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RESUMEN

La produccion de rotiferos es de gran importancia para la alimentacion inicial de
larvas de peces marinos; puesto que cumplen con los requisitos como presa,
necesarios para las larvas de boca pequefa y alto requerimiento nutricional. En
este sentido, una buena disponibilidad de rotiferos es crucial para la larvicultura,
prefiriendose los cultivos de rotiferos a altas densidades, debido a que esta
garantiza la biomasa necesaria en sistemas de produccién a escala piloto y
comercial. Dentro de los aspectos que mas afectan el cultivo de los rotiferos, y que
limitan el crecimiento poblacional a altas densidades, se destacan la dieta utilizada
y la produccion de amonio en dicho procedimiento.

Debido a lo anteriormente mencionado se plantedé un experimento utilizando el
rotifero Brachionus plicatilis, en el cual se evaluo el efecto de la alimentacion de
rotiferos con diferentes dietas y la interaccion del pH sobre el crecimiento
poblacional, tasa de crecimiento simple y fertilidad. Se realizaron seis tratamientos
con tres réplicas por tratamiento utilizando recipientes de vidrio de tres litros de
capacidad, a una temperatura promedio de 26 °C + 1,35°C salinidad de 26,4 +
0,99 ppt, una densidad inicial promedio de 200 rotiferos/ml con aireacion
constante y fotoperiodo natural. Se encontré que durante el periodo de estudio las
dietas probadas resultaron adecuadas para alimentar el cultivo de B. plicatilis.

Los mejores resultados, con densidades de 1471+ 72,4 rotiferos/ml se obtuvieron
con T6 en el que se suministré T. suecica floculada + Protein plus + levadura con
ajuste de pH seguida de T2 T. suecica floculada con ajuste de pH (869 +
65,4rot/ml), T5 T. suecica + Protein plus + levadura, (855 + 65,4rot/ml), T1T.
suecica floculada (612 + 65,4rot/ml), T4 Protein plus + levadura, con control de pH.
(574+34,2rot/ml) y T3 Protein plus + levadura, sin control de pH (423 £+ 17,1rot/ml)
con tasas de crecimiento, T6 0,019 + 0,00048, T2 0,014+0,00039, T5 0,014+0,001,
T1 0,010 +0,00019, T4 0,0098+0,0006 y T3 0,0061+0,0003 respectivamente
estadisticamente diferentes (P>0,05). En cuanto a la fertilidad los valores mas
bajos se registraron con Protein plus+ levadura, tanto para el tratamiento sin ajuste
de pH como para el tratamiento con ajuste de pH (0,15+0,059 y 0,17+ 0,069 para
T3y T4), y T suecica Floculada (0,3 = 0,07) los cuales no presentaron diferencias
estadisticas (P<0,05)mientras que el valor promedio significativamente mayor se
obtuvo cuando se suministrO T suecica Floculada + Protein plus+ levadura sin
ajuste y con ajuste de pH(0,3 0,15 y 0,39 = 0,16 T5 y T6) estadisticamente
diferentes (P>0,05).

Con este trabajo se mejoré los protocolos de produccion intensiva de rotiferos, los
cuales repercutiran en una produccion de alimento vivo mas estable y confiable
para la larvicultura de peces marinos.



ABSTRACT

The production of rotifers is very important for the initial feeding of marine fish
larvae, since they meet the requirements as prey, necessary for larvae of small
mouth and high nutritional requirement. In this sense, a good availability of rotifers
is crucial for larviculture, with rotifers being preferred at high densities, because it
guarantees the necessary biomass in pilot and commercial production systems.
Among the aspects that most affect the cultivation of rotifers, which limit population
growth at high densities, the diet used in this procedure and ammonium production
are highlighted.

Due to the above mentioned, an experiment was carried out using the rotifer
Brachionus plicatilis, in which the effect of feeding rotifers with different diets and
the interaction of pH on population growth, simple growth rate and fertility were
evaluated. Six treatments were carried out with three replicates per treatment using
three-liter glass containers, at an average temperature of 26 ° C + 1,35 ° C, salinity
of 26.4 + 0.99 ppt, an initial average density of 200 rotifers/ml with constant
aeration and natural photoperiod. It was found that during the study period the
tested diets were adequate to feed the B. plicatilis culture.

The best results, with densities of 1471 + 72.4 rotifers/ml were obtained with T6 in
which T. flocculated suecica + Protein plus + yeast was added with pH adjustment
followed by T2 T. flocculated suecica with pH adjustment (869 + 65.4 rot/ml), TS T.
suecica + Protein plus + yeast, (855 + 65.4 rot/ml), T1 T. (612 + 65.4 rot/ml), T4
Protein plus + yeast, with pH control. (574 £ 34.2 rot/ml) and T3 Protein plus +
yeast, without pH control (423 + 17.1 rot/ml) with growth rates, T6 0,019 + 0,00048,
T2 0,014+0,00039, T5 0,014+0,001, T1 0,010 £+ 0,00019, T4 0,0098+0,0006 y T3
0,0061+0,0003 respectively statistically different (P > 0.05). As regards fertility, the
lowest values were recorded with Protein plus + yeast, both for the treatment
without pH adjustment and for treatment with pH adjustment (0.15 + 0.059 and
0.17 = 0.069 for T3 and T4), and T flocculated suecica (0.3 + 0.07), which did not
present statistical differences (P <0.05), while the significantly higher average
value was obtained when T flocculated suecica + Protein plus + yeast was
supplied without adjustment and with adjustment of pH (0.3 + 0.15 and 0.39 + 0.16
T5 and T6) statistically different (P> 0.05).

With this work the protocols of intensive production of rotifers were improved,
which will affect a more stable and reliable production of live food for marine fish
larviculture.
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GLOSARIO

ROTIFERO: proviene del latin rota (rueda) y ferre (llevar) en referencia a su
aparato succionador; organismos zooplanténicos de fécil produccién e importantes
en la primera alimentacion de larvas de peces.

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

Brachionus plicatilis: es un rotifero eurihalino (tolera una amplia gama de
salinidad) en la Familia Brachionidae, y es posiblemente el Unico rotifero
comercialmente importante, siendo cultivado en la industria acuicola como
alimento para larvas de peces.

MICROALGAS: las microalgas son microorganismos fotoautotrofos, por tanto,
capaces de transformar la luz solar en energia quimica mediante la fotosintesis
oxigénica y ademas capaces de asimilar carbono en forma de dioxido de carbono.

pH: es una unidad de medida que sirve para establecer el nivel de acidez o
alcalinidad de una sustancia. Se expresa como el logaritmo negativo de base de
10 en la actividad de iones de hidrégeno.

DIETA: cantidad de alimento que se le proporciona a un organismo en un periodo
determinado de tiempo, sin importar si cubre o no sus necesidades de nutricion.

FLOCULACION: es un proceso quimico mediante el cual, con la adicion de
sustancias denominadas floculantes, se aglutinan las sustancias coloidales
presentes en el agua, facilitando de esta forma su decantacién y posterior filtrado.



INTRODUCCION

Para Pascual, E. y Yufera, M. “Las larvas de peces marinos son, habitualmente,
organismos muy delicados cuya supervivencia depende de una adecuada
combinacion de numerosos factores, entre los que la alimentacién suele ser el

mas limitante en condiciones naturales” .

Bajo este contexto, el rotifero, es ahora un alimento indispensable para la
produccion de larvas de peces en todo el mundo, su disponibilidad en grandes
cantidades como alimento vivo ha contribuido a una produccion exitosa de mas de
60 especies de peces marinos y 18 especies de crustaceos. Kinne, Theilacker y
Dor-sey? afirman que las bajas habilidades de caza de las larvas de peces que
recién nacen de los huevos, requieren que los rotiferos estén disponibles a
densidades relativamente altas para asegurar un nimero adecuado de encuentros
exitosos con las larvas

De esta forma Segin Stgttrup y McEvOy ° y Dhont?, los rotiferos del género
Brachionus constituyen el alimento vivo de suma importancia para la primera
alimentacion larvaria de muchas especies marinas de interés acuicola, debido al
tamafo, velocidad de natacién y capacidad para permanecer suspendido en la
columna de agua; razones por las que han sido ampliamente estudiados por su
importancia para el escalonamiento acuicola comercial.

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. En este mismo orden los principales
factores de inhibicién o limitacion para el crecimiento y la propagacion de rotiferos
de alta densidad son principalmente la falta de concentracion de alimento, la
escasez de oxigeno disuelto y la toxicidad del amoniaco no disociado acumulado
en el medio de cultivo.

' PASCUAL, E. y YUFERA, M. Alimentacién en el cultivo larvario de peces marinos. (En
linea).1987 (Citado 03, Junio, 2017). Disponible en:
http://digital.csic.es/bitstream/10261/47151/1/Pascual_y _Yufera_1987.pdf
2 KINNE O Cultivation of animals, THEILACKER GH, DORSEY K Larval fish diversity, Citados por
YOSHIMATSU, T., & HOSSAIN, M. Recent advances in the high-density rotifer culture in Japan.
Aquaculture International, 22(5), 2014. p.1587-1603.
3 STOTTRUP, J. and McEVOQY, L. Live feeds in marine aquaculture. Vol. 1st ed. Oxford, Oxford:
John Wiley & Sons.: UK: Blackwell Science, 2008.p.37.

* DHONT, J. D. Rotifers, Artemia and copepods as live feeds for fish larvae in aquaculture. In G.
Allen (Ed.). En Advances in Aquaculture Hatchery Technology. Cambridge: Woodhead
Publishing. Series in Food Science, Technology and Nutrition; No. 242. 2013. p. 690
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Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, 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 utilizacion de
microalgas genera menores desechos, reduccién de impactos sobre la calidad del
agua, actividad antibacteriana que reduce las probabilidad de contaminacion del
cultivo como lo menciona Yin et al.’y Jeeja et al.®.

De la misma forma, para aumentar las densidades de rotiferos proyectando su uso
como una alternativa viable para el desarrollo de cultivos de alta densidad, se han
desarrollado técnicas para el control del pH en el cultivo de rotiferos de alta
densidad, introduciendo sistemas automatizados que monitorean y corrigen las
condiciones del cultivo permanentemente. El origen y principio de estas técnicas
se basa en la adicion controlada de HCI hasta reducir el pH a 7 aproximadamente
para promover la ionizacion del NH3; a NH4, compuesto menos toxico para los
animales acuéticos tal y como lo ha probado Yoshimura’.

Teniendo en cuenta los argumentos anteriores, se desarrollé6 una investigacion en
las instalaciones de la Estacion Acuicola Bahia Malaga, la cual permitié evaluar el
efecto de diferentes dietas alimenticias ajustando el pH, para incrementar la
densidad poblacional en el cultivo del rotifero marino Brachionus plicatilis y
obtener informacion que posibilite el mejoramiento del cultivo de esta especie, de
amplia importancia en la acuicultura comercial.

® Ibid., p. 63
6 JEEBJA, P. K; I. Joseph & R. P. Raj. Nutritional composition of rotifer (Brachionus plicatilis Muller)

cultured using selected natural diets. Indian J. Fish., 58: 2011 p.59-65.
" YOSHIMURAA Op. cit., p. 174
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1. DESCRIPCION DEL PROYECTO
1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El rotifero de la especie Brachionus plicatilis ha sido ampliamente utilizado dentro
de la acuicultura como primer alimento para larvas de crustaceos y peces, en
consecuencia, un suministro continuo, estable y fiable en cuanto a cantidad y
calidad de rotiferos es la clave para el éptimo desarrollo de las larvas.

Tanto la produccién como las densidades bajas reportadas en los cultivos de B.
plicatilis que se producen en Colombia pueden ser el resultado de la mala calidad
de agua, calidad y cantidad inadecuada de alimento, presencia de enfermedades
e informacion biolégica insuficiente®.

Los métodos desarrollados para proporcionar un suministro adecuado de rotiferos
a una variedad de larvas se basan en estudios extensivos de su biologia,
alimentacion, estrategias de reproduccion, genética, fisiologia y bioquimica. Esta
informacion bésica proporciona las herramientas necesarias tanto para la
adaptacion de los rotiferos a técnicas de cultivo en masa, asi como para las
soluciones de los problemas que surgen durante dicho procedimiento.

Debido a las escasas investigaciones en Colombia sobre este microorganismo y
sus bajas producciones en el cultivo, estos factores representan las principales
limitantes a la hora de desarrollar este proceso de manera eficiente y eficaz, de
acuerdo a eso se formula, para efectos de esta investigacion, la siguiente
pregunta: ¢La dieta y el ajuste en el pH, lograra incrementar la densidad
poblacional a niveles intensivos en los cultivos del rotifero marino Brachionus
plicatilis?

SPRIETO, Martha., CASTANO, Fabio., SIERRA, Juan., BOTERO, Priscila. y LOGATO, Julian..
Alimento vivo en la larvicultura de peces marinos: Copépodos y Mesocosmos..En Revista MVZ
cordoba. Vol. 11 11, n° 1 2006: P. 31
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1.3 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

Cano® menciona que uno de los puntos criticos en el ciclo de produccién de
peces, es sin duda, la fase de larvicultura, puesto que en esta etapa se presentan
el mayor indice de mortalidad, requiriendo asi alimentos externos apropiados, en
muchos casos zooplancténicos como primer sustento, seleccionados de acuerdo
con el tamafo de la boca de la larva.

Es asi como Donth' lo afirma, durante casi cuatro décadas, los rotiferos se han
utilizado como organismos de alimento para larvas de peces marinos cultivados, el
suministro continuo, estable y fiable de rotiferos adecuados nutricionalmente es la
clave para el buen desarrollo de las larvas. La cantidad necesaria varia de veinte
mil a cien mil rotiferos por larva durante el periodo que comprende entre veinte y
treinta dias de cultivo segun la especie, la alta demanda de estos organismos para
la fase larval requiere de soluciones, las cuales se fundamentan en el
conocimiento, optimizacion y automatizacion de los sistemas de cultivo de rotiferos
para llevarlos a niveles masivos de produccion semi-continua o continda de
manera que suplan los requerimientos de calidad y cantidad. La produccién de
rotiferos con fines acuicolas se logra optimizar en cultivo conociendo el alimento
adecuado que los organismos requieren, buscando una coordinacion entre el
crecimiento poblacional de los mismos y la utilizacibn de estos alimentos,
estandarizando una tasa de dilucion o cosecha optima del cultivo que se realiza a
intervalos periédicos con la finalidad de lograr una alta produccion y el
sostenimiento de la misma a largo plazo.

Ademas Yoshimura®! sefiala que los principales factores de inhibicion o la
limitacion de la propagacion de rotiferos son principalmente la alimentacion
inadecuada, la escasez de oxigeno disuelto y la toxicidad del amoniaco sin
disociar acumulado en el medio de cultivo. Se han desarrollado varios métodos y
dispositivos de cultivo para eliminar estos factores inhibidores del medio de cultivo
de rotiferos, la deficiencia de la alimentacion se resolvié mediante el uso de pasta
de microalgas condensada, tales como Chlorella de agua dulce, la escasez de
oxigeno disuelto también se resolvidé mediante el suministro de gas oxigeno de
alta pureza en lugar de aire y para la toxicidad del amoniaco existen teorias
relacionadas al control del pH de cultivo a un nivel neutro, 7.0, con adicién
automatica de una solucién de HCI para promover la ionizacion del NHz a NHyg, el
cual es menos toxico para los animales acuaticos.

9CANO, Amado.Cultivo de larvas de pargo de la mancha Lutjanus guttatus utilizando rotiferos
cultivados y colectados en estanques. Panama: s.n.e, 1997. p. 128.
1ObHONT, J. D, Op. cit., p. 690
'YOSHIMURA, K. K. Factors inhibiting growth of the rotifer Brachionus plicatilis in high density
cultivation by feeding condensed Chlorella. Nippon Suisan Gakkaish. 1994. p.12.
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Estos avances tecnoldgicos no solo podrian permitir que se incremente la
produccion de rotiferos, sino que disminuirian el espacio necesario y facilitarian el
manejo de los cultivos de rotiferos en Colombia. Es por ello que esta investigacion
se evaluo el potencial del control de la dieta y el pH del cultivo de rotiferos
Brachionus plicatilis, sobre el incremento de la densidad de rotiferos a niveles
intensivos.
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2.0BJETIVOS
2.10BJETIVO GENERAL

Evaluar el crecimiento poblacional y la densidad en el cultivo del rotifero marino
Brachionus plicatilis, con ajuste de pH y manejo de diferentes dietas.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el efecto de tres dietas con ajuste de pH sobre el crecimiento
poblacional del rotifero Brachionus plicatilis.

e Determinar el indice de fertilidad del cultivo del rotifero marino Brachionus
plicatilis alimentados con tres dietas y ajuste de pH

e Analizar la relacion costo-beneficio de la aplicacion de diferentes dietas y ajuste
de pH del cultivo frente a los métodos convencionales de produccion de rotiferos.
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3.MARCO TEORICO.
3.2 BIOLOGIA DE ROTIFEROS

Segln Dhont*?, citando a Lubzens, los rotiferos, que pertenecen principalmente al
género Brachionus, se han utilizado como organismo alimento vivo en acuicultura
desde la década de 1970 por sus caracteristicas de desarrollo, facilidad de cultivo
y aporte nutricional, tamafio adecuado, puede cultivarse a altas densidades, tienen
una alta tasa reproductiva, nadan lentamente y son filtradores, una de las especies
seleccionadas para su uso es Brachionus plicatilis.

