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AGAL- ~ c i d o s  grasos altamente insaturados. 
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RESUMEN 

Se evaluo el crecimiento de 10s morfotipos S, SS, L y XL del rotifero Brachionus plicatilis 

en dos experimentos con tres repeticiones, alimentando respectivamente con la microalga 

Nannochloropsis oculata y la dieta artificial Culture ~ e l c o @  (CS). En las repeticiones del 

experimento con N. oculata sobresalio el morfotipo L (p<O, 05), igualado durante la 

primera y segunda repeticion respectivamente por 10s morfotipos S y XL; en la tercera 

repeticion sobresalio el morfotipo XL (p<O,05), igualado por el morfotipo L, el que a su 

vez fue igualado por el morfotipo SS. En las repeticiones del experimento con CS 

sobresalio el morfotipo SS (p<O, 05), igualado por el morfotipo L en la primera repeticion, 

y por 10s morfotipos S y XL en las siguientes repeticiones. 

En un segundo estudio, se evaluo la produccion de B. plicatilis a partir del uso de 

microalgas vivas y criopreservadas suministradas en monodietas y combinaciones, de 

diferentes levaduras como substituto de las microalgas, y de combinaciones de levaduras y 

microalgas. Las mayores tasas especificas de crecimiento (p<O, 05) fueron presentadas por 

10s rotiferos alimentados con las microalgas vivas: Tetraselmis maculata, Isochrysis 

galbana, N oculata + I. galbana, N. oculata + T. maculata y T. maculata + I. galbana; 

con las microalgas criopreservadas: T. maculata y N. oculata + T. maculata; con las 

levaduras: CS, Levapan@ fresca y Levapdn@ seca; y con las combinaciones de levaduras y 

microalgas: Candida glabrata (levadura marina) + T. maculata, C. glabrata + N oculata, 

CS + N. oculata y. CS + T. maculata. 

En un tercer estudio, cultivos de rotiferos alimentados con la levadura ~ e v a ~ a n @  fueron 

diariamente inoculados a una concentracion de 1 x lo5 UFCImL con bacterias nitrificantes 
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y una cepa probiotica de Vibrio alginolyticus. Los cultivos tratados con estas bacterias no 

presentaron diferencias significativas con el grupo control, en cuanto a las tasas 

especificas de crecimiento de 10s rotiferos, 10s niveles amonio total y pH. 

Rotiferos enriquecidos con DHA ~ e l c o @  fueron preservados mediante liofilizacibn, 

congelacion por inmersion en nitrogen0 liquid0 y congelacion a -4, -20 y -80 "C sin 

preservantes y con 10s preservantes dimetilsulfoxido (DMSO) a1 10% y metanol a1 10%. 

Los rotiferos congelados no presentaron dafio en las loricas, mientras 10s liofilizados 

presentaban loricas severamente deterioradas. 

Finalmente, en un experiment0 de 13 tratamientos, larvas de Litopenaeus vannamei fueron 

alimentadas con rotiferos vivos a1 50% (control) de sustitucion de nauplios de Artemia 

(SNA), 100% de SNA, y 10s rotiferos preservados, tambien a1 50% de SNA desde Zoea 2 

hasta PL4; la supervivencia en el estadio PL12 fue el parametro de evaluacion considerado. 

Adicionalmente, se aplicaron pruebas de estres osmotico, por formalina, osmotico 

combinado con formalina y de resistencia a1 nado en contracorriente. La supervivencia del 

grupo control (71,9%) fue significativamente superior (p<O, 05) a 10s demas grupos, 10s 

cuales no presentaron diferencias significativas entre si. De igual modo, a1 nivel a = 0,05 

no se observo correlacion significativa entre la supervivencia de las PL12 alimentadas con 

las diferentes aplicaciones de rotiferos y 10s resultados de las pruebas de estres. 
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Durante el desarrollo inicial de la acuicultura de camarones en Ecuador, la industria 

dependi4 totalmente de las postlarvas silvestres capturadas por pescadores artesanales. En 

10s afios 1982 y 1983 el fenomeno del Nifio provoco la abundancia de postlarvas 

silvestres, la cual disminuyo dos afios despuks. Esta situation trajo como consecuencia el 

establecimiento de laboratorios para la produccion de postlarvas de L. vannamei (Stern 

1995). Produccion que requiere del uso de alimento vivo (fitoplancton y zooplancton) 

debido a su alto contenido de aminoacidos, acidos grasos esenciales y enzimas digestivas 

(Lavens y Sorgeloos 1996). El uso de estos organismos mejora la supervivencia y 

crecimiento de las larvas, las cuales no podrian aprovechar 10s nutrientes presentes en las 

dietas inertes (Dhert et al. 2001) debido a que durante 10s primeros estadios larvales de 10s 

crustaceos existe una pobre actividad a nivel de tracto digestivo, el cual sera funcional a 

partir de 10s estadios postlarvales (Jones et al. 1997). 

