacién
a los porcentajes encontrados por Romero et al*®> que fueron del 13% en su maxima

51 ROMERO, Sonia; YUFERA, Manuel. Op. Cit., p 125.
52 |bid., p. 128
53 DHERT, P. et al. Op. Cit., p 140.

% SRIVASTAVA, A; HAMRE, K; STOSS, J; NORDGREEN, A. A study on enrichment of the rotifer
Brachionus “Cayman” with iodine from different sources. Aquaculture. vol. 334. 2012. p, 82-88.

5 ROMERO, Sonia; YUFERA, Manuel. Op. Cit., p 127.
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replecion. En esta investigaciéon volumen maximo 201752,09 um?3 represento
10.53% del volumen total del cuerpo, Kleinow et al*® afirman que el volumen
intestinal no supera los 200.000 um3.

Tabla 4. Valores maximos alcanzados en el ensayo.

2255212,67 87683,64 5,55

1695434,45 107451,90 8,62
2632882,57 201752,09 10,53
1986483,05 100636,10 8,08

Teniendo en cuenta los valores maximos obtenidos en esta investigacion se puede
afirmar que el volumen del cuerpo en relacion con el porcentaje intestinal se vio
afectado por la concentracion celular y el tamafio del rotifero, pero el volumen
intestinal no se vio afectado por el tamafio del rotifero y se reportaron porcentajes
intestinales similares independientemente del tamafio del individuo. A pesar que el
tratamiento 2 y 4 presentaron volumenes similares la prueba Tukey arrojo
diferencias significativas debido al comportamiento del volumen intestinal durante el
ensayo, pero el tratamiento 2 no presento diferencias significativas respecto al
tratamiento 3; Yufera et al ’, en un estudio con Brachionus plicatilis afirmé que las
tasas de ingestion disminuyen a concentraciones de células superiores a 15x106
Cel/mL.

En el ensayo realizado por Romero et al®8, sobre el comportamiento del volumen
intestinal en Brachionus plicatilis los volumenes intestinales se mantuvieron
estables entre 1 y 3 horas, entre las 3 horas y media y 3 horas 45 minutos
experimentaron un leve descenso antes de la filtracibn humeda. A pesar de que los
volimenes méaximos intestinales para esta investigacion se mantuvieron estables,
fluctuaron con mayor frecuencia cerca de las 3 horas 35 minutos (Anexos F - |).

En cuanto al diametro de Chlorella sp suministrada para cada tratamiento oscilo
entre 3,03y 9,16 um y el volumen de la célula alcanzé un valor maximo de 3219,4
um3 (Anexo J) contrastando los estudios descritos por Baer®®, donde se realizd
pruebas con perlas de poliestireno en el cual los rotiferos ingirieron particulas con
didmetros de 1,6 a 12 umy volimenes promedio de 2989 a 3455 ym? por lo tanto

5 KLEINOW, W; WRATIL, H; KUHLE, K; ESCH, B. Electron microscope studies of the digestive
tract of Brachionus plicatilis (Rotifera). En Zoomorphology. 1991. p 67.

57 YUFERA, M.; PASCUAL, E. Effects of algal food concentration on feeding and ingestion rates of
Brachionus plicatilis in mass culture. Hydrobiologia, 1985, vol. 122, no 2, p. 185

8 ROMERO, Sonia; YUFERA, Manuel. Op. Cit., p 126.

% BAER, Andreas; et al. Op. Cit., p 78
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esta especie de microalga se encuentra dentro de los rangos de medida aptos para
ser ingeridos por los rotiferos.

6.4 TIEMPO DE RETENCION ALIMENTICIA DEL ROTIFERO B. calyciflorus.

Para determinar el tiempo de viabilidad o retencion en que se tuvo en cuenta las
variables volumen intestinal expresado en porcentaje y tiempo en el que duro el
ensayo.