Por otro lado Stattrup,™® sostiene que el phylum rotifera se compone de un grupo
relativamente pequefio de organismos, no segmentado, pseudo-celomados,
invertebrados acuéticos con simetria bilateral. La mayoria de los rotiferos son
nadadores libres, pero las formas sedentarias y coloniales también se conocen,
alrededor de 2000 especies 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 humedos. Aunque los rotiferos son un pequefio filo, son
extremadamente importantes en el medio ambiente de agua dulce, lo que
contribuye hasta un 30% de la biomasa total del plancton.

El nombre de rotifero proviene del latin rota (rueda) y ferre (llevar) en referencia a
su aparato succionador, la corona, que recuerda una corona real o una sierra
dentada circular; la corona estd compuesta de cilios que al moverse crean
pequefias corrientes que atraen las particulas del entorno hacia ella, 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 estomago
y finalmente los residuos son excretados por la cloaca. 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).

Complementariamente Dhont'*, asevera que en la mayoria de especies los
machos son escasos, de forma que la reproduccion por partenogénesis es
bastante comun. Ademas, existe un marcado dimorfismo sexual porque los
machos existentes suelen tener el aparato digestivo atrofiado y su existencia se
reduce a la produccion de esperma; la vida util de una hembra suele ser de una a
dos semanas.

”DHONT, J. D, Op. cit., p. 695
BST@TTRUP, J. Op. cit., p.21-36.

bHONT, J. D, Op. cit., p. 696
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Watanabe '° refiere que en el phylum rotifera se encuentran especies muy
importantes objeto de estudio de zodlogos y ecdllogos, son organismos
enormemente activos considerados depredadores en el mundo del plancton por
consumir altas concentraciones de microorganismos, por tener una alta tasa de
reproduccion y su afloramiento abate rapidamente la concentracion de oxigeno en
el medio. Es por ello que su localizacion en los ambientes acuaticos permite
indicar la presencia de materia organica (medios eutroficos).

Figura 1. Esquema de la anatomia externa e interna de un rotifero.

Ufscar.br. (2017). Sist. [online] Available at:. 18 de Marzo de 2017.
http://www.ufscar.br/~limno/Teor/Sist.html.

Por otro lado Stettrup®®, afirma: Algunas especies son xerobiontes, 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 acuético

“WATANABE, Nutritional quality of living feeds used in seed production of fish. Proc. 7th Japan-
Soviet Joint Symp. 1979. p.126
®STETTRUP, J. Op. cit., p.21-36.
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desaparece por la variacion estacional, al ser rehidratados emergen rapidamente
(en menos de dos horas) como organismos con capacidad natatoria, algunas
especies producen un derivado del azucar trehalosa con el que crean una
sustancia gelatinosa que ayuda a resistir a la falta de agua ambiental.

3.2.1 Taxonomia del rotifero Brachionus plicatilis. De acuerdo a Mueller la
clasificacion taxondmica para rotiferos del Género Brachionus es la siguiente:

Cuadro 1.Clasificacion taxondmica para rotiferos del género Brachionus

Reino Animalia

Filo Rotifera

Clase Eurotatoria
Subclase Monogononta
Super orden Pseudotrocha
Orden Ploima

Familia Brachionidae
Genero Brachionus
Especie Brachionus plicatilis

MULLER, O. F. Animacula Infusoria fluviatilia et marina, quae detexit, systematice descripsit et ad
vivum delineari curativ. sistit opus hoc posthumum quod cum tabulis aenis L. in lucem tradit vidua
ejus nobilissima, cura Othonis Fabricii. Hauniae s.f. 1786.p.28

3.3 REPRODUCCION DE ROTIFEROS.

Segin Cano !’ el ciclo de vida de Brachionus presenta dos modos de
reproduccion, durante la partenogénesis las hembras amicticas producen 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, aunque 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).

El mismo autor manifiesta, que los machos son aproximadamente un cuarto del
tamafio de la hembra; ellos no poseen tracto digestivo ni vesicula, pero tienen un
sobredimensionado testiculo maduro lleno de esperma. Los huevos micticos que
eclosionaran en machos son significativamente menores en tamafio, mientras que
los huevos micticos fertilizados son mas grandes y consisten de una capa externa
gruesa y débilmente granulada, estos son los huevos latentes y Unicamente

YCANO Op. cit., p 128.
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eclosionardn hembras amicticas bajo cambios repentinos en las condiciones
ambientales, que pueden ser originados por alteraciones de las circunstancias
climatologicas, provocando eventualmente variaciones en la temperatura,
salinidad o en las condiciones alimenticias.

Figura 2. Ciclo reproductivo de los rotiferos.

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

Segin Watanabe®®, en la produccién artificial de larvas de peces marinos y
estuarinos, 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 produccién masiva de juveniles a partir de 1965, afio en que se
confirmd su valor como alimento en la cria de P. auratus y se ha utilizado con éxito
desde entonces en decenas de especies.

En consecuencia, actualmente se reconocen varias especies y cepas de rotiferos,
entre las mas utilizadas se destacan: Brachionus rotundiformis, anteriormente
conocido como tipo “S” (100 - 230 pum) y Brachionus plicatilis,(Figura 3) conocido
como tipo “L” (130 - 340 um), las cuales difieren en cuanto a la temperatura 6ptima
y tasa de crecimiento, la especie B. rotundiformis es utilizada generalmente para
las primeras etapas de alimentacién de las larvas de muchas especies, y se
necesitan densidades dos o tres veces superiores a las que se emplean con la
especie B. plicatilis.

Figura 3. B. Plicatilis

Sort of Rotifer, 2016. Knusun.kangnung.ac.kr [online].

3.4.1 Factores gue intervienen en el cultivo y su influencia. Para el cultivo de
B. plicatilis, se recomienda un intervalo de temperaturas de 18° a 25 °C con un
indice de crecimiento 170% como maximo a 25 °C; el intervalo mas amplio de pH
descrito es cinco a nueve, pero los mejores resultados se obtienen con pH entre
7,0y 8,5 para la produccién de rotiferos.

Tanto para agua dulce y marina los rotiferos, dependen de la salinidad del medio
ambiente, el intervalo de salinidad en el cual se obtienen los mejores resultados en
los cultivos es de 20 a 25%o, con dilucion de agua dulce aumenta el nimero de

18\WATANABE, Op. cit., p.187.
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hembras y la produccion de huevos. Segun estudios realizados por Watanabe,
encontré6 que en B. rotundiformis hay niveles mas altos de PUFA (n-3) a
salinidades bajas.

El amonio no ionizado (NH3) es el compuesto nitrogenado mas dafiino, con una
correlacion directa entre altas concentraciones de éste y bajas densidades de
rotiferos en los cultivos masivos, lo cual afecta la produccion de huevos y la
actividad natatoria. Se han recomendado las concentraciones de amonio total
menores de 10 ppm y las del amonio no ionizado que no excedan de 0,5-1,0 ppm.

Los niveles de oxigeno disuelto de 3,0 a 8,0 ppm son aceptables, aunque el
optimo estd entre 50 y 7,0 ppm, los rotiferos alimentados con microalgas
necesitan menos aireacion, porque el alga produce O,; por lo contrario los
rotiferos alimentados con levadura, necesitan una mayor aireacién debido a que
las bacterias asociadas tienen un alto consumo de oxigeno reduciendo su
disponibilidad en el medio de cultivo. Asi mismo la aireacién debe ser moderada
para evitar el desprendimiento de huevos en hembras ovigeras y la formacion de
espuma en medios con abundante detrito, reteniendo a los rotiferos en la
superficie ocasionando la muerte de estos por desecacion.

Dhont,*®menciona que la caracteristica mas importante del estado fisiolégico de
los rotiferos es la relacion de huevo, esta es la relacion entre el nimero de huevos
en una muestra y el numero total de hembras en esa muestra, la proporcién de
huevos indica en qué etapa del cultivo de rotiferos se encuentra (exponencial o
estacionaria) y, mas importante, da una estimacion del nimero de rotiferos que es
de esperar al dia siguiente, la proporcién de huevos no debe ser inferior al 10% ya
gue esto puede indicar un colapso futuro.

Asi mismo afirma que los rotiferos deben ser de natacion libre, y la tasa de
natacion debe ser alta, ya que los rotiferos con movimiento lento puede ser una
indicacién de la inanicion y / o mala calidad del agua.

Cuadro 2.Pardmetros de cultivo de rotiferos del género Brachionus.

Salinidad Bajo 35 %o idealmente
Temperatura 18a25°C

Oxigeno disuelto 100 % saturacion (>2mg /1)
pH ‘ >7,0a8,5

Recuperado de WATANABE, T. Nutritional quality of living feeds used in seed production of fish.
Proc. 7th Japan-Soviet Joint Symp. Tokyo: Aquaculture center. 1979. P.187.

YDHONT, Op. cit., p.126
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El mismo autor manifiesta, que la presencia de los ciliados es nociva, un cultivo
con estos organismos puede mantenerse por algunos dias en explotacion, pero no
sera de los mas productivos y al final irremediablemente se pierde, la
concentracion de ciliados aumenta si la temperatura es elevada y si el sistema de
cultivo es semi-continuo o si se esta suministrando levadura. La contaminacion por
ciliados puede controlarse adicionando al medio de cultivo 20 a 30 ppm de
formalina un dia antes de inocular los rotiferos.

3.4.2 Importancia del cultivo de Brachionus plicatilis. De acuerdo a Yoshimura.

"Las principales ventajas que ofrece el cultivo de Brachionus plicatilis son: tolerancia
a rangos amplios de temperatura y salinidad y diferentes alternativas para su cultivo,
su pequefio tamafio (130-340 um), lo que permite a las larvas de peces y crustaceos
ingerirlos cuando todavia no pueden ingerir nauplios de Artemia, su facil y barata
alimentacion con diferentes especies de fitoplancton, levaduras y dietas artificiales,
su alta velocidad de reproduccion bajo condiciones éptimas de cultivo, pudiendo
duplicarse la poblacion en menos de 24 horas, lo que permite obtener altas
densidades” %°

El mismo autor afirma que en cuanto a su contenido nutricional, como ya se
menciond anteriormente B. plicatilis ofrece la gran ventaja de incrementar su este
contenido en relacion a su dieta. Para el buen manejo de la poblacion de rotiferos
en cultivo, es recomendable el uso de ecuaciones sencillas, que permitan conocer
la concentracién adecuada de alimento y la tasa de reproduccion y fecundidad,
factores que indican el buen desarrollo del cultivo, que controlados permiten el
establecimiento de cultivos continuos y densos para su uso como alimento vivo.

3.4.3 Sistemas de cultivo para rotiferos. El mismo autor manifiesta, que los
sistemas de cultivo de rotiferos mas usados actualmente son el de cosecha total y
el semi continuo o de cosecha parcial, pueden encontrarse aplicados con multiples
modificaciones y combinaciones atendiendo a los requerimientos productivos, los
tipos de tanques que se empleen, el tipo de alimento de que se disponga, e
incluso a las caracteristicas climatoldgicas.

Dhont*, afirma que en Japén los centros comerciales usan mucho el sistema de
cosechas parciales con tanques de grandes dimensiones (40 a 200 m®), con filtros
en algunos casos basandose en el uso masivo de microalgas, mientras que a
pequefia escala (1 a 20 m®) se aplica mas el sistema de cosecha total por ser mas
efectivo, pero mas laborioso y consumidor de tiempo. En Cuba los mejores
resultados se han logrado con el método de cosecha total que resulta ser muy
laborioso, pero mas productivo y confiable que el semi-continuo, los cultivos
continuos también son aplicados en la cria de rotiferos, pero son los menos
usados a pesar de que su productividad es superior (3.000 rot/ml); el sistema es

20yOSHIMURA, Op. cit..p.28
*’'DHONT, Op. cit., p. 126
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MAas seguro en términos de contaminacion y el producto es de alta calidad, por
trabajar con condiciones estrictas, aunque es el mas costoso.

3.4.4 Alimentacién de rotiferos. Segun Cano?, los rotiferos del género
Brachionus como filtrador no selectivo, pueden ingerir particulas de alimento de
20-30 pm en la naturaleza consumen microalgas, bacterias, levaduras y
protozoarios. Los animales cultivados se alimentan con algas unicelulares, como
Tetraselmis suecica, Chlorella sp que son mayormente utilizada en el cultivo de
rotiferos.

Stettrup® menciona que el aporte nutricional de los rotiferos en el cultivo de larvas
de peces alimentadas con rotiferos producidos a partir de la dieta de levadura o la
mezcla 95% levadura y 5% Chlorella sp ocurrian altas mortalidades, se identificd
la causa como un desbalance nutricional en cuanto a los &cidos grasos
esenciales, otras investigaciones aportaron la utilizacién de una levadura mejorada
con acidos grasos altamente insaturados, esto permite que el zooplancton obtenga
la concentracidn necesaria de acidos grasos y aminoacidos esenciales para el
buen desarrollo de las diferentes especies de invertebrados y peces producidos
mediante esta técnica.

El mismo autor, recomienda la introduccion de vitaminas, en particular la vitamina
B12, la vitamina A y la vitamina E, en la dieta para el incremento de la fecundidad
y el crecimiento.

Dietas: Los requerimientos nutricionales pueden ser cubiertos empleando
microalgas frescas, secas o congeladas, levaduras de pan, levaduras marinas,
dietas artificiales, o combinaciones de microalgas y levaduras Hoff y Snell**

e Algas. Las dietas a base de algas abarcan una gran variedad de especies
siendo N. oculata, introducida en la acuicultura por los japoneses con el nombre
vulgar “Chlorella marina” una de las mejores. Otras algas que ofrecen al rotifero un
alto valor nutritivo, debido a su contenido de vitaminas y acidos grasos esenciales
son las pertenecientes a los géneros Chaetoceros, Dunaliella, Pyramimomonas,
Isochrysis y Tetraselmis>.

e Levaduras. Los altos requerimientos de microalgas que limitaban la produccién
de rotiferos para los programas de larvicultura en Japon, llevaron a introducir las
levaduras como alimento alternativo®. Pese a ser ricas en proteinas, este tipo de

22CANO Op. cit., p. 128.

BST@TTRUP, Op. cit., p. 21-36

24 HOFF, F. and SNELL, T. Plankton culture manual. 1st ed. Dade City, Fla: Florida Acqua Farms.
2008. p. 58-62

% |bid. p. 58

%8 |bid. p. 58
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cultivo es inestable presentdndose ocasionalmente colapsos subitos, ademas de
producirse rotiferos de un valor nutricional no adecuado para las larvas de peces y
crustaceos como lo menciona Watanabe et al*’. Los colapsos son explicados en
una pobre digestibilidad de las levaduras, deficiencia de vitamina B12 y deterioro
de la calidad del agua por exceso de materia organica Hoff y Snell®. Ante ello
diversos autores proponen combinar el uso de levaduras con Tetraselmis o
Nannochloropsis, adicionar a los cultivos vitamina B12, o bacterias productoras de
esta vitamina Hoff y Snell®®, y el posterior enriquecimiento de los rotiferos Dhert et
al™.

e Algamac Protein Plus. Es un alimento hecho 100% de especies de algas
celulares de alto valor proteico para la sustitucion parcial o completa de las algas y
suplemento para la dieta en el cultivo de rotiferos, sirve como reemplazo de las
algas y se usa de forma total o parcial, compuesto por especies heterétrofas y
foto-tréficas, vitaminas, atrayentes, y pigmentos>".

e Concentrado de microalgas. Recientemente han aparecido en el mercado
varias dietas comerciales a base de microalgas concentradas, pastas congeladas
de microalgas, microalgas secas en polvo o liofilizadas que se estan utilizando
para bioenriquecer rotiferos con altos niveles de HUFA's (acidos grasos poli-
insaturados) o como dieta Unica en cultivos intensivos, también se usa para
reducir los costos de produccion en los criaderos e incrementar los niveles de
produccién en la larvicultura de peces marinos®.

3.4.5 Cosecha de rotiferos. Segun Watanabe**cada colector va sumergido
dentro de un tanque de mayor diametro y menor altura, para que permita el reboso
del agua, cada 1.000 L de cultivo cosechado debe extraerse el contenido del
colector y lavarse con abundante agua para remover metabolitos, detrito, etc., que
no deben ser introducidos en el tanque de cria de larvas.