La Artemia ha sido el zooplancton mas utilizado en la produccion de postlarvas de 

camaron. Sin embargo, a medida que la acuicultura se expande, su demanda (quistes, 

biomasa viva, congelada, etc.) supera la oferta, que en un 90% depende de las extracciones 

realizadas en el Gran Lago Salado de Utah (E.E.U.U.).  sta as varian con las condiciones 

ambientales, que eventualmente son desfavorables (Vinatea 1999). Las variaciones de las 

condiciones ambientales ademas de producir colapsos que incrementan 10s precios, 

obligan a la a rnodificacion de 10s protocolos ernpleados en larvicultura (Sorgeloos y 

Lavens 1998), lo cual puede afectar la calidad de las postlarvas producidas debido a un 

deficiente surninistro de alimento vivo (Cobo, Com. Per.). 



Por lo anterior, como una alternativa a la necesidad de alimento vivo para la larvicultura 

de L. vannamei se presenta a1 rotifero B. plicatilis, el cual puede ser producido a altas 

densidades en condiciones controladas (Dhert 1996). Ademas, debido a su pequefia talla, 

lento desplazamiento, habilidad de permanecer suspendido en la columna del agua, y de 

bioencapsular substancias nutritivas y profilacticas en menor tiempo que la Artemia, es 

ideal como alimento vivo (Lubzens et al. 1989). Los beneficios de su empleo en la 

larvicultura de camarones peneidos incluyen mayores supervivencias, disminucion del 

requerimientos de nauplios de Artemia (Ulloa 1992, Yamasaki e Hirata 1982), aumento 

del indice de estadio larvario, del peso seco de las postlarvas y de la resistencia a las 

pruebas de estres osmotico (CENAIM 1993b y Naessens et al. 1993). 

Pese a ser producido y empleado en la larvicultura comercial del CENAIM desde 1999 

(Cobo, Com. Per.), el uso de B. plicatilis en Ecuador ha sido subestimado debido 

principalmente a las grandes cantidades de rotiferos requeridas durante la larvicultura, alto 

requerimiento de microalgas e infraestructura para su cultivo, y la ocurrencia de colapsos 

que ocasionalmente se presentan en 10s cultivos. Por ello, con el animo de impulsar su uso 

en la produccion de postlarvas de L. vannamei, fueron realizados diferentes estudios 

orientados a la evaluacion de su produccion, preservacion y uso en larvicultura de L. 

vanname i. 



2. ANTECEDENTES 

2.1. ASPECTOS GENERALES DE Brachionus plicatilis 

B. plicatilis es un rotifero de aguas salobres compuesto de aproximadamente 1000 celulas. 

Estos filtran pequefias particulas de la columna del agua (bacterias o microalgas) por 

rnedio de la corona de cilios localizada en la region anterior del cuerpo (figura 1) que 

ademas usan para la locomocion (Fulks y Main 199 1). 

Corona de cilios 

Pene 

- Glindula pedal 

----A 
Pie 

Figura 1. Brachionusplicatilis indicando sus organos (modificado de Dhert 1996). 

El rango de talla esta entre 100 y 340 pm, y su incremento se debe solo a1 incremento del 

plasma celular. La epidermis se compone de una densa capa de queratina y proteinas, la 

lorica. La forma de la lorica y el perfil de las espinas y ornamentos permiten la 

determinacion de las diferentes especies y morfotipos. Suzuki (1 964) y Fukusho (1 989a) 

afirrnan que el tip0 de espinas (agudas u obtusas) permiten identificar subespecies. 



2.1.1. Ciclo de vida. El ciclo de vida comprende la via partenogenetica y la via sexual 

(figura 2). En la primera, que ocurre en condiciones ambientales normales, las hembras 

producen huevos diploides (2n), que dan lugar a hembras geneticamente iguales a sus 

progenitoras. La via sexual ocurre en condiciones desfavorables como respuesta 

fisiologica a la calidad del agua, altas densidades de cultivo y cambios en la cantidad y/o 

calidad del aliment0 (Lubzens et al. 1985). En este caso se producen hembras micticas y 

amicticas. Aunque ambas no son morfologicamente diferentes, las hembras micticas 

producen huevos haploides (n) que originaran machos haploides, predominando la 

reproduccion sexual y la produccion de huevos resistentes, que estaran en latencia hasta 

cuando las condiciones ambientales sean mejoradas (Dhert 1996, Fulks y Main 1991 y 

Fukusho 1989a). 