El andlisis de varianza (p<0.05) establecid diferencias significativas entre los
tratamientos con relacion a la variable porcentaje intestinal (Anexo K), después se
realiz6 la prueba multiple de Tukey (Anexo L) con el fin de identificar las diferencias
estadisticas entre los tratamientos, de acuerdo con esta prueba indica que existen
diferencias significativas como se expresa en la Tabla 5.

Tabla 5. Prueba de Tukey para volumen intestinal expresado en porcentaje.

T1-T3 0.0000000 Existe
T2-T3 0.7139372 No existe
T4-T3 0.0000002 Existe
T2-T1 0.0000000 Existe
T4-T1 0.0004253 Existe
T4-T2 0.0000000 Existe

En la figura 14 se observa que para el Ti el tiempo de retencidn intestinal se
encuentra entre un rango de 150 y 240 minutos (sefialado con rojo), tiempo en el
cual se estabilizaron los volimenes intestinales y los rotiferos son viables para
cosecharse como alimento vivo enriquecido; el valor medio de este rango se
encontrd a los 195 minutos y el punto de corte se representd con una linea la cual
divide el tiempo de llenado y evacuacion intestinal en los 240 minutos. Después del
proceso de evacuacion hubo un descenso muy notable a largo plazo, pero el
volumen se mantuvo constante por encima del 1% desde los 370 minutos hasta los
420 minutos
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Figura 14. Relacion Tiempo y Porcentaje intestinal durante el ensayo para el T1.
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En la figura 15 se observa que para el T2 el tiempo de retencion intestinal se
encuentra entre un rango de 120 y 240 minutos (sefialado con rojo), tiempo en el
cual se estabilizaron los volimenes intestinales y los rotiferos son viables para
cosecharse como alimento vivo enriquecido; el valor medio de este rango se
encontré a los 180 minutos y el punto de corte se representd con una linea la cual
divide el tiempo de llenado y evacuacion intestinal en los 240 minutos. Después del
proceso de evacuacion el descenso del porcentaje fue progresivo entre los 250 y
330 minutos donde logro estabilizarse en un porcentaje por encima del 1%.

Figura 15. Relacion Tiempo y Porcentaje intestinal durante el ensayo para el Ta.
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En la figura 16 se observa que para el T3 el tiempo de retencion intestinal se
encuentra entre un rango de 90 a 165 minutos (sefalado con rojo), tiempo en el cual
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se estabilizaron los voliumenes intestinales y los rotiferos son viables para
cosecharse como alimento vivo enriquecido; el valor medio de este rango se
encontrd a los 130 minutos y el punto de corte se representd con una linea la cual
divide el tiempo de llenado y evacuacion intestinal en los 240 minutos. La
evacuacion intestinal inicio a los 180 minutos antes de la filtracibn humeda, con un
considerable descenso del 4% en el volumen intestinal, por ende, el proceso de
evacuacion fue mucho més répido situandose en los 280 minutos, donde logro
estabilizarse por encima del 1%.