Otra forma de cosecha es utilizando varias bombas sumergibles plasticas 20 a 40
L/min, cuyo bombeo se dirige a colectores de zooplancton que pueden ser
tanques plasticos de unos 100 L, con incisiones rectangulares en las paredes y

2"\WATANABE Op. cit., p. 124.187

28 HOFF Op. cit., p.21

%9 |bid. p. 25

SODHERT, P., ROMBAUT, G., SUANTIKA, G. and Sorgeloos, P. Advancement of rotifer culture and
manipulation techniques in Europe. Aquaculture, 200(1-2), 2001. p.129-146.

31 prRO AQUA México | Proveedora de Insumos Acuicolas, S.A. de C.V. (2017). Algamac Protein
Plus (Kg) [Bolsa]. [online] Available at: http://www.proaqua.mx/algamac-protein-plus-kg-
biomarine/ [Accessed 3 Jun. 2017].

32 BNAL, U., V. CELIK & S. ERGUN. The performance of a small-scale, high-density, continuous
system for culturing the rotifer Brachionus plicatilis. Turk. J. Vet. Anim. Sci., 34: 2010 187-195.
3BWATANABE Op. cit., p. 124.187
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malla sintética de 40 a 45 um pegada, aireacion en las paredes con manguera de
PVC transparente perforada para que los organismos no obstruyan la malla. Otro
tipo de colector para rotiferos basado en un doble filtro de malla (una de 250 a 300
pm y otra de 50 pm).

3.4.6 pH. En el medio natural los rotiferos pueden vivir a niveles de pH inferiores
a 6.6, el rango 6ptimo de produccion ha sido establecido entre 6.6 y 8.0. En el
agua los niveles de amonio no ionizado (NH3) estan en equilibrio con el ionizado
(NH4 +) en una relacion NH3/NH,4 + que es afectada por la temperatura y el pH del
agua. Altos niveles de NH3; son toxicos para los rotiferos por lo que en cultivos
debe vigilarse que estos no superen 1 ppm de concentracién Yoshimuraa®,

Para la toxicidad del amoniaco existen teorias relacionadas al control del pH de
cultivo a un nivel neutro, 7.0, con adiciéon automatica de una solucién de HCI para
promover la ionizacion del NHz a NHg, el cual es menos toxico, la reduccion en la
cantidad de amoniaco no disociado puede aumentar las densidades poblacionales
del cultivo por lo contrario sin ajuste de pH, los crecimientos de la poblacion de
rotifero son bajos y su densidad es muy reducida.

3.4.7 Costos del cultivo de rotiferos. Pese a los escasos estudios sobre la
produccién de rotiferos Lubzens y Zamora®® mencionan que “a nivel mundial el
costo calculado de produccion de rotiferos depende de la escala total de
produccion, con un costo estimado de US$0.04 por millébn de rotiferos en un
sistema que produce 4 mil millones por dia, y de US$0.15 en un sistema de
produccién de mil millones por dia”, Suantika® menciona que el costo de la mano
de obra es una de las principales preocupaciones en Europa, América del Norte y
Japdn, el costo de principal preocupacion en los paises en desarrollo se debe a la
alimentacion, sin embargo, la constante necesidad que las industrias de maricultura
poseen por aumentar las producciones de rotiferos ha provocado gastos continuos en
nuevos espacios de trabajo, personal y alimento.

Asi mismo Dhert * afirma que el costo beneficio de la produccién de rotiferos
recae en el uso de una fuente de alimento barata, por ello explica que en muchos
casos la levadura de panificacion sea usada como dieta, sin embargo esta carece
de los acidos grasos requeridos. En este sentido cuando hay disponibilidad de
microalgas de buena calidad estas pueden usarse como alimento vivo por su
contenido de acidos grasos, como es el caso de Chlorella, Nannochloropsis

*YOSHIMURAA, Op. cit., p. 165-172.

35 UBZENS E, ZMORA O. Production and Nutritional value of rotifers. En Live feeds in marine
aquaculture. 2003. St@ttrup JG, McEvoy LA (Ed); p. 17 — 64

3 SUANTIKA, G; DHERT, P; MURHUDAH M; SORGELOOS, P.. High-density production of the
rotifer Brachionus plicatilis in a recirculation system:104consideration of water quality,
zootechnical and nutritional aspects. Aquacultural engineering 21 (3) 2000 p.:201-214

37 DHERT Op. cit., p. 129-146
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occulata e Isochrysis galbana, aunque hay que tener en cuenta que los costos de
produccién son mas elevados cuando se utilizan microalgas. Para asegurar el
nivel nutricional de los rotiferos, se utilizan emulsiones lipidicas, enriqueciéndolos
unas horas antes de suministrarlos como alimento.
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4.DISENO METODOLOGICO
4.1. LOCALIZACION

La investigacion se realizd en la Estacion Acuicola Bahia Malaga que se
encuentra ubicada en la regién central de la Costa Pacifica colombiana,
Juanchaco-Ladrilleros, jurisdiccion del municipio de Buenaventura (Valle del
Cauca), y su acceso es por via maritima. El 4rea de la estacién es de 50x75 m?.
Geograficamente se encuentra en la latitud Norte 3° 56’ y 4° 05’N y longitud 77°
21" 0. Clima ecuatorial calido humedo, temperatura ambiente de 30 °C,
precipitacion pluviométrica de 2650 mm anuales y humedad relativa entre el 80 y
85% *3(Figura 4).

Figura 4. Mapa ubicacién de la estacion acuicola Bahia Malaga Buenaventura
(valle).

CASTANO URIBE, C. and RIEDEL, S. Golfos y Bahias de Colombia. 1st ed. Cali: Banco de
Occidente Credencial.2002

4.2 INSTALACIONES, EQUIPOS, MATERIALES E INSUMOS

4.2.1 Instalaciones. Cuenta con un area total de 933 m?, en infraestructura fisica
de produccidn e investigacién distribuidas de la siguiente forma.

30 m? Sala de cultivos masivos de microalgas.
20 m? sala de cultivos masivos de rotiferos.
120m? sala de produccién de Meso cosmos.
326 m? laboratorios, oficinas y habitaciones.

®INSTITUTO COLOMBIANO AGROPECUARIO {En linea}. {Consultado junio 2017}. Disponible en:
http://www.ica.gov.co/getdoc/3afe60d1-e0Oee-4b3a-97bf-8f13287c4691/Estacion-de-acuicultura-
marina-de-Bahia-Malaga.aspx
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La investigacion se realizé en los laboratorios de microalgas, en la sala de cultivo
de rotiferos y sala de produccion de meso cosmos.

4.2.2. Equipos. Microscopio (Nikon Iphaphet-2 YS2), balanza digital, equipo
hacth, electro bomba sumergible, refractbmetro, multiparametros, camara
Neubauer (Bright-Line®Hemacytometer), camara Sedgwick-rafter.

4.2.3. Materiales. Portaobjetos, cubreobjetos, pipetas Pasteur, tamices de 40 um,
65 um,100 um,200 pum, beakers, erlenmeyer de 250 ml,500 ml y 3 litros, piedras
difusoras, plomos, escobas, cepillos, pafiuelos, poncheras plasticas, baldes de 12
litros, filtro de carcasa de 0,35, 1y 5 um.

4.2.4. Insumos. Hipoclorito de calcio, hiposulfito de sodio, formol, levadura y
Protein plus algamac®, /2 de guillar.

4.3. PLAN DE MANEJO

4.3.1. Recoleccién de datos. La informacion obtenida se registré a partir del
periodo de adecuacién de las instalaciones, produccion de microalgas y cultivo del
rotifero B. plicatilis tanto para parametros fisicoquimicos; volumenes vy
concentraciones de la produccién de algas y su floculacion; densidad inicial,
densidad final, numero de hembras ovadas y hembras totales para el cultivo de
rotiferos en cada tratamiento del estudio.

4.3.2. Obtencion de agua marina. El agua de mar que se utilizé para toda la
ejecucion de este trabajo fue llevada por medio del sistema de bombeo de la
EABM, esta conformado por una motobomba centrifuga sumergible de 7,5 Hp, que
lleva el agua directamente a los reservorios posteriormente el agua se filtra y se
extraen las particulas més grandes a través de un filtro de arena de alto
rendimiento y pasa a los filtros de felpa, filtros de cartucho de 20,10, 5y 1 micra
para la produccion de microalgas y sala de rotiferos.

4.3.3. Material biol6gico. Las cepa de microalgas empleada en la investigacion
fue Tetraselmis suecica, obtenida del laboratorio de microalgas de la estacion
provenientes de la Universidad del Magdalena. Las cepas de rotiferos Brachionus
plicatilis se obtuvo de los procesos de cultivo masivo y produccion realizados en la
Estacion.

4.3.4. Adecuacion de instalaciones: Se adecuaron tanto los laboratorios de
produccion de microalgas cepas e intermedios y el laboratorio de cultivo de
rotiferos en interiores en donde se realizé el experimento, estos fueron adecuados
realizando labores de limpieza y desinfeccién de materiales, tanques y recipientes
utilizando agua dulce y cloro a una concentracion de 5 ppm y posteriormente
neutralizados con hiposulfito a la misma concentracién del cloro, para luego poder
ser utilizados; ademas se dotaron dichos espacios con los materiales necesarios
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para el cultivo, equipos de medicion de pH, aireacion, unidades experimentales
como se observa en la siguiente figura.

Figura 5. Adecuacion de laboratorios e instalaciones de la estacion acuicola

Bahia Malaga utilizadas en el desarrollo de la investigacion.
F =1

A

|8 =
(A) Laboratorio de rotiferos, preparacion de las unidades experimentales para el estudio.

4.3.5. Produccién de alimento vivo. Para realizar todos los procesos
productivos y el desarrollo de esta investigacion fue necesario emplearlos
protocolos de cultivo de microalgas y cultivo de rotiferos de acuerdo de lo
establecidos por la EABM, en los cuales se contemplé el mantenimiento,
produccion y cosecha de cada tipo de cultivo de la siguiente forma:

4.3.5.1. Microalgas. Para obtener la poblacion algal se llevd a cabo una
produccion escalonada de la microalga Tetraselmis suecica iniciando con un tubo
de ensayo, realizando un inéculo de la cepa que se reemplazé semanalmente con
el fin de mantenerlas puras, vivas y constantes, posteriormente pasan a
erlenmeyers de 250 ml, 500 ml, 3 litros y cilindros de 90 litros hasta cultivos en
exteriores de 10m?®. Los volimenes menores o iguales a 3 litros fueron mantenidos
en el laboratorio de cepas a una temperatura de 18-20°C, mientras que los que los
volumenes de 90 litros se mantuvieron en el laboratorio de microalgas intermedios
a una temperatura de 20°C.
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Figura 6. Cultivo de microalgas en los laboratorios en la estacion acuicola
Bahia Malaga.

A B

(A)Laboratorio de cepas, (B) Laboratorios de cultivos intermedios.

4.3.5.2. Produccién de rotiferos. Esta se divide en dos fases.

e Cepa de rotiferos. Los rotiferos Brachionus plicatilis fueron cultivados por
indculos sucesivos. La cepa se mantuvo en recipientes de vidrio con capacidad de
4 litros y aireacion constante a una temperatura de 25°C, con una densidad inicial
de 10 rotiferos/ml alimentados una vez al dia con 100 ml de microalga Tetraselmis
suecica. Estos fueron cosechados, lavados y tratados con formol durante 45
segundos cada 4 dias para mantener una cepa pura y constante en el laboratorio.

Figura 7. Cultivo de rotiferos para el mantenimiento de cepas en los

laboratorios en la estacion acuicola Bahia Malaga.
F =1

e =

e Cultivos en exteriores. EIl cultivo en exteriores se llevdé a cabo en tanques
plasticos de una capacidad de 1500 litros con un volumen inicial de 200 litros a
temperatura ambiente y una densidad de siembra de 10 - 20 rot/ml (Fig.8). Todos
los cultivos de rotiferos, fueron alimentados con microalga Tetraselmis suecica.
Cuando los -cultivos alcanzaron una densidad superior a los 200rot/ml
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aproximadamente, fueron cosechados y enjuagados a través de un tamiz de 40
pm de luz de malla, lavados y tratados con formol durante 45 segundos (Fig.8),
para ser resembrados hasta su utilizacion en esta investigacion.

Figura 8. Cultivo de rotiferos en exteriores estacion acuicola Bahia Malaga.
F = =

(A) Cultivo de rotiferos en tanques de 1500 litros, (B) Cosecha de rotiferos.

4.3.5.3. Floculaciéon de la microalga. Se realizé6 un cultivo de 10 m® de
Tetraselmis suecica en el area de cultivos exteriores de la estacion, siguiendo los
protocolos establecidos por EABM, los cultivos de microalgas fueron cosechados
al inicio de la fase de crecimiento estacionario, cuando se obtuvo una densidad
celular de 3x10° células/ml. (3 dias de cultivo Fig. 9.), para esto se realiz6 un
traslado a un tanque de 2 toneladas en horas de la mafana, el cual se dejo sin
aireacion durante 8 horas, posteriormente se mide el pH para verificar que este
esté cerca de 10, al verificar este se adicioné 1 litro de la solucién con el hidréxido
de sodio en una concentracion de 10 ppm para llegar al pH deseado y se dejé
reposar durante 5 horas para obtener el floculo de microalga.

La concentracién celular se determind diariamente utilizando una camara de

Neubauer (Bright-Line®Hemacytometer) y un microscopio compuesto (Nikon
Iphaphet-2 YS2).
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Figura 9. Cultivo masivo de microalgas en exteriores utilizado para la

floculacion del alga Tetraselmis suecica.
F = =1

A
|5 = |
(A) Cultivo de Tetraselmis suecica en tanques de lona de 10m?°.

Una vez el alga Tetraselmis suecica se flocul6 fue almacena en recipientes de
vidrio de 4 litros y conservadas a una temperatura de 4 ° C para evitar que esta se
descomponga (Fig. 10.).

Figura 10. Concentrado de microalgas resultado de la floculacion.
-

= =

4.4. EVALUACION DEL EFECTO DE DIFERENTES DIETAS CON LA
ESTABILIZACION DEL pH:

Para el inicio de esta investigaciéon se utilizé recipientes plasticos con una
capacidad 4 litros, cada unidad experimental se inoculo con una densidad inicial
de 200 rotiferos/ml; provenientes del cultivo en exteriores, previamente
cosechados en un balde de 10 litros provisto de aireacion, lavados y tratados con
formol durante 45 segundos para su utilizacién.
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Para verificar que cada tratamiento empezara con la misma densidad de rotiferos
se realiza un conteo, para esto se tomé 1 ml de muestra de rotiferos cosechados
con una pipeta y se sirve sobre la placa de Sedgwick Rafter la cual se fij6 en el
microscopio para ser observado en el objetivo de 10x o 20x, para el conteo de
estos es necesario utilizar un fijador, con una pipeta se le agrega a la placa una
gota de lugol, se homogeniza la muestra y una vez cesa la actividad de los
organismos, se procede a hacer el conteo de toda la placa leyendo la totalidad de
los campos con la ayuda de un contador para obtener el total de rotiferos/ml.

Figura 11. Lectura para el conteo de rotiferos en la camara de Sedgewick
Rafter

CENTRO DE INVESTIGACION DE LA ACUICULTURA DE COLOMBIA. Cultivo masivo de rotiferos
Brachionus sp (En linea).2005 (Citado 03, Junio, 2017). Disponible en:
http://www.ceniacua.org/assets/PDFS/Cultivo%20Marino%20de%20Rotiferos.pdf

Una vez verificado este se procedid a calcular cuantos mililitros de rotiferos se
deben inocular a las unidades experimentales para obtener un total de 200
rotiferos/ml, posteriormente con agua marina filtrada se procedié a llenar los
recipientes hasta llegar a un volumen total de 2 litros.
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Figura 12. Tratamientos evaluados en el experimento.

|
=1

A | Tratamiento T1

B | Tratamiento T2 )

C | Tratamiento T3 D | Tratamiento T4

E | Tratamiento T5 F | Tratamiento T6

(&

E =
Donde T1 T. suecica floculada, sin ajuste de pH, T2 T. suecica floculada, con ajuste de pH.T3
Protein plus + levadura, sin ajuste de pH, T4 Protein plus + levadura, con ajuste de pH, T5 La
mezcla de microalga T. suecica floculada + Protein plus +levadura, sin .ajuste de pH, T6 La mezcla
de microalga T. suecica floculada + Protein plus + levadura, con ajuste de pH.