Izcmbra a m ~ c t ~ c a  

2 n 

ASEXUAL Condiciones 
favorables 

- - - - - - - - - -  
Condiciones 
desfavorables 

meiosis 

esperma 
h u r ' w  L I I I C ~ I C O  

Figura 2. Ciclo de vida de Brachionus plicatilis (modificado de Dhert 1996). 



2.1.2. Taxonomia. La clasificacion considerada para este estudio es la de Suzuki (1 964) 

que agrupa a 10s rotiferos dentro del phylum Aschelminthes (Tabla 1) y a B. plicatilis 

como un complejo de subespecies con diferencias morfologicas entre si. 

Tabla 1. Clasificacion taxonomica de Brachionus plicatilis (Segun Suzuki 1964). 

Phylum: Aschelminthes 
Clase: Rotatoria 

Subclase: Eurotatoria 
Orden: Monogonota 

Seccion: Brachionida 
Familia: Brachionidae 

Genero: Brachionus 
Especie: Brachionus plicatilis 

2.2. IMPORTANCIA DE Brachionus plicatilis 

2.2.1. Descubrimiento e im~ortancia en la larvicultura. Aunque B. plicatilis esta 

presente en aguas marinas y estuarinas, pudiendo formar parte de la dieta natural de las 

larvas silvestres, originalmente fue reconocido por 10s japoneses como un organism0 

dafiino para 10s cultivos de anguilas, pues por su alta tasa reproductiva agotaban el 

oxigeno de 10s estanques de cultivo (Fukusho 1989a). Este fenomeno fue llamado 

"desnaturalizacion del agua" y para prevenirlo se realizaron diferentes estudios entre 10s 

afios 1950 y 1960. De estos estudios se concluyo que por el contrario, su uso en la 

larvicultura de peces mejoraba la supervivencia de las larvas, siendo utilizados por primera 

vez en 1965 para alimentar larvas del pez Pargus major (Fukusho 1989a). 

B. plicatilis es ideal como aliment0 vivo debido a su pequefia talla, lento desplazamiento, 

habilidad de estar suspendidos en la columna de agua, facilidad relativa de cultivar a altas 

densidades y de bioencapsulacion de substancias nutritivas o profilacticas (Lubzens et al. 



1989 y Lubzens 1987). Su uso esta muy extendido en la larvicultura de peces y crustaceos 

marinos, siendo esencial en 10s programas de larvicultura de peces marinos (Dhert, 1996). 

2.2.2. Valor nutricional. La composicion bioquimica y valor nutricional es determinada 

por la dieta. Watanabe et al. (1983) observaron que 10s rotiferos alimentados con 

Nannochloropsis contenian en peso seco un 75% de proteinas, 22% de lipidos y 3% de 

cenizas mientras 10s alimentados con levaduras un 7 1 %, 17% y 12% respectivamente. 

Tambien observaron que a diferencia de 10s rotiferos alimentados con Nannochloropsis, 

10s alimentados con levaduras, eran pobres en acidos grasos altamente insaturados (AGAI) 

de las series 22: 5n - 3 y 26: 6n - 3 esenciales en la larvicultura de peces marinos 

(Watanabe et al. 1983). 

La capacidad de bioencapsulacion que presentan 10s rotiferos es aprovechada con el fin de 

mejorar su valor nutricional aumentando asi la supervivencia y crecimiento de las larvas 

alimentadas. De este modo, 10s niveles de AGAI de 10s rotiferos alimentados con 

levaduras pueden ser mejorados mediante la bioencapsulacion de microalgas como 

Nannochloropsis e Isochrysis, de diversos productos comerciales con excelente 

composicion de AGAI y niveles de proteinas, o preparaciones caseras como harina de 

calamar (Gatesoupe 1989) o aceite de higado de bacalao. La bioencapsulacion permite 

ademas el enriquecimiento de rotiferos con vitaminas y aminoacidos (Dhert 1996). 

2.3. CONDICIONES GENERALES DEL CULTIVO 

2.3.1. Salinidad. El rango de tolerancia de B. plicatilis a la salinidad oscila entre 1 y 97 

g/L siendo optimo entre 4 y 35 g/L (Dhert 1996). 



2.3.2. Temperatura. El rango optimo de temperatura varia de acuerdo a factores 

especificos e intraespecificos como especie o cepa (Fielder et al. 2000 y Dhert 1996). Los 

rotiferos del morfotipo L crecen mejor cuando la temperatura del agua esta entre 18 y 25 

OC mientras que 10s del morfotipo S crecen mejor entre 28 y 35 "C (Dhert 1996). 

2.3.3. Oxkeno disuelto. Esta reportado que 10s rotiferos pueden sobrevivir en aguas con 

niveles de oxigeno tan bajos como 2 ppm (Dhert 1996). 