Figura 16. Relacion Tiempo y Porcentaje intestinal durante el ensayo para el Ta.
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En la figura 17 se observa que para el T4 el tiempo de retencion intestinal se
encuentra entre un rango de 195 y 255 minutos (sefialado con rojo), tiempo en el
cual se estabilizaron los volumenes intestinales y los rotiferos son viables para
cosecharse como alimento vivo enriquecido; el valor medio de este rango se
encontrd a los 225 minutos y el punto de corte se representd con una linea la cual
divide el tiempo de llenado y evacuacion intestinal en los 240 minutos. Presento un
incremento lento en el porcentaje intestinal logrando la primera estabilizacion
después de los 90 minutos en el proceso de llenado, periodo en el que vario en un
1% y la segunda estabilizacion después de los 180 minutos. EI proceso de
evacuacion fue relativamente rapido y se estabilizé por encima del 1% después de
los 315 minutos.
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Figura 17. Relacion Tiempo y Porcentaje intestinal durante el ensayo para el Ta.
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Los tratamientos presentaron un comportamiento similar, el T2y el Tz presentaron
mayor estabilidad en el rango de viabilidad, el T1 con menor cantidad celular
presento un tiempo de llenado mas lento, por ende, un tiempo de viabilidad mas
corto y el T4 presento el menor tiempo de viabilidad con respecto a todos los
tratamientos. Teniendo en cuenta los tratamientos se puede deducir que el periodo
para realizar enriquecimiento se encuentra entre 105 y 225 minutos que es el tiempo
de retencion intestinal, tiempo en el cual se evidencio una estabilizacion en el
porcentaje intestinal. Romero et al’® encontr6 que el tiempo Optimo de
enriguecimiento oscila entre 120 y 180 minutos, también deduce que un periodo de
enriquecimiento mas largo conduce a una disminucion en el volumen intestinal, Baer
et alf! también encontr6 el mismo fenémeno y deduce que es la consecuencia del
inicio de la evacuacion después de un tiempo de retencion intestinal probablemente
debido a un efecto de rebote, lo cual contrasta con lo obtenido en este estudio,
donde se produjo una disminucion en el volumen intestinal cerca de los 210 minutos
de iniciado el enriguecimiento.

% ROMERO, Sonia; YUFERA, Manuel. Op. Cit., p 128.

61 BAER, Andreas; et al. Op. Cit., p 78.
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
7.1 CONCLUSIONES

o El analisis morfométrico demostré que el volumen corporal de Brachionus
calyciflorus se encuentra en un rango de 0,5x108a 2,5 x10® pum3, encontrandose el
90% de la poblaciéon en un volumen de 1x108 y 2,5 x10%um? de la cual el 39% se
encuentra entre 1y 1,5x10% ums3, el 28% entre 1,5y 2x10° y el 23% representa un
volumen de 2 a 2.51,5x108 um?

o El periodo de llenado y evacuacion intestinal del rotifero Brachionus
calyciflorus alimentado con diferentes concentraciones de microalga depende de la
concentracion celular, tamafio del rotifero y volumen intestinal

o Los rotiferos Brachionus calyciflorus presentan un tiempo de llenado
intestinal después de 60 minutos de iniciado el ensayo donde él % intestinal
representa 6,22% 8,59% Yy presentaron una evacuacion después de 60 minutos de
realizada la filtracion humeda donde conservaron un porcentaje intestinal que
fluctda entre 1y 2% en relacion al volumen total del cuerpo.

o El volumen intestinal del rotifero Brachionus calyciflorus en su maxima
replecion alcanzé un valor maximo de 201752,09 um? que representa un 10,53 % del
volumen corporal en una concentracion algal de 10,4x10° cel/mL y 107451,90 um?
que representa 8,62 % del volumen corporal en una concentracion algal de 5,2x108
cel/mL.

o El enriquecimiento del rotifero Brachionus calyciflorus con diferentes
densidades de microalga no mostr6 diferencias significativas en relacién volumen
intestinal y el tiempo de llenado y evacuacion intestinal en los tratamientos 2 y 3, por
lo tanto, el proceso de enriquecimiento debe hacerse con volimenes que oscilen
entre 5,2 y 10,4x10° Cel/mL

o El tiempo de viabilidad alimenticia del rotifero Brachionus calyciflorus se
encuentra entre los 105 y 225 minutos que es el tiempo de retencion intestinal,
momento en el cual puede ser suministrado como alimento vivo enriquecido, en la
fase de larvicultura para especies de peces con un didmetro bucal pequefio.
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7.2 RECOMENDACIONES

e Aplicar este protocolo de enriquecimiento, tiempo de administracion y
concentracion de células de microalgas en la fase de larvicultura de algunas
especies de peces marinos y dulceacuicolas.

e Realizar el ensayo de llenado y evacuacion intestinal, utilizando microalgas de
una especie diferente que varie en tamafo.