En total se realizaron 6 tratamientos cada uno con tres Réplicas como se observa
en la figura 12, estos fueron:
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Tratamiento T1: Microalga Tetraselmis suecica floculada, sin ajuste de pH.
Tratamiento T2: Microalga Tetraselmis suecica floculada, con ajuste de pH.
Tratamiento T3: Protein plus® + levadura, sin ajuste de pH.

Tratamiento T4: Protein plus® + levadura, con ajuste de pH.

Tratamiento T5: La mezcla de microalga T. suecica floculada + Protein plus®
+levadura, sin .ajuste de pH

e Tratamiento T6: La mezcla de microalga T. suecica floculada + Protein plus® +
levadura, con ajuste de pH.

4.4.1. Monitoreo de rotiferos. Diariamente se realizaron dos conteos de rotiferos
para ser promediados en cada unidad experimental de los tratamientos
sembrados, para estimar la densidad de la poblacion se tomé 0,1 ml de muestra
con la pipeta y se sirve sobre la placa de Sedgwick Rafter, se adicionaba el
volumen faltante haciendo una dilucién para facilitar el conteo, posteriormente se
fij6 el objetivo del microscopio en 10x o 20x y se realiz6 una observacion general
de los organismos registrando motilidad, presencia de alimento o algas, y de
ciliados. Con una pipeta se agrego a la placa una gota de lugol, se homogeniza y
una vez cesa la actividad de los organismos, se procedié a hacer el conteo de
toda la placa leyendo la totalidad de los campos, registrando el numero total de
rotiferos y simultaneamente el de aquellos que presentan huevos con un contador
y se promedio las lecturas expresandolas como total de rotiferos/ml.

Figura 13. Monitoreo y conteo del cultivo de rotiferos.
EEE il

= =

4.4.2. Monitoreo de parametros fisicoquimicos. Se monitoreo y registro
diariamente los parametros de interés tales como temperatura, pH, salinidad.
Estos se tomaron 3 veces al dia, en horas de la mafiana (7:00 a.m.), en horas de
la tarde (2:00 p.m.) y en la noche (8:00 p.m.), mediante el uso de un termémetro
de vidrio, una Sonda Electrotek Mega para medicion de pH (Fig.14 B); y la
salinidad empleando un refractometro marca ATAGO para asi poder mantener
controladas las condiciones del cultivo.
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4.4.3. Ajuste de pH. Una vez se registré el pH se realizé el ajuste adicionando 3
gotas de HCI diluido hasta que el pH alcanzara a un valor cercano a 7 (Fig.14 A)
este procedimiento se realiz6 3 veces al dia con el fin de mantener el pH
controlado y ajustado al valor propuesto. (Fig.14). este procedimiento se ejecutd
Gnicamente para los tratamientos T2, T4y T6.

Figura 14. Monitoreo y ajuste de pH.

A B

=

(A) Ajuste de pH, (B) Sonda Electrotek Mega para medicién de pH

4.4.4. Alimentacion. Para la realizacion del presente trabajo se utilizaron 3
alimentos clasificados en dos categorias: alimentos vivos y alimentos inertes. En
la primera categoria se ubica la microalga T. suecica floculada y la levadura de
cerveza, dentro de la segunda se ubica el alimento formulado Protein plus®. La
adicién del alimento para cada tratamiento se realizé una vez al dia en horas de la
mafiana (9:00 a.m.) suministrando ya sea microalga floculada, Protein plus®+
levadura o la mezcla de ambas para los diferentes tratamientos.

Para utilizar el concentrado de T. suecica producido mediante la floculacion
inducida con NaOH se neutralizo el pH y disgrego los fléculos microalgales
mediante la adicién de agua salada, ademas antes de utilizarse como alimento en
el cultivo de rotiferos, el concentrado se adecuo a la temperatura del cultivo de 26
+ 1,5°C.

En cuanto a la levadura, y el alimento inerte Protein plus® se adicionaron de
acuerdo a lo establecido por la EABM a razén de 1 gr y 0,1gr por cada millén de
rotiferos respectivamente, se peso, adiciono agua y se mezclé hasta conseguir
diluir los alimentos.

43



4.5. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO.

Se empled un disefio completamente al azar (DCA) con sub muestreo y arreglo
factorial 2*3 conformado por 6 tratamientos con tres réplicas por tratamiento.

Los promedios de las diferentes variables correspondientes a cada réplica
(tanques o unidades experimentales) de los diferentes tratamientos que fueron
comparados mediante pruebas de analisis de varianza (ANOVA)), ya que
cumplian los supuestos de normalidad (Shapiro — Wilk p>0.05) y homogeneidad
de varianzas (Bartlett, p>0.05) e independencia de los errores (Durbin-Watson).

El modelo estadistico empleado fue:
Yijk = p+Ti+ aj + Bk + (aB)jk + €ijk + ns(ijkp)

Yij = Respuesta del tratamiento de alimentacién - de la unidad experimental (i, j).
i = Media general del experimento.

Tj = Efecto del tratamiento de alimentacién j — ésimo.

€ijk= Componente del error aleatorio.

Factor 1: pH
Niveles

0.Sin ajuste de pH
1.Ajuste depHa7.0

Factor 2: Dietas

Niveles

0.Alga Tetraselmis suecica floculada.

1.Protein plus +levadura.

2.(Alga Tetraselmis suecica floculada) + (Protein plus +levadura).

Cuadro 3. Factores y niveles de los tratamientos.

Factor 1
Niveles |0 1
. 0 oo |10
1 Bo1 | ™11
2 =02 [ ™12

4.5.1. Tratamientos.

Tratamiento T1: Microalga Tetraselmis suecica floculada, sin ajuste de pH.
Tratamiento T2: Microalga Tetraselmis suecica floculada, con ajuste de pH.
Tratamiento T3: Protein plus + levadura, sin ajuste de pH.

Tratamiento T4: Protein plus + levadura, con ajuste de pH.
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e Tratamiento T5: La mezcla de microalga T. suecica floculada + Protein plus
+levadura, sin .ajuste de pH
e Tratamiento T6: La mezcla de microalga T. suecica floculada + Protein plus +
levadura, con ajuste de pH.

4.5.2. Variables evaluadas.

4.5.2.1. Tasa de crecimiento simple. El crecimiento de una poblacién, desde un
determinado momento en el tiempo “T” es la diferencia entre la poblacion existente
al final de dicho periodo de tiempo y la poblacién que habia al principio:

In(pf) — In(Pi)

TCS =
T

Dénde:

Pf poblacion final

Pi poblacién inicial

T tiempo

4.5.2.2. indice de fertilidad La medicion de la fertilidad es importante puesto que
permite visualizar el estado fisioldgico de la poblacion de rotiferos en un momento

dado y es considerada el mas importante pardmetro poblacional pues permite la
constante renovacion de cultivos.

N° hembras con huevos

Ne de hembras totales

4.5.2.3. Andlisis parcial de costos. Es el indice que resulta de dividir los
beneficios (flujos efectivos) entre los costos variables, a precios actuales de
acuerdo a la siguiente formula.

RBC =

O™

Dénde:
RBC: Relacidon beneficio costo.

B: beneficio.
C: costo.
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5. PRESENTACION DE RESULTADOS.

5.1. CARACTERISTICAS DE PRODUCCION DE ROTIFEROS

El conocimiento previo de los aspectos fundamentales de la biologia reproductiva
y esencialmente los relacionados con la producciéon de los rotiferos fueron
fundamentales para la replicacion masiva.

5.1.1. Caracteristicas del rotifero Brachionus plicatilis. Esta especie de
rotifero evaluado se caracterizG por ser una especie rustica de gran plasticidad
ecolégica por soportar amplios intervalos en los pardmetros ambientales; con
capacidad de admitir diversas alternativas de cultivo; de tamafio pequefio,
movimientos suaves, distribucion en la columna de agua; ciclo de vida corto,
reproduccion asexual y sexual, alta velocidad de reproduccién, admiten altas
densidades de cultivo.

5.2. CRECIMIENTO POBLACIONAL

Para todos los tratamientos se observa un patron de crecimiento logaritmico
continuo hasta el cuarto dia de cultivo, en el cual alcanzaron la mayor densidad de
rotiferos por unidad de volumen; sin embargo, la densidad disminuyé rapidamente
después de haber alcanzado el valor maximo.

La Figura 15 muestra la variacion del crecimiento poblacional en el cultivo del
rotifero B. plicatilis alimentado con diferentes dietas y ajustes de pH, con
resultados que indicaron diferencias entre tratamientos, las comparaciones
mostraron que las menores densidades se registraron en los rotiferos alimentados
con Protein plus + levadura, sin ajuste de pH (423 + 17,1 rot/ml) y Protein plus +
levadura, con ajuste de pH. (574%£34,2 rot/ml), con respecto a los otros
tratamientos. Se puede observar también que el mayor crecimiento lo obtuvo el
tratamiento T6 donde se suministré la mezcla de microalga T. suecica + Protein
plus + levadura, acompafiado de un ajuste del pH, alcanzando una densidad
méaxima de 1471 + 72,4 rot/ml. (Ver Anexo A)
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Figura 15. Variacion del Crecimiento poblacional en el cultivo de rotiferos (B.
plicatilis) alimentados con diferentes dietas y ajustes de pH.
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Donde T1 T. suecica floculada sin ajuste de pH, T2 T. suecica floculada con ajuste de pH.T3
Protein plus + levadura, sin ajuste de pH, T4 Protein plus + levadura, con ajuste de pH, T5 La
mezcla de microalga T. suecica floculada+ Protein plus +levadura, sin .ajuste de pH, T6 La mezcla
de microalga T. suecica floculada+ Protein plus + levadura, con ajuste de pH.

5.3. TASA DE CRECIMIENTO SIMPLE

En la Figura 16 se muestran los valores promedio del coeficiente tasa de
crecimiento simple para el cultivo de rotiferos alimentados con diferentes dietas y
ajustes de pH durante 5 dias de cultivo. El andlisis indicé que hubo un efecto
significativo de las dietas sobre las tasas de crecimiento de rotiferos resultando
estadisticamente diferentes (P < 0,05), sefialando que el tratamiento alimentado
con Protein plus+ levadura, sin ajuste de pH presento la menor tasa de
crecimiento simple (0,0061+ 0,0003 T3), por lo contrario cuando los tratamientos
fueron alimentados con T. suecica floculada y T. suecica floculada + Protein plus+
levadura tanto sin ajuste de pH y con ajuste del pH se obtuvieron las mayores
tasas de crecimiento (0,0144 + 0,00039, 0,0140 £ 0,0010,y 0,019 = 0,00048 para
T2, TSy T6 respectivamente). Se presentaron tasas de crecimiento simple
intermedias en los tratamientos alimentados con T. suecica floculada y T. suecica
floculada + Protein plus+ levadura con ajuste del pH (0,011 + 0,00019 y 0,0098 +
0,0006 para T1 yT4 respectivamente) sin presentar diferencias estadisticas (P >
0,05). (Ver Anexo B)
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Figural6. Valores promedio del coeficiente tasa de crecimiento simple para
el cultivo de rotiferos (B. plicatilis) alimentados con diferentes dietas y ajustes
de pH.
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Donde T1 T. suecica floculada sin ajuste de pH, T2 T. suecica floculada con ajuste de pH.T3
Protein plus + levadura, sin ajuste de pH, T4 Protein plus + levadura, con ajuste de pH, T5 La
mezcla de microalga T. suecica floculada+ Protein plus +levadura, sin .ajuste de pH, T6 La mezcla
de microalga T. suecica floculada+ Protein plus + levadura, con ajuste de pH.

5.4. FERTILIDAD

En la figural7, se muestra las fertilidades obtenidas para cada uno de los
tratamientos.
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Figura 17. Variacion del comportamiento de la fertilidad durante el periodo
de estudio en el cultivo del rotifero (B. plicatilis) alimentado con diferentes
dietas y ajuste del pH.
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Donde T1 T. suecica floculada sin ajuste de pH, T2 T. suecica floculada con ajuste de pH.T3
Protein plus + levadura, sin ajuste de pH, T4 Protein plus + levadura, con ajuste de pH, T5 La
mezcla de microalga T. suecica floculada+ Protein plus +levadura, sin .ajuste de pH, T6 La mezcla
de microalga T. suecica floculada+ Protein plus + levadura, con ajuste de pH.

Los valores promedio de la fertilidad fueron significativamente diferentes cuando
se alimentaron con T. suecica floculada (Fig.16.). Las comparaciones indicaron
gue los valores mas bajos se registraron con Protein plus+ levadura, tanto para el
tratamiento sin ajuste de pH como para el tratamiento con ajuste de pH
(0,15+0,059 y 0,17+ 0,069 para T3 y T4 respectivamente), y T. suecica floculada
(0,3 + 0,07) los cuales no presentaron diferencias estadisticas (P<0,05) mientras
que el valor promedio significativamente mayor se obtuvo cuando se suministré T.
suecica floculada + Protein plus+ levadura sin ajuste y con ajuste de pH(0,3 £0,15
y 0,39 + 0,16 para T5 y T6 respectivamente) estadisticamente diferentes (P>0,05).
(Ver Anexo C.)

5.4.1. PARAMETROS FISICOQUIMICOS.

Parametros fisicoquimicos en cultivo de rotiferos. El comportamiento de los
principales pardmetros fisicoquimicos evaluados se mantuvo en los rangos
normales para el crecimiento del rotifero B. plicatilis durante el transcurso del
estudio.

5.4.1. Temperatura. En la figura presente en el Anexo D se observa que la

temperatura permanecio estable durante el periodo de estudio para todos los

tratamientos sin presentar diferencias estadisticas (P > 0,05), manteniéndose en
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promedio a 26 °C + 1,35°C, lo cual cre6 condiciones adecuadas para un mejor
crecimiento en el cultivo del rotifero B. plicatilis.

5.4.2. Salinidad. Los datos registrados durante el periodo de estudio para todos
los tratamientos se encontraron dentro de los rangos Optimos para la produccion
de B. Plicatilis con un promedio 26,4 £ 0,99 ppm y no se presentaron diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos (P > 0,05). (Anexo E).

5.4.3. pH. Los datos registrados en los tres tratamientos sin ajuste de pH T1, T3y
T5 se mantuvieron estables durante todo el periodo de ensayo, obteniendo un pH
promedio de 8,48 + 0,09, en cuanto a los valores para los tratamientos que
tuvieron un ajuste de pH se mantuvieron en un rango de pH 7,7 — 7,9 mas
cercanos a un pH neutro con un promedio 7,9 + 0,09 (Figura. 18.) los valores
resultaron estadisticamente diferentes (P < 0,05) entre los grupos con ajuste de
pH y sin ajuste de pH. (Anexo F).

Figura 18.Variaciones en el comportamiento del pH durante el periodo de
estudio en el cultivo de rotiferos (B. plicatilis) alimentado con diferentes
dietas y ajustes de pH.
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Donde T1 T. suecica floculada sin ajuste de pH, T2 T. suecica floculada con ajuste de pH.T3
Protein plus + levadura, sin ajuste de pH, T4 Protein plus + levadura, con ajuste de pH, T5 La
mezcla de microalga T. suecica floculada+ Protein plus +levadura, sin .ajuste de pH, T6 La mezcla
de microalga T. suecica floculada+ Protein plus + levadura, con ajuste de pH.
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5.5. ANALISIS PARCIAL DE COSTOS

Este analisis permitié establecer la viabilidad econdmica del empleo de cada una
las dietas utilizadas en este ensayo. Como primer paso se definieron los items que
forman parte de los costos de produccion para el cultivo de rotiferos, siendo estos:
el consumo eléctrico, alimentos (levadura Protein plus® y microalgas), y mano de
obra, en el caso de la produccion de microalgas se tomo6 en cuenta: consumo
eléctrico, el medio de cultivo F/2 y mano de obra. Los egresos econdmicos que se
necesitaron realizar en cada etapa del proceso se registraron en una hoja de
calculo y de esta manera se determin6 qué porcentaje del costo total de
produccion de rotiferos correspondia a cada item.

Cuadro 4. Costos parciales de la produccién de un millén de rotiferos (B.
plicatilis) utilizando los diferentes tratamientos.
Costos de los Tratamientos en Pesos Colombianos COP

T1 ‘ T2 T3 T4 T5 T6

items
Energia 19,31 15,45 24,46 19,31 15,45 11,59
Mano de obra 119,05 ‘ 95,24 150,79 119,05 95,24 71,43
Alga floculada 473,98 | 473,98 0,00 0,00 | 236,99 | 236,99
Protein plus 0,00 ‘ 0,00 72,00 72,00 36,00 36,00

Levadura 0,00 0,00 2,00 2,00 1,00 1,00
Ajuste pH 000 12,26 000 1524 0,00 9,29
Costo 612,34 596,93 249,26 227,60 384,68 366,29

La relacién costo/beneficio de la produccién de rotiferos recae en el uso de una
fuente de alimento economica, ademas de la relacion de esta con el tiempo
necesario para obtener una cantidad de rotiferos determinada; los célculos
realizados se basan teniendo en cuenta las instalaciones disponibles por la EABM
para la produccion de rotiferos.