2.3.4. I>H. En el medio natural 10s rotiferos pueden vivir a niveles de pH inferiores a 6,6. 

El rango optimo de produccion ha sido establecido entre 6,6 y 8,O (Hoff y Snell 1999). 

2.3.5. Amonio (NH3). En el agua 10s niveles de amonio no ionizado (NH3) estan en 

equilibrio con el ionizado (NH~') en una relacion N H ~ M H ~ '  que es afectada por la 

temperatura y el pH del agua. Altos niveles de NH3 son toxicos para 10s rotiferos por lo 

que en cultivos debe vigilarse que estos no superen 1 ppm de concentracion (Hoff y Snell 

1999 y Dhert 1996). 

2.3.6. Presencia de microbios. Los cultivos de rotiferos son adecuados para la 

proliferacion de microorganismos que pueden afectar el cultivo o representar un riesgo 

sanitario a las larvas por alimentar. Algunos microorganismos (Pseudomonas) producen 

vitamina B12, necesaria para la reproduccion de 10s rotiferos; otros son oportunistas que 

deterioran la calidad del agua y aparecen indicando exceso de materia organica (10s 

ciliados Euplotes y Uronema), tambien existen patogenos como las bacterias Vihrio spp y 

10s hongos Aspergillus que producen una disminucion drastica de la poblacion de rotiferos 

(Dhert 1996). 



2.4. PRODUCCION DE Brachionus plicatilis 

2.4.1. 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 1 999, Dhert 1996 y 

Fukusho 1989b). 

2.4.1.1. A l ~ a s .  Las dietas a base de algas abarcan una gran variedad de especies siendo N 

oculata, -introducida en la acuicultura por 10s japoneses con el nombre vulgar "Chlorella 

marinav- una de las mejores (Hoff y Snell 1999 y Fukusho 1989b). Otras algas que 

ofrecen a1 rotifero un alto valor nutritivo, debido a su contenido de vitaminas y acidos 

grasos esenciales son las pertenecientes a 10s gkneros Chae  tocer  os, Dunaliella, 

Pyramimomonas, Isochrysis y Tetraselmis (Hoff y Snell 1999). 

Los avances alcanzados en la produccion y procesamiento de las microalgas introducen la 

posibilidad de nuevas dietas para 10s rotiferos. Barclay y Zeller (1986) probaron el uso de 

Schizochytrium sp. secadas mediante deshidratacion (Spray dried) encontrando resultados 

semejantes a las mismas algas cuando se aplicaban frescas. Snell et al. en 1990 Vide Hoff 

y Snell, 1999) probaron el crecimiento de B. plicatilis empleando Nannochloropsis salina 

preservada mediante tres tipos de congelacion y dos tipos de deshidratacion, utilizando 

algas frescas como control. Las algas congeladas dieron un crecimiento del 30% y las 

deshidratadas del 70% comparado con las algas frescas. En un segundo experimento, 

compararon el crecimiento de 10s rotiferos alimentados con N. oculata seca y fresca, 

Tetraselmis suecica y levaduras de pan de las marcas ~ icrof ias t@,  L-10 yeast@, 7 8  yeast@ 

y Culture ~ e l c o @  observando que las algas secas indujeron un mayor crecimiento 



poblacional que las levaduras, concluyendo que las algas secas podian suplir las 

necesidades nutricionales de 10s rotiferos de un 80 a 90%. Sin embargo, su uso esta 

limitado por 10s costos de produccion. 

Lubzens et al. (1995) compararon el uso de Nannochloropsis congeladas a -20 "C con 

algas frescas, secas y levaduras, encontrando una tasa reproductiva del 81% en algas 

congeladas, 58% en Nannochloropsis seca, 76% en levaduras frescas y 38% en levaduras 

secas tomando como 100% a Nannochloropsis fresca. Tambien demostraron que el perfil 

de acidos grasos de 10s rotiferos alimentados con algas congeladas era semejante a 10s de 

las algas frescas indicando que Nannochloropsis congelada podia emplearse en la 

produccion de rotiferos con buenos resultados en la larvicultura de peces marinos. 

Santacruz (1999) empleando 10s crioprotectores dimetilsulfoxido (DMSO) a1 lo%, 

metanol a1 lo%, glicerol a1 10% y glicerol + glucosa a1 5% (en proporcion 1:l) en la 

conservacion de las algas Isochrysis galbana y Tetraselmis maculata probo su uso en la 

produccion de rotiferos. Los resultados no mostraron diferencias significativas (p<0.05), 

concluyendo que el crecimiento de 10s rotiferos no era afectado por el uso de 10s 

crioprotectores mencionados (Santacruz 1999). 