e Evaluar pruebas de selectividad de particula, con el fin de encontrar la mejor
asimilacion de microalgas por parte del rotifero.

e Implementar un monitoreo de parametros como Temperatura y pH en las 4
horas del periodo de llenado y las 3 horas del periodo de evacuacion, verificando
el comportamiento que presente la cepa de Brachionus calyciflorus durante el
ensayo.

e No realizar un disefio completamente al azar, de tal forma que se efectde una
seleccién especifica de los rotiferos a estudiar con volimenes intestinales
similares durante el ensayo, con el fin tener mayor uniformidad en los datos
analizados.

e Reducir la cantidad de rotiferos en cada muestra entre 6 y 4 rotiferos por
muestreo, en lapsos mas cortos con el fin de obtener mayor precision al calcular
el tiempo de llenado en la curva de regresion.
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Anexo A. Analisis de varianza ANOVA para Volumen del cuerpo del rotifero.

_ 3 4,02E+14 1,34E+1 445875 <2.2e-16 *** Altamente
4 significativo
_ 1 1,86E+13 1,86E+1 61,9064 5.189e-15 *** Altamente
3 significativo

_ 1  3,19E+13 2,13E+1 7,0737 1.985e-15 *** Altamente
5 2 significativo

Debido a que el nivel de significancia es <0.05, se rechaza la hipétesis nula y se
acepta la hipétesis alterna.

Anexo B. Prueba multiple de Tukey para Volumen del cuerpo del rotifero.

_ -420640.6 -497522.0 -343759.3 0
_ -1030104.9 -1106986.2 -953223.6 0
_ -770445.5 -847326.8 -693564.1 0
_ -609464.3 -686345.6 -532582.9 0
_ -349804.9 -426686.2 -272923.5 0
_ 259659.4 182778.1 336540.7 0

Anexo C Tabla de Frecuencia para Volumen del cuerpo del rotifero.

500000 1000000 999999 9 8,04% 0,080357143 8,03571428
1000000 & 1500000 1499999 44 47,32% 0,392857143 39,28657142
1500000 2000000 1999999 32 75,89% 0,285714286 28,5724285
2000000 = 2500000 & 2499999 26 99,11% 0,232142857 23,21312857
2500000 3000000 2999999 1 100,00% 0,008928571 0,892%35714

Sumatoria 112 Sumatoria 180

Anexo D. Andlisis de varianza ANOVA para Volumen del intestino.

ol
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0.0010325

3 1,27E+14 4,22E+13  5,4149 - Significativo
1 976E+13 976E+13 125118 00004113  Altamente
significativo
4.054e-12 Altamente
15 6,86E+14 4,57E+13  5,8614 o significativo

Debido a que el nivel de significancia es <0.05, se rechaza la hipétesis nula y se
acepta la hipétesis alterna.
Anexo E. Prueba multiple de Tukey para Volumen del intestino.

-0.39797621 -0.73794246 -0.058009961 0.0140617
-0.15577189 -0.49573814 0.184194357 0.6409182
-0.33319644 -0.67316269 0.006769808 0.0571780
0.24220432 -0.09776193 0.582170566 0.2587223
0.06477977 -0.27518648 0.404746018 0.9613786
-0.17742455 -0.51739080 0.162541700 0.5364131

Anexo F. Promedios para volumen del cuerpo, volumen intestinal y porcentaje
intestinal en el Tratamiento 1.

00:00-00:15 1980073,33 65418,42 3,47
00:15-00:30 2054921,04 57857,16 3,05
EVACUACION 1 0.30.00:45 1981262,31 64664,57 3,70
00:45-01:00 1598890,67 56286,53 3,88
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01:00-01:15
01:15-01:30
01:30-01:45
01:45-02:00
02:00-02.15
02:15-02:30
02:30-02:45
02:45-03:00

2183756,27
2255212,67
2110069,85
1855130,74
1654858,35
1982415,85
2091603,73
1942485,73

54665,50
61500,30
59835,58
41900,01
46326,09
56292,11
34619,59
41125,70

2,53
2,85
3,01
2,28
2,90
3,35
1,65
2,45

Anexo G. Promedios para volumen del cuerpo, volumen intestinal y porcentaje
Intestinal en el Tratamiento 2.