El andlisis realizado muestra los costos parciales de produccion de los 6
tratamientos propuestos, los datos obtenidos para cada sistema de produccion de
rotiferos en la presente investigacion se calcularon en base los datos obtenidos
durante el periodo de estudio en cada uno de los tratamientos; en el Cuadro 4 se
muestran los valores aproximados de los costos para producir un millon de
rotiferos por cada tratamiento, para estos se considero tanto los costos por mano
de obra, energia utilizada, alimento suministrado y el proceso de ajuste de pH,
teniendo en cuenta el tiempo de cultivo para determinar los costos por
comparacion.(Ver Anexo G)
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Figura 19. Relacién entre Costos parciales de la produccién de un millon de
rotiferos y la densidad poblacional en el cultivo de rotiferos (B. plicatilis)
alimentado con diferentes dietas y ajustes de pH.
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Donde T1: T. suecica floculada, sin ajuste de pH, T2 T. suecica floculada, con ajuste de pH.T3:
Protein plus + levadura, sin ajuste de pH, T4: Protein plus + levadura, con ajuste de pH, T5T.
suecica + Protein plus +levadura, sin .ajuste de pH, T6T. suecica + Protein plus + levadura, con
ajuste de pH.

Como resultado los tratamientos T1 y T2 presentaron los mayores costos de
produccion con COP$ 612,34 y COP$ 596,05 alimentados con T. suecica
floculada, sin ajuste de pH, y con ajuste de pH respectivamente reflejando
beneficios medios en los crecimientos poblacionales 612,3rot/ml y 868,6rot/ml,
seguidos por los tratamientos T5 y T6 con costos de produccion de COP$ 384,68
y COP$ 366,49 con un crecimiento poblacional medio para T5 854,6rot/ml y una
alto crecimiento poblacional para T6 1471rot/ml a estos tratamientos s se les
suministro T. suecica+ Protein plus +levadura, sin ajuste de pH, y con ajuste de pH
respectivamente, no obstante los menores costos se obtuvieron en los
tratamientos 3 y 4 con costos de produccion parciales de COP$ 249,26 y COP$
227,6 alimentando con Protein plus + levadura sin ajuste de pH, y con ajuste de
pH respectivamente, con los menores crecimientos poblacionales 422,6rot/ml y
574 rot/ml.

Partiendo de los datos anteriores, en la figura 19, se muestra los principales
costos que conllevaria la produccion de rotiferos bajo los diferentes tratamientos.
En el sistema con mayor gasto seria abarcado por la microalga floculada para los
tratamientos T1, T2, TS5y T6 77,40%, 79,40%, 61,61%, 64,40% respectivamente y
para los tratamientos T3 y T4 corresponderia a la mano de obra 60,50% y 52,31%
respectivamente.
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Figura 20. Variaciones en el costos de produccion utilizando los diferentes
tratamientos evaluados en esta investigacion durante el periodo de estudio
en el cultivo de rotiferos (B. plicatilis).
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Donde T1 T. suecica floculada sin ajuste de pH, T2 T. suecica floculada con ajuste de pH.T3:
Protein plus + levadura, sin ajuste de pH, T4 Protein plus + levadura con ajuste de pH, T5 T.
suecica floculada + Protein plus +levadura, sin .ajuste de pH, T6 T. suecica floculada + Protein plus

+ levadura, con ajuste de pH
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6. DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS
6.1. CRECIMIENTO POBLACIONAL

Este estudio demuestra claramente que todos los tratamientos a los cuales se les
realizo un ajuste de pH tuvieron un mayor crecimiento poblacional a diferencia de
los demas tratamientos a los cuales no se les realizo un ajuste de pH; de la misma
forma muestra la incidencia del alga en el crecimiento poblacional de los
tratamientos a los cuales se les suministro T. suecica floculada, presentando
mayores densidades que aquellos tratamientos a los cuales se les suministro
Protein plus mas levadura.

En los resultados se observa que el uso de microalga floculada (T. suecica)
aumenta el crecimiento poblacional en el cultivo de rotiferos en comparacién con
la dieta seca que fue suministrada en este ensayo, estos resultados fueron varias
veces mayores a los reportados por Guevara*® (316-326 rotiferos/ ml), en cultivos
de rotiferos alimentados con pastas de Rhodomonas salina, Kobayashi*® (500
rotiferos/ml) y Costa*! (401 rotiferos/ ml), en los cuales las mayores densidades se
obtuvieron al suministrar Nannochloris sp y Culture Selco® Plus como alimento
respectivamente.

La importancia de la utilizacion de microalgas para la alimentacion de los rotiferos
refleja que es el aspecto mas significativo e influyente directo en el crecimiento
poblacional de los cultivos de rotiferos como lo afirma Yin.*? Cabe resaltar que los
crecimientos en el cultivo de rotiferos indican que las microalgas como la base de
la alimentacién y su gran diversidad bioquimica es una fuente de gran valor
nutricional para los rotiferos, puesto que como menciona Guedes, las microalgas
ofrecen un nimero de ventajas sobre los alimentos secos debido a que son
particulas micro encapsuladas naturales delimitadas por una membrana celular
gue conserva el contenido nutritivo, ademas contienen una amplia gama de
componentes nutricionales, como los aminoacidos esenciales, los PUFA,
esteroles, vitaminas, fitopigmentos®®, y segln El-Sayed, las microalgas brindan

¥GUEVARA, M. L.-V. Pastas de Rhodomonas salina (Cryptophyta) como alimento para Brachionus
plicatilis (Rotifera). Rev. Biol. Trop. 4, 2011. p. 59

‘O KOBAYASHI, Op. cit., p. 649-656

“LCOSTA, W., FIGUEIREDO, M., CAVALLI, R. and GALVEZ, A. Crescimento populacional de
rotiferos Brachionus plicatilis Muller, 1786, alimentados com microalgas e dieta formulada.
Revista Brasileira de Ciéncias Agrarias - BrazilianJournal of AgriculturalSciences, 3(2), 2008.
p.173-178.

*2YIN, Op. cit., p. 12462-69.

43GUEDES, A.C. and MALCATA, F.X. « Nutritional Value and Uses of Microalgae in Aquaculture.
In: Muchlisin, Z., Ed., .» Aquaculture, InTech, 2012: 61-71
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componentes que mejoran la digestion y las funciones inmunes ademas tienen
efectos antibacterianos en el cultivo.**

En comparacion las dietas secas proporcionan un costo bastante bajo y
conveniencia por su facil manejo, pero presentan deficiencias fundamentales. Los
rotiferos se alimentan sélo de micro particulas de un tamafio adecuado para el
caso de B. Plicatilis desde bacterias de 1.4 um hasta bacterias de 21um, siendo el
tamafio 6ptimo entre 8-16 ym™*.Es dificil producir alimentos secos con particulas
de tamafos uniformes e incluso cuando estas son uniformes pueden estar sujetas
a la formacion de grumos cuando se dispersan en el agua durante la alimentacion.
Sin embargo la deficiencia mas critica de los alimentos secos es quizas la rapida
filtracion de los nutrientes, solubles en agua; mientras mas pequefia sea la
particula, mas rapido se filtran los nutrientes hacia el agua causando la
descomposicion de estos, reduciendo la cantidad de oxigeno disuelto,
aumentando los detritos y la concentracion de amoniaco y como efecto disminuye
el crecimiento poblacional la tasa de fertilidad llevando a un cultivo menos
eficiente.

A pesar de las muchas ventajas de las microalgas, su uso se ve obstaculizado por
los problemas de cultivo, el almacenamiento y los altos costos. El cultivo de las
microalgas puede consumir una parte importante de los recursos de una estacion
acuicola, ademas que requiere de un equipamiento especial, mano de obra
calificada y una gran asignacion de espacio, el cual es improductivo durante las
temporadas que no son necesarias.

Como lo mencionan Guedes y Stattrup, los métodos de cultivo en estanques
abiertos de bajo costo presentan un alto riesgo de contaminacién debido a la
imposibilidad de controlar estrictamente las condiciones de cultivo, es muy dificil
sincronizar la produccién de microalgas con los requerimientos de los alimentos
vivos para evitar la escasez de alimento o perdidas de la sobreproduccion,
también es dificil dosificar el cultivo de algas con precision. Cabe resaltar que al
cosechar, concentrar, congelar y pulverizar las microalgas, estas pueden
deteriorarse rapidamente, ademas las células secas estan sujetas a la
desnaturalizacion de la proteina y cuando se rehidratan la lixiviacién de sustancias
solubles en agua puede agotar rdpidamente su valor nutricional, como sucede en
otros alimentos secos?.

El uso de microalga floculada se proyecta como la mejor solucién a estos
problemas, este producto demostré ser un alimento eficaz para los rotiferos. La

“EL-SAYED, H., IBRAHIM, H., BELTAGY, E., &KHAIRY, H. Effects of short term feeding of some
marine microalgae on the microbial profile associated with Dicentrarchuslabrax post larvae. The
Egyptian Journal Of Aquatic Research, 40(3), 2014. 251-260.

®ST@TTRUP Op. cit., p. 37

“GUEDES Y MALCATA Op. cit., p. 61-71,
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floculacion proporciona una mayor vida util a la microalga concentrada y preserva
la integridad celular y el valor nutricional; segin Guevara®’, la viabilidad como
alimento de los concentrados microalgales, sujetos a procesos de floculacion y
conservacion, es atribuido a que no se modifica su composicion bioquimica; sin
embargo, de acuerdo con Brown & Robert*®, esto parece depender de la especie,
puesto que se encontrd aproximadamente la mitad del porcentaje de carbohidratos
totales en los concentrados microalgales comparandolos con la microalga fresca.
Sin embargo, en las aplicaciones acuicolas la importancia de la reduccion de los
carbohidratos es limitada debido a que estos compuestos no revisten mayor
interés nutricional para la alimentacion de rotiferos. La informacion sobre la
composicion bioguimica de los concentrados de T. suecica por efecto de
floculacion para fines acuicolas es escasa en comparacion con lo realizado para
obtencion de biodiesel con diferentes especies de microalgas de acuerdo a lo que
menciona Rojo Cebreros®. Por lo tanto, existe un margen considerable para el
desarrollo de técnicas mejoradas de recoleccidn, preservacion y almacenamiento
de microalgas como el uso de equipos especificos que aumenten su recoleccion,
la aplicacion de antioxidantes y otros aditivos asi como el uso protocolos de
especificos con respecto a luz, temperatura para su conservacion.

Se observo que al utilizar T suecica floculada con densidades de biomasa
definidas, las algas se pueden dosificar con mayor precisibn y en mayores
concentraciones en los cultivos, esto representa una ventaja significativa debido a
que la tasa de reproduccion, la fertilidad y la supervivencia de los rotiferos en
cultivos dependen directamente de la concentracion del alga como lo menciona
Lajonchere y Molejon>®; ademas el alga floculada tiene una mayor vida util por lo
gue se puede tener un suministro fiable de algas y el manejo del cultivo se realiza
con mayor facilidad reduciendo el tiempo en suministrar alimento. Otras ventajas,
para las aplicaciones acuicolas de los concentrados obtenidos por este método es
que el alto pH de la floculacion alcalina, minimiza la carga bacteriana de la
biomasa de microalgas, asi como la del agua del proceso. Ademas, al descartar el
agua del proceso se minimiza la carga de compuestos y materia organica que
afectan los cultivos de rotiferos®.

“"GUEVARA Op. cit., p. 59

“BROWN, M.R. & ROBERT, R. Preparation and assessment of microalgal concentrates as feeds
forlarval and juvenile Pacific oyster (Crassostreagigas). Aquaculture, 207, 2002. p. 289-309.

9 RoJO CEBREROS, A., MORALES PLASCENCIA, M., IBARRA CASTRO, L., MARTINEZ
BROWN, J., & MEDINA JASSO, M. Floculacion de Nannochloropsissp. inducida por hidroxido
de sodio: eficiencia de floculacion, efecto sobre la viabilidad microalgal y su uso como alimento
para rotiferos. Latin American Journal Of Aquatic Research, 44(4), 2016 p. 662-670.

% | AJONCHERE, L y MOLEJON, O. Op. cit. p. 190.

51HUO, S., WANG, Z., ZHU, S., CUI, F., ZOU, B., & YOU, W. et al. «Optimization of Alkaline
Flocculation for Harvesting of Scenedesmus quadricauda #507 and Chaetoceros muelleri
#862.» Energies, 7(9)., 2014: 6186-6195.
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Cabe resaltar que los concentrados de microalgas son producidos de manera
comercial en la actualidad y se han utilizado para la alimentacion y produccion de
rotiferos. Roman et al®®, evaluaron el efecto de cuatro dietas comerciales
(Espirulina, RotiMac®, Nanno 3600®, RotiGrow-Plus®) y la microalga viva
Nannochloropsis sp, sobre el crecimiento poblacional y fecundidad del rotifero B.
ibericus, las dietas probadas resultaron adecuadas con tasas de crecimiento,
densidades maximas y fecundidades que fluctuaron entre 0.20 a 0.27 rotiferos dia-
1, 215 a 344 rotiferos mL-1 y de 0.16 a 0.39, respectivamente. Los resultados
indicaron que los concentrados microalgales comerciales (Roti Grow y Nanno
3600) pueden ser utilizados como sustitutos para alimentar y producir la cepa de
rotiferos estudiada, con resultados mas satisfactorios que con Nannochloropsis sp;
estos concentrados microalgales no son comercializados en américa latina por lo
que la produccion de concentrados de T. suecica puede ser una alternativa viable
para la produccion de rotiferos debido a los resultados obtenidos en esta
investigacion.

6.2. TASA DE CRECIMIENTO SIMPLE

Seglin Malekzadeh et al.>® la tasa de crecimiento simple es una variable que
integra, tiempo de desarrollo y reproduccion, por lo tanto no es sorprendente que
en esta investigacion los tipos de dietas utilizados hayan tenido influencia sobre
esta variable poblacional de los rotiferos en cada uno de los tratamientos.
Suantika, et al®* mencionan que la tasa de crecimiento es un buen indicador de la
dinamica poblacional de rotiferos, asi como para la evaluacién de la produccién de
rotiferos en los sistemas de cultivo; incluso se utiliza para estimar el tiempo de
duplicacién de la poblacién.

Para este estudio, la tasa de crecimiento fue tomado como un indice resolutivo
para evaluar la viabilidad de los diferentes tratamientos realizados en esta
investigacion, los valores promedio obtenidos fluctuaron entre 0,0061 y 0,019
rotiferos/hora, con las mayores tasas de crecimiento en los rotiferos alimentados
con T. Suecica + Protein plus +levadura con ajuste del pH (0,019+ 0,00044,
rotiferos/hora Anexo. B.). Las tasas de crecimiento reportadas para las especies
del genero Brachionus, en diferentes condiciones de cultivo, fluctian entre 0,2 y
1,0, rotiferos/dia (0,0083 y 0,0416 rotiferos/hora)®. En el presente estudio, los

> ROMAN REYES, J., CASTANEDA RODRIGUEZ, D., Castilo Ureta, H., BOJORQUEZ
DOMINGUEZ, R. and RODRIGUEZ MONTES de Oca, G. Dinamica poblacional del rotifero
Brachionus ibericus aislado de estanques para camaron, alimentado con diferentes dietas. Latin
American Journal of Aquatic Research, 42(5), 2014 p.1159-1168.

>>MALEKZADEH VIAYEH, R., MOHAMMADI, H., & SHAFIEI, A. Population Growth of Six Iranian
Brachionus Rotifer Strains in Response to Salinity and Food Type. International Review Of
Hydrobiology, 95(6), 2010, p. 461-470.

**SUANTIKA, G, P DHERT, E SWEETMAN, E O' BRIEN, y P. SORGELOOS. «Technical and
economical feasibility of a rotifer recirculation system. .» Aquaculture 227, 2003. p. 173-189.

®* MIRACLE, M., & SERRA, M. Salinity and temperature influence in rotifer life history
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valores de la tasa de crecimiento para B. plicatilis se encontraron en los rangos
aproximados al intervalo reportado en la literatura. Algunos estudios comparables,
fueron los realizados por Kostopoulou®® con tasas entre 0,18 y 0,30 rot/dia-1. Sarma
y Nandini °’ con dos especies de Brachionus con valores entre 0,06 y 0,2 dia™; por
Hotos>® en rotiferos alimentados con microalgas vivas en salinidades de 30 ups,
con valores en el intervalo de 0,43 a 0,61 dia™; por Yin y Zhao* quienes
estudiaron el crecimiento de seis variedades de Brachionus plicatilis, con valores
de TC<1,0 dia™, y finalmente por Cisneros® con rotiferos alimentados con
diferentes enriquecedores, que obtuvo valores entre 0,02 y 0,38 dia™®. Estos
autores mencionan que la alimentacion asi como el estado de la calidad del agua
tiene un efecto notable sobre la tasa de crecimiento de los rotiferos.