2.4.1.2. Levaduras. Los altos requerimientos de microalgas que limitaban la produccion 

de rotiferos para 10s programas de larvicultura en Japon, llevaron a introducir las levaduras 

como aliment0 alternativo (Fukusho 1989b). Pese a ser ricas en proteinas, este tip0 de 

cultivo es inestable presentandose ocasionalmente colapsos subitos, ademas de producirse 

rotiferos de un valor nutricional no adecuado para las larvas de peces y crustaceos (Dhert 

Gatesoupe 1 989 y Watanabe et al. 1983). Los col explicados en una po bre 



digestibilidad de las levaduras, deficiencia de vitamina B I Z  (Dhert 1996) y deterioro de la 

calidad del agua por exceso de materia organica (Hoff y Sell 1999). Ante ello diversos 

autores proponen: 1) combinar el uso de levaduras con Chlorella o Nannochloropsis; 2) 

adicionar a 10s cultivos vitamina BIZ,  o bacterias productoras de esta vitamina (Hoff y 

Snell 1999, Dhert 1996 y Gatesoupe, et al. 1989); 3) el posterior enriquecimiento de 10s 

rotiferos (Dhert 1996); 4) emplear levaduras formuladas como o - yeast que 10s japoneses 

producian a1 cultivar Saccharonzyces cerevisiae en medio enriquecido con aceite de higado 

de calamar (Fukusho 1989b) o Culture ~elco",  que es S. cerevisiae formulada con un 

balance de acidos grasos de las series 22: 5n - 3 y 22: 6n -3 (Lavens et al. 1994); y 5) 

emplear levaduras marinas como Candida y Rhodotorula (Dhert 1996). 

2.4.2. Densidad de siembra. La densidad a inocular depende tanto del tipo de aliment0 

como del sistema de cultivo. Dhert (1996) recomienda densidades entre 50 y 100 

rotiferosImL cuando se usa N oculata a 6 x 1 o6 celsImL en sistemas de cultivo por lotes. 

La densidad de siembra permite clasificar 10s cultivos como extensivos cuando esta es de 

50 a 100 rotiferos1mL y el volumen de 10s tanques de 100 a 150 m3, e intensivos cuando la 

densidad varia de 500 a 1000 rotiferoslmL y el volumen de 10s tanques de 1 a 2 m3 

(Fukusho 1989b). 

2.4.3. Sistemas de cultivo. Su clasificacion depende del tipo de cosecha, manejo del agua 

y alimentos. Hoff y Snell ( I  999) y Dhert (1 996) se refieren a la clasificacion segun el tip0 

de cosecha como sistema de recoleccion completa (batch), que tiene dos variantes: 

densidad constante (BDC), donde el volumen del tanque incrementa a lo largo del cultivo 

sin afectar la densidad, y recoleccion completa con volumen constante (BVC). Otros 

sistemas son el semi-continuo, cuando a partir del tercer dia se hacen cosechas parciales 



reponiendose el volumen del tanque; y el continuo cuando se cosecha un volumen 

especifico y se renueva el medio manteniendo la poblacion en fase logaritmica mediante 

un control ya sea quimostatico (nivel estable de nutrientes) o turbidostatico (densidad 

constante de rotiferos). Fulks y Main (1991) se refieren a 10s sistemas segun el manejo del 

agua y alimentos como el sistema Galveston, donde se usa agua sin filtrar, se alimenta con 

levaduras marinas y la cosecha se hace en la superficie; y el de retroalimentacion, donde el 

agua de desecho es tratada por bacterias, y 10s nutrientes liberados son usados para 

fertilizar microalgas, las cuales son cultivadas en tanques separados. Estas algas son 

utilizadas para la alimentacion de 10s rotiferos. 

2.5. IMPORTANCIA DE LASBACTERIAS EN LA PRODUCCION DE Brachionus plicatilis 

Existen numerosos trabajos relacionados con el empleo o control bacteriano en 10s 

cultivos de rotiferos. En 1988, Yu et al. encontraron 8 cepas productoras de vitamina Biz, 

de las cuales 6 correspondian a1 genero Pseudomonas. Estas bacterias inoculadas en 10s 

tanques de cultivo mejoraron la reproduccion y crecimiento de 10s rotiferos evidenciando 

la importancia de ciertas cepas en la produccion de B. plicatilis. Posteriormente, Yu et al. 

(1989) realizaron un balance de 10s niveles de vitamina B l2  en tanques alimentados con 

levaduras, encontrando que 10s niveles presentes en la cosecha eran superiores a 10s 

introducidos a traves del aliment0 como resultado de la proliferacion de Pseudomonas y 

otras especies productoras de esta vitamina. En un siguiente estudio Yu et al. (1990), 

estudiaron la toxicidad de Vibrio alginolyticus concluyendo que el afloramiento de este 

tipo de bacterias en tanques alimentados con levaduras podia estar incidiendo en las caidas 

repentinas de 10s cultivos. 