EVACUACION

00:00-00:15
00:15-00:30
00:30-00:45
00:45-01:00
01:00-01:15
01:15-01:30
01:30-01:45
01:45-02:00
02:00-02.15
02:15-02:30
02:30-02:45
02:45-03:00

1253214,03
1159913,55
1067750,80
1280285,32
1119802,60
1397936,07
1171204,58
884706,09

988732,51

1003962,69
1093827,59
1093910,45

61132,51
42251,86
36008,81
43656,27
35846,82
26994,95
17875,84
16842,96
17030,36
9543,13
13058,25
32732,24

6,49
4,13
4,09
4,17
3,83
2,13
1,84
2,21
2,03
1,15
1,36
4,00
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Anexo H. Promedios para volumen del cuerpo, volumen intestinal y porcentaje
intestinal en el Tratamiento 3.

EVACUACION

00:00-00:15
00:15-00:30
00:30-00:45
00:45-01:00
01:00-01:15
01:15-01:30
01:30-01:45
01:45-02:00
02:00-02.15
02:15-02:30
02:30-02:45
02:45-03:00

2632882,57
2154437,58
1972125,63
2441081,82
2037447,19
2198503,61
2312373,70
2225123,18
2245608,46
2333918,38
2328323,49
2211838,15

111739,61
37948,10
42583,48
49691,33
19467,24
81329,18
27758,37
34565,40
39979,26
75795,23
70178,22
82303,10

4,50
1,81
2,31
2,04
0,96
3,77
1,17
1,67
1,74
2,38
2,34
2,98
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Anexo |. Promedios para volumen del cuerpo, volumen intestinal y porcentaje
intestinal en el Tratamiento 4.

EVACUACION

00:00-00:15
00:15-00:30
00:30-00:45
00:45-01:00
01:00-01:15
01:15-01:30
01:30-01:45
01:45-02:00
02:00-02.15
02:15-02:30
02:30-02:45
02:45-03:00

1462352,89
1549030,69
1403299,60
1507733,84
1506658,65
1165242,98
1419438,20
1047656,65
1487146,19
1986483,05
1257049,40
1381937,87

90125,51
73355,09
36163,73
64218,35
17051,14
10075,64
23691,19
30707,40
25770,22
33872,79
32926,83
15106,64

6,90
5,47
2,84
4,78
1,35
0,97
1,77
3,16
1,81
1,66
2,75
1,79

Anexo J. Volumen celular (um?3) de la microalga Chlorella sp.

808,92
3219,40
116,52
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Anexo K. Andlisis de varianza ANOVA para Volumen intestinal expresado en
porcentaje.

< 2e-16 Altamente
3 1635,5 545,2 49,2947 Tk significativo

< 2e-16 Altamente
1 4184,8 4184,8 378,3968 Tk significativo
15 331,1 22,1 1,9957 0'01*251 significativo

Debido a que el nivel de significancia es <0.05, se rechaza la hipotesis nula y se
acepta la hipotesis alterna.

Anexo L. Prueba multiple de Tukey para Volumen intestinal expresado en

t

e,
o
=
o
®
S

2
N

59

-0.017322470 -0.021986233 -0.012658707 0.0000000
0.001923065 -0.002740698 0.006586829 0.7139372
-0.010116667 -0.014780430 -0.005452904 0.0000002
0.019245536 0.014581773 0.023909299 0.0000000
0.007205804 0.002542040 0.011869567 0.0004253
-0.012039732 -0.016703495 -0.007375969 0.0000000