6.3.FERTILIDAD

Las diferentes dietas utilizadas asi como el ajuste de pH tuvieron impacto sobre
este indicador; se observaron diferencias en los valores obtenidos del dia 0 al 6 en
todos los tratamientos, presentandose la mayor fertilidad para el dia 3, y
posteriormente en el dia 4 se reduce significativamente, esto se debe al aumento
de la poblacién que sucede tras cada aumento en la fertilidad, llegado el cuarto dia
las poblaciones llegan al tope en el cultivo, esto aumenta las cantidades de
amoniaco y el oxigeno disuelto se reduce decayendo la calidad del agua
convirtiéendose en un ambiente adverso para el cultivo.

Los resultados encontrados en esta investigacion superan la fertilidad reportada
por Kostopoulou®, en un experimento realizado con una cepa B. plicatilis,
alimentados con una dieta comercia fabricada a base de algas (Selco® S.parkles),
estos autores encontraron valores de 0.30+ 0.01. Para el caso de los rotiferos, la
fertilidad estd estrechamente relacionada tanto con la calidad y cantidad del
alimento como con la temperatura y calidad del agua, las fertilidades obtenidas en
el tercer dia en el cultivo utilizando T.suecica floculada + Protein plus + levadura
utilizando un ajuste de pH son consideradas como altas y aptas para iniciar un
nuevo cultivo de rotiferos.

characteristics. Hydrobiologia, 186-187(1), 81-102.

0K OSTOPOULOU Op. cit., 1989. p 91-98

> SARMA, S., & NANDINI, S. Comparative Life Table Demography and Population Growth of
Brachionus macracanthus DADAY, 1905 and Platyias quadricornis EHRENBERG, 1832
(Rotifera, Brachionidae) in Relation to Algal (Chlorella vulgaris) Food Density. Acta
Hydrochimica Et Hydrobiologica, 30(2-3), 2002. p.128-140.

*® HOTOS, G. Growth, filtration and ingestion rate of the rotifer Brachionus plicatilis fed with large
(Asteromonas gracilis) and small (Chlorella sp.) celled algal species. Aquaculture Research,
34(10), 2003. p. 793-802.

*YIN Op. cit., p. 62-69

® CISNEROS, R.. Rendimiento Poblacional Del Rotifero Nativo Brachionus sp. “Cayman’,
Utilizando Diferentes Enriquecedores. Ecologia Aplicada, 10(1-2), p. 2011 99.

*'KOSTOPOULOU, Op. cit., p.91-98.
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6.4. pH

Al realizar el ajuste de pH en los diferentes tratamientos, se presentdé un aumento
en el crecimiento poblacional, fertilidad y tasa de crecimiento simple. Lo anterior
demuestra que al utilizar un método no tecnificado como el que se empled en este
estudio, para la adicion de acido clorhidrico (HCI), tuvo incidencia sobre la
disminucién de NH3 lo que mejoraria la calidad del agua, permitiendo brindar las
condiciones superiores para el crecimiento del rotifero B. plicatilis. Aunque la
regulacion del pH en los tratamientos T2, T4 y T6 no fue constante presentaron un
aumento del rendimiento del cultivo del 42, 36 y 76 % para cada tratamiento
respectivamente en comparacion con los demas tratamientos a los cuales no se
realiz6 ajuste de pH.

Las variaciones en el pH producidas por la adicion de acido no representan un
inconveniente para el rotifero B. plicatilis puesto que el rango 6ptimo de pH para el
cultivo es de 7 -8,5 como lo reporta Watanabe °? y debido a la extrema importancia
de este parametro por su relacién directa con las concentraciones y la toxicidad de
NH3, se hace necesario un método para reducir los niveles de NH; en el cultivo tal
y como lo afirma Yoshimura et al®, los cultivos de rotiferos pueden ser
afectados por altos valores de amonio y los niveles crecientes de NH3 en el medio
de cultivo, asociados con el crecimiento de la poblacién de rotiferos, tienen un
efecto negativo sobre la tasa de crecimiento de B. plicatilis, la adicibn manual y
periodica de &cido clorhidrico para regular el pH a 7,0, mantiene la mayoria del
nitrdgeno amoniacal total como NH4" no toxico y este método se ha utilizado para
cultivar con éxito rotiferos a densidades de 10.000 a 30.000 individuos, usando un
controlador de pH automatizado Yoshimuraa et al®.

El desarrollo de un sistema de cultivo de rotifero de alta densidad conllevo una
disminucién del espacio necesario para la produccion de rotiferos en grandes
cantidades, por métodos convencionales se necesita cerca de 15 litros de cultivo
para producir 3 millones de rotiferos de la especie B. plicatilis, un nivel comin de
produccion en la estaciones acuicolas. La reducciéon con las nuevas densidades
es cercana al 73%, produciendo la misma cantidad de rotiferos en tan solo un
volumen de dos litros, alimentados con T. suecica floculada + Protein plus
+levadura y ajuste del pH; ademas reduce el tiempo de manera significativa en el
proceso de cosecha de rotiferos, minimizando las pérdidas de la poblacion de
forma considerable y aumentando la disponibilidad de estos para su uso.

*WATANABE, Op. cit., p.126
®3YOSHIMURAA, Op. cit., p. 165172
**YOSHIMURAA, Ibid. p. 172.
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6.5. ANALISIS PARCIAL DE COSTOS

El rendimiento econdmico de una estacion acuicola depende en gran medida de la
disponibilidad de alimento vivo de calidad, mundialmente en el 2002 la produccion
de rotiferos sobre pasé la demanda de Artemia sp, asi por ejemplo en Japon se
utilizé hasta 20 billones de rotiferos diarios en la produccion de peces marinos y
crustaceos. Este incremento ha provocado que los laboratorios hayan tenido que
contratar mas personal e intensificar la produccion, resultando un aumento en los
costos como lo afirma Suantika et al.®®, es por ello que resulta importante
experimentar y poner en practica sistemas mas eficientes de produccion de
rotiferos.

Como aspecto importante, se debe mencionar que estos calculos se realizaron
teniendo en cuenta las instalaciones disponibles por la EABM para la produccién
de rotiferos, este es otro motivo para hacer los sistemas mas eficientes y estables,
para asi depender de la menor cantidad posible de unidades de cultivo, los
tratamientos resultaron viables econdmicamente, sin embargo el tratamiento T6
puede resultar una buena opcion como método de produccion, debido a que
obtuvo el mayor beneficio productivo con respecto al costo, alcanzando
densidades superiores en relacion a los otros tratamientos, razén por la cual su
uso representaria mayores producciones en la cantidad de rotiferos y podria traer
consigo beneficios en la rentabilidad de las estaciones acuicolas.

Los datos obtenidos en los sistemas de produccién de rotiferos utilizando los
tratamientos planteados en la presente investigacion sefialan que las tratamientos
que utilizan microalga presentan un mayor costo en comparacion con los
tratamientos a los cuales se les suministro alimento seco, la diferencia en la
utilizacién del tratamiento T6 como mejor sistema de produccién radica en la
reduccion de la cantidad de microalga floculada utilizada (50%) adema de esto los
ciclos para obtener grandes cantidades de rotiferos serian mas cortos, lo que
conlleva a ejecutar mas cultivos en un mismo periodo de tiempo obteniendo
mayores cantidades de rotiferos disponibles para la utilizacion en la alimentacion
de larvas de peces provocando aumento en la rentabilidad de las estaciones
acuicolas marinas, la obtencion de grandes cantidades de rotiferos permite una
mayor eficiencia y flexibilidad en el cultivo, ademas de la reduccion en el costo
operacional, proporcionando ventajas significativas sobre los métodos
tradicionales de cultivo en una situacion comercial. La fiabilidad del cultivo también
se mejor6 mucho al eliminar el manejo frecuente del cultivo requerido para los
métodos de cultivo tipicos, lo que puede afiadir estrés e incrementar las
posibilidades de fracaso debido a error humano. En el anexo F se puede observar
el desprendimiento detallado de los costos para los tratamientos.

®*SUANTIKA, Op. cit., p. 173-189
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Suantika et al.®®, en su estudio de factibilidad econémica para sistemas de

recirculacion en rotiferos menciona costos de €0,40 y €0,05 (1.217,77$COP y
152,22 $COP) por millon de rotiferos, los costos encontrados en esta investigacion
se encuentran ubicados por debajo del rango superior 227,6%-612,34%. La mayor
reduccion del costo se debido a una disminucion del 70% en la mano de obra,
comparandolo con el método de produccion anteriormente utilizado por la
estacion, esto es consistente con lo desarrollado por Suantika et al.%”, que redujo
la mano de obra en un 65% en comparacion.

En cuanto a la utilizacién del ajuste de pH para los tratamientos no representa un
gasto significativo, por lo contrario debido a este se presenta una reducciéon en los
costos de mano de obra como anteriormente se menciona, estos tratamientos T2,
T4 y T6 tienen mejores rendimientos en la produccion lo que conlleva a una mejor
relacion beneficio/costo. Este comportamiento se observa también con los otros
costos, como consumo eléctrico y mano de obra, estos varian para cada uno de
los tratamientos, puesto que el tiempo utilizado para producir la misma cantidad de
rotiferos es mayor cuanto menor es la densidad poblacional.

Con respecto a la produccién de microalgas, el mayor costo de produccion
correspondié a los insumos utilizados y la mano de obra, puesto que las
microalgas requieren de reactivos especificos para su crecimiento y estos
presentan un alto costo en el mercado, también requiere de personal calificado
porque las microalgas demandan una serie de pasos manuales para su
produccion. El segundo mayor gasto correspondidé al consumo eléctrico, pues las
microalgas depende de una variedad de equipos eléctricos para su produccion,
como lo son: iluminacién esto para que la microalga sea capaz de realizar sus
procesos normales de fotosintesis; ademdas necesitan un sistema de aire
acondicionado que permite mantener los cultivos dentro del rango de temperaturas
de acuerdo a los protocolos establecidos por la EABM 18 a 20 °C y finalmente el
sistema de esterilizacion tanto de agua, vidrieria y medio de cultivo.

®®|bid. p. 173-189.
*"Ibid. p. 173-189.
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
7.1. CONCLUSIONES

e La evaluacion del crecimiento poblacional y densidades en el cultivo del rotifero
marino Brachionus plicatilis con ajuste de pH y manejo de diferentes dietas,
permitid establecer diferencias significativas en cuanto a estos dos factores,
obteniendo el mayor rendimiento en los parametros poblacionales donde se utilizé
una dieta a base de T. suecica + Protein plus + levadura, con ajuste de pH.

¢ El uso de una dieta a base de T. suecica + Protein plus + levadura, con ajuste
de pH representa una gran ventaja en la produccion de rotiferos, debido a que se
obtienen grandes cantidades de estos en un menor tiempo ademas de tener
mayor estabilidad, una mejor dindmica de la poblacion, manipulacién, manejo y
control.

e La utilizacion de concentrados microalgales para la alimentacion de rotiferos
cultivados en masa es una alternativa prometedora porque, se suministra de forma
eficaz, elimina la necesidad del espacio en los cultivos de microalgas, incrementa
el crecimiento y densidad poblacional.

e La fertilidad obtenida en el en el cultivo del rotifero B. plicatilis utilizando T.
suecica floculada + Protein plus + levadura con un ajuste de pH es considerada
como alta (0,39 + 0,16) y apta para el cultivo de rotiferos.

¢ Le relacion beneficio-costo al aplicar las dietas T. suecica floculada, Protein plus
+ levadura y T. suecica floculada + Protein plus + levadura, en asociacién con el
ajuste de pH resultaron viables, siendo el tratamiento T6 la mejor opciébn como
método de cultivo con mayor beneficio productivo con respecto al costo,

e El ajuste de pH en el cultivo mostré una evolucién notable en cuanto a las
densidades poblacionales obtenidas, ademas es una técnica eficaz, econémica y
de facil manejo e implementacion en el cultivo de rotiferos y las variaciones en el
pH producidas no representan un inconveniente para el rotifero B. plicatilis por lo
gue se puede utilizar como un elemento constante en la produccién de rotiferos.

¢ El concentrado microalgal obtenido fue adecuado como alimento para rotiferos

confirmando que como agente floculante Unico, el NaOH es conveniente para
producir concentrados de T.suecica.
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7.2. RECOMENDACIONES

e Realizar un analisis bromatologico del rotifero marino Brachionus plicatilis con el
fin de determinar su composicion nutricional y su contenido de acidos grasos al ser
alimentado con las dietas utilizadas.

¢ Realizar un estudio que permita evaluar la factibilidad técnica y econdmica al
suministrar las diferentes dietas bajo ajuste de pH en cultivos de rotiferos a mayor
escala.

e Evaluar los diferentes concentrados a base de microalgas que se encuentran
disponibles en los mercados internacionales como métodos alternativos para la
produccion de rotiferos.

e Emplear hidréxido de sodio (NaOH) como método simple, practico y de bajo
costo para producir concentrados de T. suecica con fines acuicolas debido a que
el concentrado microalgal obtenido fue adecuado como alimento para rotiferos.

e Efectuar un analisis bromatoldgico al concentrado microalgal para determinar la
calidad celular del alga T. suecica, al emplear el hidroxido de sodio como agente
floculante.

e Implementar el uso de T. suecica + Protein plus + levadura, con ajuste de pH en
cultivos a mayor escala, en la alimentacién de B. plicatilis con el fin de mejorar los
pardmetros poblacionales y la obtencion de mayores cantidades de rotiferos.

e Usar T. suecica + Protein plus + levadura, con ajuste de pH en la alimentacién
del rotifero marino B. plicatilis para aumentar las producciones y obtener mayores
beneficios.
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ANEXOS

Anexo A. Resultados promedio de las densidades poblacionales del cultivo
de rotiferos B. plicatilis durante el periodo de estudio alimentados con
diferentes dietas y ajustes de pH

Dias de T1 T2 T3 T4 T5 T6
cultivo

0 220 217 234 224 221 221
1 327 508 292 316 522 603
2 286 724 155 466 668 1006
3 493 651 345 559 764 | 1314
4 612 869 423 574 855 1471
5 305 687 150 322 573 953

Anexo B. Tasa de crecimiento simple del cultivo de rotiferos B. plicatilis
durante el periodo de estudio alimentados con diferentes dietas y ajustes de

pH
Tasa de crecimiento simple
Dias de T1 T2 T3 T4 T5 T6
cultivo
0 0,39 0,85 0,22 0,35 0,86 1,01
1 -0,1 0,36 -0,6 0,39 \ 0,25 0,51
2 0,54 -0,1 0,8 0,18 0,13 0,27
3 022 029 02 003 011 011
Promedio 0,26 0,35 0,15 0,24 0,34 0,47

Anexo C. Resultados del comportamiento de la fertilidad del rotiferos B.
plicatilis durante el periodo de estudio alimentados con diferentes dietas y

ajustes de pH

Tratamientos

Dias de T1 T2 T3 T4 T5 T6
cultivo

0 0,16 0,17 0,16 0,15 0,16 0,23
1 0,18 0,14 0,13 0,23 0,20 0,22
2 0,24 0,28 0,23 0,22 0,42 0,48
3 030 043 0,21 0,32 0,47 0,62
4 0,17 0,24 0,07 0,13 0,41 0,49
5 0,11 0,09 0,11 0,11 0,12 0,33
Promedi 0,19 0,22 0,15 0,19 0,30 0,39
0
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Anexo D. Variaciones en el comportamiento de la temperatura durante el
periodo de estudio en el cultivo de rotiferos (B. plicatilis) alimentado con
diferentes dietas y ajustes de pH.