Nicolas y Joubert (1986) estudiando las bacterias asociadas a 10s cultivos de rotiferos 

encontraron predominio de Pseudomonas. Gatesoupe (1989) encontro que algunas 

bacterias autoctonas de 10s cultivos de rotiferos afectaban la supervivencia de las larvas de 

lenguado, mientras la adicion de cepas especificas mejoraban la tasa de produccion de 

rotiferos y el crecimiento de las larvas. Gatesoupe et al. (1989) encontraron que la 

aplicacion de lactobacterias reducia las poblaciones de aerobios en 10s tanques de cultivo, 

mejoraba el crecimiento de las poblaciones de rotiferos y disminuia la mortalidad de larvas 

de Paralichthys olivaceus. En estudios posteriores Gatesoupe (1991) identifico en 

Lactobacillus plantarum funciones probioticas a1 incrementar la tasa de crecimiento y 

valor nutricional de 10s rotiferos asi como mejorar la supervivencia de larvas de rodaballo. 

Skejermo y Vadstein (1993) caracterizaron la flora bacteriana de cultivos masivos de B. 

plicatilis alimentados con levadura y durante la fase de enriquecimiento, encontrando 

concentraciones variables entre 0,6 y 2,5 x 10' bacterias por mL y 1,8 a 7,6 UFCimL 

respectivamente, de igual manera, la composicion de la microflora del cultivo vario de 

bacterias de 10s generos Cytophaga y Flavobacterium, a Pseudomonas y Alcaligenes. 

Douillet (2000) inoculo cepas de bacterias marinas puras y combinadas en tanques de 

rotiferos, alimentados con una dieta artificial libre de bacterias. Los resultados indicaron 

mayores crecimientos de B. plicatilis y Brachionus rotundiformis en 10s tratamientos 

inoculados con Alteromonas y sus combinaciones. 



2.6. PRESERVACION DE Brachionus plicatilis 

El reto de proporcionar constantemente rotiferos a 10s programas de larvicultura introdujo 

la necesidad de probar diferentes modos de preservacion y su uso posterior. Lubzens et al. 

(1990) conservando rotiferos vivos a 1 "C encontraron que estos sobrevivian entre 7 y 10 

dias de almacenamiento. Lubzens et al. (1 99 1) observaron que a una densidad de 1000 

rotiferoslml pueden ser almacenados a 4 "C y 10 g/L para su posterior uso en larvicultura. 

Toledo et al. (1991) observaron que embriones de rotiferos gradualmente congelados con 

DMSO hasta -20 "C y luego almacenados en nitrogen0 liquid0 conservaban una 

supervivencia promedio entre el 36 y 58% dependiendo de la cepa y la especie. Holt 

(1992) probo el uso de rotiferos sin preservantes a -80 "C en la larvicultrua del pez 

Scianops oscellatus, observando menores supervivencias que en el control; estas 

diferencias se explicaron en la lixiviacion de nutrientes y enzimas digestivas de 10s 

rotiferos congelados, una vez aplicados en 10s tanques de larvicultura. Balompapueng et 

al. (1997) probando la viabilidad de eclosion de 10s quistes preservados por liofilizacion y 

enlatado a diferentes presiones, encontraron que es posible preservar 10s quistes libres de 

bacterias que afecten su tasa de eclosion mediante liofilizacion y enlatado a 88 

kilopascales. Assavaare et al. (2001) encontraron que B. plicatilis y B. rotundiformis 

pueden ser confinados vivos a una densidad entre 2000 y 20000 rotiferoslml a 4 "C por un 

tiempo no mayor a 14 dias, pudiendo ser usados en larvicultura o para inoculacion de 

tanques de cultivo. 



2.7. US0 DE Brachionus-plicatilis EN LA LARVICULTURA DE CAMARONES 

Diversos autores han observado beneficios en el uso de rotiferos en la larvicultura de 

camarones a1 obtener mayores supervivencias de Marsupenaeus japonicus (Yamasaki e 
\ 

Hirata 1982), Penaeus semisulactus y Melicertus kerathurus (Ulloa 1992). 

Yarnasaki e Hirata (1982) comparando el uso de B. plicatilis vivos y congelados a -20 "C 

en la larvicultura de M japonicus en 10s estadios de Mysis 1 a PL2 encontraron que no 

habian diferencias significativas en la supervivencia de las larvas cuando 10s rotiferos 

eran alimentados con "Chlorella marina". 