Temperatura °C

Dias Tl T2 T3 T4 T5 T6
0 25 25 28 26 28 27
1 25 26 26 28 25 28
2 28 28 27 26 27 26
3 24 25 28 25 24 24
4 26 27 25 27 25 26
5 25 24 24 25 27 27
Temperatura
29
28
AN
26 >
° 24
23
22
21
20
0 1 2 3 4 5 6

Dias de cultivo

——T1 —@—T2 T3 —@—T4 —@—T5 T6
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Anexo E. Variaciones en el comportamiento de la salinidad durante el
periodo de estudio en el cultivo de rotiferos (B. plicatilis) alimentado con
diferentes dietas y ajustes de pH

Temperatura °C

T1 T2 T3 T4 TS5 16
0 26 26 27 25 27 28
1 26 26 26 25 27 | 27
2 27 26 26 28 26 25
3 28 26 26 27 26 | 25
4 26 26 28 27 28 25
5 27 26 28 27 25 | 25
Salinidad

30

29

28

27 Qe

26 @

25 J

24

23

22

21

20

0 1 2 3 4 5 6
Dias de cultivo

Salinidad ppm

——T1 —@—T2 T3 —@—T4 —@—T5 T6

73



Anexo F. Variaciones en el comportamiento del pH durante el periodo de
estudio en el cultivo de rotiferos (B. plicatilis) alimentado con diferentes
dietas y ajustes de pH

Tratamientos
Dias replica T1 T2 T3 T4 T5 T6

0 1 86 78 86 79 85 77
| 2 87 79 84 79 87 77

3 85 77 84 76 87 79

1 1 85 79 83 79 84 79
2 82 79 85 79 84 79

| 3 85 79 82 79 87 78

2 1 83 79 87 79 87 77
| 2 82 80 85 80 82 78

3 85 80 83 80 85 78

3 1 87 79 87 81 84 80
2 85 80 82 80 86 79

| 3 85 79 87 81 84 80

4 1 85 80 87 81 83 80
| 2 86 79 84 80 83 80

3 87 80 84 80 83 79

5 1 85 79 86 79 84 79
2 84 78 84 79 84 78

| 3 87 79 82 78 86 78
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Anexo G. Costos variables en cultivos a gran escala de rotiferos (B.

plicatilis) utilizando los diferentes tratamientos realizados en el estudio.

T | Detalle Unidad | Valor Cantidad | Valor total Total por Valor Porcentaje | Tota
Unitario de por detalle Tratamiento /millén de cada | %
en Unidades | en COP$ en COP$ de detalle %

COP$ rotiferos

1 ] 100
Energia kW/H 541,0 299,89 162241,57 3,15
Mano de
obra Horas 8333,4 120,00 | 1000008,00 | °14366523 | 612,34 19,44
Alga
floculada Litros 47624,0 83,60 | 3981415,65 77,40

2 100
Energia KW/H 541,0 239,91 129793,26 2,59
Mano de
(}:ﬁg&; Horas 8333,4 96,00 800006,40 5014216,11 596,93 15,95
floculada Litros 47624,0 83,60 | 3981415,65 79,40

103000,80 2,05

3 . 100
Energia kW/H 541,0 379,86 205505,99 9,82
Mano de
obra Horas 8333,4 152,00 | 1266676,80 2093782.79 249 26 60,50
Protein plus Kg 72000,0 8,40 604800,00 28,89
Levadura Kg 20000,0 0,84 16800,00 0,80

4 100
Energia kW/H 541,0 299,89 162241,57 8,49
Mano de
obra Horas 8333,4 120,00 | 1000008,00 52,31
Protein plus | Kg 72000,0 8,40 | 604800,00 | 191185057 | 227,60 31,63
Levadura Kg 20000,0 0,84 16800,00 0,88

128001,00 6,70

5 i 100
Energia KW/H 541,0 239,91 129793,26 4,02
Mano de
obra Horas 8333,4 96,00 800006,40 24,76
Alga . 323130748 | 384,68
floculada Litros 47624,0 41,80 | 1990707,83 61,61
Protein plus Kg 72000,0 4,20 302400,00 9,36
Levadura Kg 20000,0 0,42 8400,00 0,26

6 100
Energia KW/H 541,0 179,94 97344,94 3,16
Mano de
obra Horas 8333,4 72,00 600004,80 19,50
Alga
floculada Litros 47624,0 41,80 1990707,83 3076858.17 366.29 64,70
Protein plus Kg 72000,0 4,20 302400,00 9,83
Levadura Kg 20000,0 0,42 8400,00 0,27
Ajuste deph | 0 0,0 0,00 78000,60 2,54
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Anexo H. Resultados promedio de las densidades poblacionales del cultivo
de rotiferos B. plicatilis durante el periodo de estudio alimentados con
diferentes dietas para cada una de las unidades experimentales.

Di [T1

T1
R2

T1
R3

T2
R1

T2
R2

T2
R3

T3
R1

T3
R2

T3
R3

T4
R3

T5
R1

T5
R2

T5
R3

T6
R1

T6
R2

T6
R3

22

21

21

22

21

21

23

23

23

22

22

21

22

222

221

220

34

34

29

51

50

50

29

31

26

33

51

51

53

590

573

647

25

29

30

73

72

71

15

16

15

46

68

71

60

100
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101

47

46

53

64

66

64

34

34

35

55

79

79

69

129

132

132

62

59
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86

84
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41

41

44

59

90

89

76
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139
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29

30

31

70

68

66

18

12

14

34

56

58

56

959

887

101
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Anexo | Pruebas estadisticas para la variable Tasa de crecimiento simple

Estimados de Localizaciéon Estimados de Escala
Media muestral | 0,0052698 | Desviacion estd. 0,0202593
muestral
Mediana muestral | 0,007735 DAM/0.6745 0,0162046
Media recortada | 0,0062913 Shi 0,0202901
Media Winsorizada | 0,0052409 | Sigma Winsorizada 0,0207791
Recorte: 15,0%
Intervalos de confianza del 95,0% para la media
Limite Limite Superior
Inferior
Estandar 0,0010266 0,00951301
Winsorizada 5,041E-05 0,0104314
Valores Ordenados
Valores Valores Modificados
Estudentizados Estudentizados
Fila Valor Sin Supresion Con Supresién VS,IA?I(A-Z
40 -0,04995 -2,72566 -2,86431 -3,55979
45 -0,04775 -2,61706 -2,74035 -3,42403
35 -0,03337 -1,90727 -1,95874 -2,53663
5 -0,03108 -1,79423 -1,8381 -2,39531
10 -0,02832 -1,658 -1,69384 -2,22499
26 0,03595 1,51438 1,543 1,74117
71 0,03601 1,51734 1,5461 1,74488
81 0,0397 1,69948 1,73764 1,97259
76 0,04079 1,75328 1,79461 2,03985

Resumen Estadistico para Poblacion

Recuento 90

Desviacion estandar 0,0202593
Coef. de variacion 384,442%
Minimo -0,04995

Maximo 0,04504

Rango 0,09499

Cuartil superior 0,01616

Sesgo estandarizado -1,7689
Curtosis estandarizada 0,0804928
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Pruebas de Normalidad

Prueba Estadistico Valor-P
Chi-Cuadrado 40,8444 0,00390036
Estadistico W de Shapiro-Wilk | 0,954274 0,011401
Valor-Z para asimetria 1,26894 0,20446
Verificacion de Varianza
Prueba Valor-P
de Bartlett 1,09875 0,173747
Comparacion | Sigmal Sigmaz2 F-Ratio P-Valor
1/2 0,0193974 | 0,0165596 | 1,3721 0,5618
1/3 0,0193974 | 0,0287301 | 0,45584 0,1538
1/4 0,0193974 | 0,0152112 | 1,62615 0,3739
1/5 0,0193974 | 0,0174305 | 1,23842 0,6946
1/6 0,0193974 | 0,0204575 | 0,899047 | 0,8450
2/3 0,0165596 | 0,0287301 | 0,33222 0,0479
2/4 0,0165596 | 0,0152112 | 1,18515 0,7550
215 0,0165596 | 0,0174305 | 0,902569 | 0,8506
2/6 0,0165596 | 0,0204575 | 0,655234 | 0,4389
3/4 0,0287301 | 0,0152112 | 3,56738 0,0234
3/5 0,0287301 | 0,0174305 | 2,71678 0,0717
3/6 0,0287301 | 0,0204575 | 1,97229 0,2162
4/5 0,0152112 | 0,0174305 | 0,761562 | 0,6172
4/6 0,0152112 | 0,0204575 | 0,552868 | 0,2795
5/6 0,0174305 | 0,0204575 | 0,725965 | 0,5570

P-valores por debajo de 0.05, de los cuales hay 2, indican una diferencia
estadisticamente significativa entre las dos sigmas al 5% de nivel de significacion.

Andlisis de Varianza para Poblacion

Fuente Suma de Gl| Cuadrado |Raz6n-| Valor-P
Cuadrados Medio F

Modelo 0,00255655 |17|0,000150385| 0,32 0,9947

Residuo 0,0339724 |72|0,000471839

Total 0,0365289 |89

(Corr.)
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Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de GIl| Cuadrado |Raz6n-|Valor-P
Cuadrados Medio F
Tratamiento 0,00251439 | 5 (0,000502878| 1,07 |0,3865
Réplica 0,000042163 | 12|0,000003513| 0,01 | 1,0000
(Tratamiento) 58
Residuo 0,0339724 |72|0,000471839
Total (corregido)| 0,0365289 |89

Cuadrados Medios Esperados (CME)

Fuente CME
Tratamiento (3)+0Q1
Réplica (Tratamiento) (3)+Q2
Residuo (3)

Denominadores de Prueba-F

Fuente Gl Cuadrado Denominado
Medio r
Tratamiento 72,00| 0,000471839 (3)
Réplica 72,00| 0,000471839 3)
(Tratamiento)
Componentes de Varianza
Fuente Estimado
Residuo 0,000471839
Analisis de Residuos
Estimacién Validacion
n 90
CME 0,000471839
MAE 0,015637
MAPE
ME -3,46945E-19
MPE
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Andlisis de Varianza para Poblacion - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Gl| Cuadrado |Razoén-| Valor-
Cuadrados Medio F P
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Factor 1 0,000811441 | 1 |0,000811441| 2,00 | 0,160
6
B:Factor 2 0,00166857 | 2 |0,000834285| 2,06 | 0,133
8
INTERACCIONES
AB 0,0000343779| 2 [0,000017189| 0,04 | 0,958
5
RESIDUOS 0,0340146 |84|0,000404935
TOTAL 0,0365289 |89
(CORREGIDO)

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Andlisis de Varianza para Poblacion

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razo6n- | Valor-P
Cuadrados Medio F
Modelo 0,0365289 89| 0,000410438
Residuo 0,0 0
Total 0,0365289 89
(Corr.)
Suma de Cuadrados Tipo Il
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F| Valor-P
Cuadrados Medio
Tratamiento 0,00251439 5 0,000502878 | 143,12 | 0,0000
Réplica (Tratamiento) 0,000042163 12 | 0,00000351358
Dia (Réplica 0,0339724 72| 0,000471839 | 134,29 | 0,0000
Tratamiento)
Residuo 0,0 0
Total (corregido) 0,0365289 89
Cuadrados Medios Esperados (CME)
Fuente CME
Tratamiento
Réplica (Tratamiento)
Dia (Réplica Tratamiento)
Residuo (4)
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Denominadores de Prueba-F

Fuente Gl Cuadrado | Denomina
Medio dor
Tratamiento 12,0|0,000003513 (2)
0 58
Réplica
(Tratamiento)
Dia (Réplica 12,0|0,000003513 (2)
Tratamiento) 0 58

Componentes de Varianza

Fuente

Estimado

Residuo

0,0

Analisis de Residuos

Estimaci | Validaci
on on

n 90
CME

MAE 0,0

MAPE

ME 0,0

MPE

Comparaciones Mdultiples para Poblacién por Tratamiento

Método: 95,0 porciento LSD

Tratamiento | Recuento| Media MC Sigma MC Grupos
Homogéneos
3 15 -0,00382067 | 0,000483982 | X
1 15 0,00270333 | 0,000483982 | X
4 15 0,00304333 | 0,000483982 | X
5 15 0,00791867 | 0,000483982 | X
2 15 0,009598 | 0,000483982| X
6 15 0,012176 |0,000483982| X

81




Contraste Sig. Diferencia Limites +/-
1-2 * -0,00689467 0,0014913
1-3 * 0,006524 0,0014913
1-4 -0,00034 0,0014913
1-5 * -0,00521533 0,0014913
1-6 * -0,00947267 0,0014913
2-3 * 0,0134187 0,0014913
2-4 * 0,00655467 0,0014913
2-5 * 0,00167933 0,0014913
2-6 * -0,002578 0,0014913
3-4 * -0,006864 0,0014913
3-5 * -0,0117393 0,0014913
3-6 * -0,0159967 0,0014913
4-5 * -0,00487533 0,0014913
4-6 * -0,00913267 0,0014913
5-6 * -0,00425733 0,0014913

*

82
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Anexo J Pruebas estadisticas para la variable Fertilidad.
Estimados de Localizacion

Media muestral 0,010449
Mediana muestral 0,00892514
Media recortada 0,00978298
Media Winsorizada 0,0104221

Recorte: 15,0%

Estimados de Escala

Desviacion estd. muestral 0,0116548
DAM/0.6745 0,0104124
Sbi 0,0116555
Sigma Winsorizada 0,0113699

Intervalos de confianza del 95,0% para la media

Limite Inferior

Limite Superior

Estandar 0,00726784 0,0136301
Winsorizada 0,00668489 0,0141593
Valores Ordenados
Valores Valores Modificados
Estudentizados Estudentizados
Fila |Valor Sin Supresion Con Supresion Valor-Z DAM
22 [-0,0157391 |-2,24698 -2,38644 -2,36872
25 [-0,0134043 |-2,04665 -2,15405 -2,14449
21 |- -1,56428 -1,61718 -1,60457
0,00778233
32 |- -1,29314 -1,32654 -1,30107
0,00462222
24 [-0,0039491 |-1,23538 -1,26546 -1,23643
47 10,0315389 [1,80955 1,88656 2,1718
53 (0,0321895 |1,86537 1,94886 2,23429
38 [0,0341942 |2,03738 2,14344 2,42681
50 [0,0344744 |2,06142 2,17097 2,45372
41 ]0,0344856 |2,06238 2,17207 2,4548
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Resumen Estadistico

para Fertilidad

Recuento 54
Desviacion estandar 0,0116548
Coef. de variacion 111,54%
Minimo -0,0157391
Maximo 0,0344856
Rango 0,0502247
Cuartil superior 0,0173384
Sesgo estandarizado 0,840445
Curtosis estandarizada -0,0102476
Pruebas de Normalidad
Prueba Estadistico |Valor-P
Chi-Cuadrado 13,5556 0,631786
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0,965117 0,221507
Valor-Z para asimetria 0,632169 0,527274
Verificacion de Varianza
Prueba Valor-P
Levene's 4,1494 0,00326343
Comparacion Sigmal Sigmaz2 F-Ratio P-Valor
1/2 0,00488597 0,00554025 0,777754 0,7308
1/3 0,00488597 0,0157476 0,096266 0,0033
1/4 0,00488597 0,0100848 0,234728 0,0560
1/5 0,00488597 0,0124346 0,154396 0,0160
1/6 0,00488597 0,0150282 0,105703 0,0046
2/3 0,00554025 0,0157476 0,123774 0,0078
214 0,00554025 0,0100848 0,301802 0,1100
215 0,00554025 0,0124346 0,198515 0,0345
2/6 0,00554025 0,0150282 0,135908 0,0106
3/4 0,0157476 0,0100848 2,43833 0,2289
3/5 0,0157476 0,0124346 1,60385 0,5191
3/6 0,0157476 0,0150282 1,09803 0,8980
4/5 0,0100848 0,0124346 0,657767 0,5672
4/6 0,0100848 0,0150282 0,450323 0,2801
5/6 0,0124346 0,0150282 0,684624 0,6045
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Andlisis de Varianza para Fertilidad

Fuente Suma de|GIl |[Cuadrado Razon-F | Valor-P
Cuadrados Medio
Modelo 0,00109418 17 |0,0000643634 |0,38 0,9821
Residuo 0,00610502 36 |0,000169584
Total (Corr.) |0,0071992 53
Suma de Cuadrados Tipo lll
Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razén-F |Valor-P
Cuadrados Medio
Tratamiento 0,000921419 5 10,000184284 1,09 0,3843
Réplica 0,000172759 12 |0,0000143966 |0,08 1,0000
(Tratamiento)
Residuo 0,00610502 36 [0,000169584
Total (corregido) 0,0071992 53
Cuadrados Medios Esperados (CME)
Fuente CME
Tratamiento (3)+0Q1
Réplica (Tratamiento) (3)+Q2
Residuo (3)

Denominadores de Prueba-F

Fuente Gl Cuadrado Medio |Denominador
Tratamiento 36,00 |0,000169584 (3)
Réplica (Tratamiento) [36,00 |[0,000169584 (3)

Componentes de Varianza

Fuente

Estimado

Residuo

0,000169584

Analisis de Residuos

Estimacion Validacion
n 54
CME 0,000169584
MAE 0,00848748
MAPE
ME 8,03113E-19
MPE

8

5




Andlisis de Varianza para Fertilidad - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razén- |Valor-P
Cuadrados Medio F

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Factor 1 0,0000812537 |1 |0,0000812537 (0,62 0,4345

B:Factor 2 0,000756363 2 0,000378181 (2,89 0,0652

INTERACCIONES

AB 0,0000838024 |2 |0,0000419012|0,32 0,7274

RESIDUOS 0,00627778 48 (0,000130787

TOTAL 0,0071992 53

(CORREGIDO)

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Andlisis de Varianza para Poblacion

Fuente Suma de|Gl |[Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
Cuadrados

Modelo 0,0071992 53 [0,000135834

Residuo 0,0 0

Total (Corr.) |0,0071992 53

Suma de Cuadrados Tipo lll
Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razo6n- |Valor-P
Cuadrados Medio F

Tratamiento 0,000921419 5 10,000184284 (12,80 |0,0002
Réplica (Tratamiento) |0,000172759 12 |10,0000143966

Dia (Réplica|0,00610502 36 [0,000169584 |11,78 |0,0000
Tratamiento)

Residuo 0,0 0

Total (corregido) 0,0071992 53

Cuadrados Medios Esperados (CME)

Fuente CME
Tratamiento

Réplica (Tratamiento)

Dia (Réplica Tratamiento)

Residuo (4)

86




Denominadores de Prueba-F

Fuente

Gl Cuadrado Medio

Denominador

Tratamiento

12,00

0,0000143966

(2)

Réplica (Tratamiento)

Dia (Réplica Tratamiento)

12,00

0,0000143966

(2)

Componentes de Varianza

Fuente

Estimado

Residuo

5,1329E-7

Andlisis de

Residuos

Estimacion

Validacion

n

54

CME

MAE

0,0

MAPE

ME

0,0

MPE

Comparaciones Multiples para Poblacion por Tratamiento

Método: 95,0 porciento LSD

Tratamiento |Recuento |Media MC [Sigma MC |Grupos Homogéneos

3 9 0,00348068 [0,00126476 |X

4 9 0,00757379 [0,00126476 | X

1 9 0,0090568 [0,00126476 | X

2 9 0,0133911 {0,00126476 | X

6 9 0,0140621 [0,00126476 | X

5 9 0,0151295 [0,00126476 | X
Contraste Sig. Diferencia Limites +/-
1-2 * -0,0043343 0,00389712
1-3 * 0,00557612 0,00389712
1-4 0,00148301 0,00389712
1-5 * -0,00607271 0,00389712
1-6 * -0,00500527 0,00389712
2-3 * 0,00991042 0,00389712
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2-4 * 0,00581731 0,00389712
2-5 -0,00173841 0,00389712
2-6 -0,000670967 0,00389712
3-4 * -0,00409311 0,00389712
3-5 * -0,0116488 0,00389712
3-6 * -0,0105814 0,00389712
4-5 * -0,00755572 0,00389712
4-6 * -0,00648828 0,00389712
5-6 0,00106744 0,00389712

* denota una diferencia estadisticamente significativa.
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Anexo K. Pruebas estadisticas para la variable Temperatura

Identificacidn de Valores Atipicos temperatura
Estimados de Localizacién

Media muestral 26,5463
Mediana muestral 27,0

Media recortada 26,6323
Media Winsorizada 26,5926

Recorte: 15,0%

Estimados de Escala

Desviacion estd. muestral 1,23337
DAM/0.6745 1,48258

Shi 1,32788

Sigma Winsorizada 1,62912

Intervalos de confianza del 95,0% para la media

Limite Inferior

Limite Superior

Estandar 26,311 26,7816
Winsorizada 26,2203 26,9649
Valores Ordenados
Valores Valores Modificados
Estudentizados Estudentizados
Fila | Valor | Sin Supresion Con Supresion Valor-Z
DAM

94 | 23,0 -2,87529 -3,00825 -2,698
24 | 24,0 -2,0645 -2,11703 -2,0235
4 | 24,0 -2,0645 -2,11703 -2,0235
42 | 24,0 -2,0645 -2,11703 -2,0235
41 | 25,0 -1,25372 -1,26895 -1,349
68 | 28,0 1,17864 1,19192 0,6745
65 | 28,0 1,17864 1,19192 0,6745
64 | 28,0 1,17864 1,19192 0,6745
108 | 28,0 1,17864 1,19192 0,6745
54 | 28,0 1,17864 1,19192 0,6745
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Resumen Estadistico para Temperatura

Recuento 108
Promedio 26,5463
Desviacion estandar 1,23337
Coef. de variaciéon 4,64611%
Minimo 23,0
Maximo 28,0
Rango 5,0
Sesgo estandarizado -1,62283
Curtosis estandarizada -1,55693
Pruebas de Normalidad
Prueba Estadistico Valor-P
Chi-Cuadrado 535,981 0,0
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0,870523 8,99281E-14
Valor-Z para asimetria 1,16705 0,243188
Verificacion de Varianza
Prueba | Valor-P
de Bartlett | 1,01076 | 0,956972
Comparaciéon | Sigmal | Sigma2 F-Ratio P-Valor
1/2 1,37793 | 1,22741 1,2603 0,6387
1/3 1,37793 | 1,24853 1,21803 0,6889
1/4 1,37793 | 1,12749 1,49357 0,4166
1/5 1,37793 1,12749 1,49357 0,4166
1/6 1,37793 | 1,30859 1,10878 0,8339
2/3 1,22741 | 1,24853 | 0,966457 | 0,9447
2/4 1,22741 1,12749 1,18509 0,7303
215 1,22741 | 1,12749 1,18509 0,7303
2/6 1,22741 | 1,30859 | 0,879771 | 0,7948
3/4 1,24853 | 1,12749 1,22622 0,6789
3/5 1,24853 | 1,12749 1,22622 0,6789
3/6 1,24853 | 1,30859 | 0,910305 | 0,8486
4/5 1,12749 | 1,12749 1,0 1,0000
4/6 1,12749 | 1,30859 | 0,742366 | 0,5458
5/6 1,12749 | 1,30859 | 0,742366 | 0,5458
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Andlisis de Varianza para Temperatura

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Modelo 30,6019 17 1,80011 1,23 0,2615
Residuo 132,167 90 1,46852
Total (Corr.) 162,769 107
Suma de Cuadrados Tipo Il
Fuente Suma de Gl | Cuadrado |Razén-|Valor-P
Cuadrados Medio F
Tratamiento 6,0463 5 1,20926 0,82 |0,5362
Réplica 24,5556 12 2,0463 1,39 |0,1837
(Tratamiento)
Residuo 132,167 90 1,46852
Total (corregido) 162,769 107

Cuadrados Medios Esperados (CME)

Fuente CME
Tratamiento (3)+0Q1
Réplica (Tratamiento) (3)+Q2
Residuo (3)

Denominadores de Prueba-F

Fuente Gl Cuadrado Medio | Denominador
Tratamiento 90,00 1,46852 (3)
Réplica (Tratamiento) | 90,00 1,46852 3)

Componentes de Varianza

Fuente

Estimado

Residuo

1,46852
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Analisis de Residuos

Estimacion Validacién
n 108
CME 1,46852
MAE 0,907407
MAPE 3,4457
ME -1,18424E-15
MPE -0,177356

ANOVA Multifactorial - Temperatura
Anadlisis de Varianza para Temperatura Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Gl Cuadrado |Razon-| Valor-
Cuadrados Medio F P
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Factor 1 1,12037 1 1,12037 0,73 | 0,395
2
B:Factor 2 3,12963 2 1,56481 1,02 | 0,364
8
INTERACCIONES
AB 1,7963 2 0,898148 0,58 | 0,559
2
RESIDUOS 156,722 102 1,53649
TOTAL 162,769 107
(CORREGIDO)

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Modelos Lineales Generalizados

Andlisis de Varianza para Temperatura

Fuente Suma de Gl | Cuadrado Medio | Razoén-F | Valor-P
Cuadrados
Modelo 162,769 107 1,5212
Residuo 0,0 0
Total (Corr.) 162,769 107
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Suma de Cuadrados Tipo Il

Componentes de Varianza

Fuente

Estimado

Residuo

353,814

Analisis de Residuos

Estimacion Validacion
n 108
CME
MAE 0,0
MAPE 0,0
ME 0,0
MPE 0,0
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Fuente Suma de Gl | Cuadrado |Razoén-|Valor-P
Cuadrados Medio F
Tratamiento 6,0463 5 1,20926 0,59 |0,7075
Réplica 24,5556 12 2,0463
(Tratamiento)
Dia (Réplica 132,167 90 1,46852 0,72 |0,8163
Tratamiento)
Residuo 0,0 0
Total (corregido) 162,769 107
Cuadrados Medios Esperados (CME)
Fuente CME
Tratamiento
Réplica
(Tratamiento)
Dia (Réplica
Tratamiento)
Residuo (4)
Denominadores de Prueba-F
Fuente Gl Cuadrado | Denomina
Medio dor
Tratamiento 12,0 2,0463 (2)
0
Réplica
(Tratamiento)
Dia (Réplica 12,0 2,0463 (2)
Tratamiento) 0




Comparaciones Multiples para Temperatura por Tratamiento
Método: 95,0 porciento LSD

*|

94

Tratamiento | Recuento | Media MC | Sigma MC | Grupos Homogéneos
2 18 26,2778 0,337169 X
4 18 26,2778 0,337169 X
1 18 26,3889 0,337169 X
5 18 26,7222 0,337169 X
6 18 26,7778 0,337169 X
3 18 26,8333 0,337169 X

Contraste Sig. Diferencia Limites +/-
1-2 0,111111 1,03892
1-3 -0,444444 1,03892
1-4 0,111111 1,03892
1-5 -0,333333 1,03892
1-6 -0,388889 1,03892
2-3 -0,555556 1,03892
2-4 0,0 1,03892
2-5 -0,444444 1,03892
2-6 -0,5 1,03892
3-4 0,555556 1,03892
3-5 0,111111 1,03892
3-6 0,0555556 1,03892
4-5 -0,444444 1,03892
4-6 -0,5 1,03892
5-6 -0,0555556 1,03892

d

enota una diferencia estadisticamente significativa.




Anexo L. Pruebas estadisticas para la variable Salinidad
Identificacidén de Valores Atipicos Salinidad

Estimados de Localizacion

Media muestral 26,3611
Mediana muestral 26,0

Media recortada 26,3016
Media Winsorizada 26,3611

Recorte: 15,0%

Estimados de Escala

Desviacion estd. muestral 1,06304
DAM/0.6745 1,48258

Shi 1,14695

Sigma Winsorizada 1,51362

Intervalos de confianza del 95,0% para la media

Limite Inferior Limite Superior
Estandar 26,1583 26,5639
Winsorizada 26,0152 26,707
Valores Ordenados
Valores Valores Modificado
Estudentizados | Estudentizados S
Fila| Valor| Sin Supresion Con Supresion Valor-Z
DAM
98 | 25,0 -1,28039 -1,29637 -0,6745
105| 25,0 -1,28039 -1,29637 -0,6745
95| 25,0 -1,28039 -1,29637 -0,6745
71| 25,0 -1,28039 -1,29637 -0,6745
93 | 25,0 -1,28039 -1,29637 -0,6745
79| 28,0 1,54169 1,56647 1,349
77 | 28,0 1,54169 1,56647 1,349
70| 28,0 1,54169 1,56647 1,349
67 | 28,0 1,54169 1,56647 1,349
4 | 28,0 1,54169 1,56647 1,349
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Resumen Estadistico para Salinidad

Recuento 108
Promedio 26,3611
Desviacion estandar 1,06304
Coef. de variacion 4,03262%
Minimo 25,0
Méaximo 28,0
Rango 3,0
Sesgo estandarizado 0,770825
Curtosis estandarizada -2,51609
Pruebas de Normalidad
Prueba Estadistico | Valor-P
Chi-Cuadrado 586,907 0,0
Estadistico W de Shapiro-Wilk| 0,840365 0,0
Valor-Z para asimetria 0,566118 | 0,571311
Verificacion de Varianza
Prueba Valor-P
de Bartlett 1,02098 0,839287
Comparacion Sigmal Sigma2 F-Ratio P-Valor
1/2 0,983524 0,907485 1,1746 0,7439
1/3 0,983524 0,983524 1,0 1,0000
1/4 0,983524 1,13759 0,747475 0,5550
1/5 0,983524 1,13759 0,747475 0,5550
1/6 0,983524 1,21133 0,659243 0,3990
2/3 0,907485 0,983524 0,851351 0,7439
2/4 0,907485 1,13759 0,636364 0,3605
2/5 0,907485 1,13759 0,636364 0,3605
2/6 0,907485 1,21133 0,561247 0,2438
3/4 0,983524 1,13759 0,747475 0,5550
3/5 0,983524 1,13759 0,747475 0,5550
3/6 0,983524 1,21133 0,659243 0,3990
41/5 1,13759 1,13759 1,0 1,0000
4/6 1,13759 1,21133 0,88196 0,7987
5/6 1,13759 1,21133 0,88196 0,7987

96




Modelos Lineales Generalizados

Andlisis de Varianza para Salinidad

Fuente Suma de Gl | Cuadrado |Razbén-| Valor-P
Cuadrados Medio F
Modelo 12,0833 17| 0,710784 0,59 0,8930
Residuo 108,833 90 1,20926
Total 120,917 107
(Corr.)
Suma de Cuadrados Tipo Il
Fuente Suma de Gl | Cuadrado |Razén-|Valor-P
Cuadrados Medio F
Tratamiento 5,08333 5 1,01667 0,84 |0,5243
Réplica 7,0 12| 0,583333 0,48 |0,9202
(Tratamiento)
Residuo 108,833 90 1,20926
Total (corregido) 120,917 107

Cuadrados Medios Esperados (CME)

Fuente CME
Tratamiento (3)+0Q1
Réplica (Tratamiento) (3)+Q2
Residuo (3)
Denominadores de Prueba-F
Fuente Gl Cuadrado Medio Denominador
Tratamiento 90,00 1,20926 (3)
Réplica (Tratamiento) | 90,00 1,20926 (3)

Componentes de Varianza

Fuente

Estimado

Residuo

1,20926

Analisis de Residuos

Estimacion Validacion
n 108
CME 1,20926
MAE 0,854938
MAPE 3,24024
ME 3,94746E-16
MPE -0,144371
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ANOVA Multifactorial Salinidad

Andlisis de Varianza para salinidad Suma de Cuadrados Tipo |l
Fuente Suma de Gl | Cuadrado |Razo6n-| Valor-
Cuadrados Medio F P
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Factor 1 2,67593 1 2,67593 2,36 | 0,127
9
B:Factor 2 0,166667 2 | 0,0833333 0,07 | 0,929
3
INTERACCIONES
AB 2,24074 2 1,12037 0,99 | 0,376
4
RESIDUOS 115,833 102| 1,13562
TOTAL 120,917 107
(CORREGIDO)
Modelos Lineales Generalizados
Andlisis de Varianza para Salinidad
Fuente Suma de Gl | Cuadrado |Razén-| Valor-
Cuadrados Medio F P
Modelo 120,917 107| 1,13006
Residuo 0,0 0
Total 120,917 107
(Corr.)
Suma de Cuadrados Tipo llI
Fuente Suma de Gl | Cuadrado |[Razén-|Valor-P
Cuadrados Medio F
Tratamiento 5,08333 5 1,01667 1,74 |0,1995
Réplica 7,0 12 | 0,583333
(Tratamiento)
Dia (Réplica 108,833 90 1,20926 2,07 |0,0798
Tratamiento)
Residuo 0,0 0
Total (corregido) 120,917 107

Cuadrados Medios Esperados (CME)

Fuente

CME

Tratamiento

Réplica (Tratamie

nto)

Dia (Réplica Tratamiento)

Residuo

(4)

98




Denominadores de Prueba-F

Fuente Gl Cuadrado Medio | Denominador
Tratamiento 12,00 0,583333 (2)
Réplica (Tratamiento)
Dia (Réplica Tratamiento) | 12,00 0,583333 (2)

Componentes de Varianza

Fuente

Estimado

Residuo

353,814

Analisis de Residuos

Estimaci | Validaci
on on

n 108
CME

MAE 0,0

MAPE 0,0

ME 0,0

MPE 0,0

Método: 95,0 porciento LSD

Tratamiento | Recuento | Media MC | Sigma MC | Grupos Homogéneos
6 18 25,9444 0,180021 X
2 18 26,3333 0,180021 XX
4 18 26,3333 0,180021 XX
3 18 26,4444 0,180021 XX
1 18 26,4444 0,180021 XX
5 18 26,6667 0,180021 X
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Contraste Sig. Diferencia Limites +/-
1-2 0,111111 0,5547
1-3 0,0 0,5547
1-4 0,111111 0,5547
1-5 -0,222222 0,5547
1-6 0,5 0,5547
2-3 -0,111111 0,5547
2-4 0,0 0,5547
2-5 -0,333333 0,5547
2-6 0,388889 0,5547
3-4 0,111111 0,5547
3-5 -0,222222 0,5547
3-6 0,5 0,5547
4-5 -0,333333 0,5547
4-6 0,388889 0,5547
5-6 * 0,722222 0,5547
*

100

denota una diferencia estadisticamente significativa.