Ulloa (1992) caracterizo y evaluo el uso de B. plicatilis vivos y congelados a -20 "C en la 

larvicultura de L. vannamei y Farfantepenaeus brevirostris sugiriendo que su uso es 

adecuado durante 10s estadios de Zoea y Mysis siempre y cuando se empleen vivos y 

enriquecidos con forrnulaciones ricas en AGAI. Ademas, su uso en la larvicultura fue visto 

como una alternativa para bajar 10s costos de produccion de postlarvas (Ulloa 1992). 

Naessens et al. (1993) emplearon rotiferos como suplemento en la larvicultura de L. 

vannamei durante 10s estadios Zoea 2 a Mysis 3, anotando que B. plicatilis acelera el 

desarrollo larval. Tambien observaron que la adrninistracion prolongada de rotiferos 

incrementaba el peso seco de las postlarvas y la resistencia a la prueba de estres osmotico 

(Naessens et al. 1993). 

En 1993, en el CENAIM se realizaron pruebas sobre produccion y uso de B. plicatilis en 

In larvicultura de L. vannamei observandose que las mayores producciones eran 



alcanzadas empleando el alga Chlorella sp. o dietas artificiales a base de levaduras 

(CENAIM 1993a). En 10s experimentos de larvicultura se observ6 que las larvas 

alimentadas con rotiferos presentaban mayor resistencia a las pruebas de estrks osmotico y 

un mayor indice de estadio larvario que las que no fueron alimentadas con rotiferos 

(CENAIM 1993b). En 1994 B. plicatilis h e  probado en dos laboratorios comerciales de 

production de postlarvas de L. vannamei del Ecuador, alcanzando porcentajes de 

supervivencia del 60 a1 80% (CENAIM 1994). Desde 1999 se utiliza en la producci6n 

comercial de larvas del CENAIM substituyendo en un 50% el suministro de Artemia. 



3. MATERIALES Y METODOS 

3.1. CONDICIONES EXPERIMENTALES 

El disefio experimental aplicado en todos 10s experimentos fue el del modelo 
1 

completamente aleatorizado, empleando cuatro replicas por tratamiento. Los experimentos 

fueron realizados en tanques cilindro-conicos de 50 L. La temperatura del agua vario 

segun las condiciones ambientales (22,O + 2,O "C de mayo a noviembre, y 27,O f 2,5 "C de 

diciembre a abril) y fue determinada con termometro de * 0,l "C de exactitud. La 

salinidad se determino utilizando un refractometro Atago S-100 de * 1 g/L de exactitud. 

En el caso de 10s experimentos con rotiferos alimentados con microalgas y combinaciones 

de microalgas y levaduras la salinidad fue de 34 * 1 g/L, y de 20 * 1 g/L cuando se 

emplearon levaduras y probi6ticos; esta salinidad se obtuvo mezclando agua de mar y 

agua del grifo. 

En 10s cultivos de rotiferos alimentados con microalgas, la densidad de inoculacion fue de 

50 * 5 rotiferosImL, mientras en 10s cultivos con levaduras, mezclas de microalgas y 

levaduras, y experimentos con probioticos la densidad de inoculacion fue de 100 * 10 

rotiferos/mL. La densidad se determino diariamente, mediante el calculo del numero 

promedio de individuos presentes en cinco muestras de 100 * 5 pL. El p a r h e t r o  de 

evaluacion fue la tasa especifica de crecimiento (TEC) obtenida a1 cuarto dia de cultivo. 

/. Nd - /. NO 
Las TEC fueron calculadas mediante la ecuacion TEC= , donde: InN es el 

d 
logaritmo natural de la densidad determinada en el dia de cultivo d, / ,No el logaritmo 

natural de la densidad de inoculacion, y d el tiempo en dias. Los cultivos tuvieron una 

duracion de cinco dias, contados de 0 (dia de inoculaci6n) a 4 (dia de cosecha). 



Fueron desarrollados dos experimentos con tres repeticiones de cada uno, de acuerdo a lo 

indicado en la tabla 2. Los rotiferos fueron cultivados en sistema de recoleccion completa, 

siendo la temperatura del agua de 22,O & 2,O "C. 

I 

Tabla 2. Experimentos realizados para la evaluacion de la produccion de 10s morfotipos 

SS, S, L y XL del rotifero Brachionusplicatilis 

EXPERIMENTOS TRATAMIENTOS 
Alimentacion con Nannochloropsis Morfotipo SS 
oculata. ~ o r f o t i ~ o  S 

Morfotipo L 
Morfotipo XL 

Alimentacion con Culture Selco (CS) Morfotipo SS 
Morfotipo S 
Morfotipo L 

Morfotipo XL 

3.2.1. Evaluaci6n de la producci6n en cultivos alimentados con N. oculata. Los 

tanques fueron llenados con 20 L de N. oculata a una concentracion de 6 x lo6 cels/mL. 

Posteriormente, fueron inoculados con rotiferos de 10s morfotipos SS, S, L y XL, 

yrovenientes de cultivos en tanques de 500 L, adaptados previamente a la alimentacion 

con la microalga mencionada. Diariamente se determino la densidad celular en 10s tanques 

a fin de calcular el volumen de microalgas necesario para mantener la concentracion 

celular indicada anteriormente. 

3.2.2. Evaluaci6n de la producci6n en cultivos alimentados con CS. Previo a la 

inoculacion, 10s rotiferos fueron aclimatados durante cuatro horas a la salinidad de cultivo 

(20 g/L), siendo alimentados con CS. Los tanques fueron Ilenados a 50 L, siendo 

inoculados 10s rotiferos una vez transcurrido el tiempo de aclimatacion. CS fue 

suministrado diariamente cada cuatro horas a una racion e 0,55 g/106 rotiferos. 



3 . 3 .  EVALUACION DE LA PRODUCCION DE ROTIFEROS A PARTIR DE 

DIFERENTES DIETAS 

El uso de microalgas vivas y criopreservadas, el uso de levaduras, y el uso de 

combinaciones de levaduras y microalgas fue evaluado en experimentos diferentes, a 

traves de cultivos en sistema de recoleccion completa. La temperatura del agua durante la 

realizacion de 10s experimentos fue de 27,O. * 2,5 "C. 

3.3.1. Evaluaci6n del uso de microalpas vivas v criopreservadas. Las microalgas I. 

galbana, N. oculata y T. maculata fueron empleadas de acuerdo a lo indicado en la tabla 3. 

Tabla 3. Tratamientos y raciones establecidos en el experiment0 realizado para evaluar la 

produccion de rotiferos a partir de diferentes microalgas. 

TRATAMIENTOS RACION 
(x 10' celslrotifero) 

Microalgas vivas: 
Nannochloropsis oculata 1,OO - 1,50 
Tetraselmis maculata 0,06- 0,12 
Isochrysis galbana 0,40 - 0,48 
N. oculata + T. maculata Proporcih 5050 
N. oculata + I. galbana Proporcih 5050  
T. maculata + I. galbana Proporcion 50:50 
Microalgas criopreservadas: 
Nannochloropsis oculata 1,OO - 1,50 
Tetraselmis maculata 0,06- 0,12 
Isochrysis galbana 0,40 - 0,48 
N. oculata + T. maculata Proporcion 5050 
N. oculata + I. galbana Proporcidn 5050 
T. maculata + I. galbana Proporci6n 5050  

Las algas fueron proporcionadas por el laboratorio de fitoplancton del CENAIM, siendo 

cultivadas con medio Guillard F/2 en tanques de cultivo masivo. Para la criopreservacion, 

microalgas vivas fueron concentradas por centrifugacion a 8600 rpm empleando un 

separador marca Alfa Laval, modelo MAB103B-24. Los concentrados fueron 

homogeneizados con un agitador magnetico, en una fiola de vidrio, adicionando el 



criopreservante glicerol a1 10% 'I,. Una vez homogeneizados, fueron almacenados en 

bolsas plasticas autosellables, y refrigerados a -20 "C, para ser utilizados luego de 15 dias 

de criopreservaci6n. 

3.3.2. Evaluacih del uso de levaduras. Se emplearon las levaduras de pan Levapan@ 

fresca y Levapan@ seca, la dieta artificial CS y la levadura marina Candida glabrata, de 

acuerdo a lo indicado en la tabla 4. C. glabrata se suministr6 a una raci6n diaria. ~ s t a  fue 

producida en medio liquido compuesto por melaza, fertilizantes agricolas (urea y fosfatos) 

y agua de mar. Las levaduras Levapbn" fresca, Levapcin@ seca y CS fueron suministradas 

cada cuatro horas. 

Tabla 4. Tratamientos y raciones establecidos en el experimento realizado para evaluar la 

producci6n de rotiferos a partir de diferentes levaduras. 

TRATAMIENTOS RACION 

~evapdn@ fresca 1 g/l 06rotiferos 
~evapcin@ seca 0,35g/1 06rotiferos 
CS 0 ,55~/ l  06rotiferos 
Candida glabrata 200 ml de suspension de 

1.45 x 1 o9 cels/mL 

3.3.3.  Evaluaci6n del uso de combinaciones de levaduras v microaleas. El 

experimento se realiz6 de acuerdo a lo indicado en la tabla 5. El dia 0 de cultivo 10s 

rotiferos fueron inoculados en tanques llenados hasta la mitad con microalgas procedentes 

de cultivos masivos. El dia 1 se duplic6 el volumen de 10s tanques, y desde el dia 2, de 

acuerdo a lo propuesto por Dhert (1996) fueron suministradas las levaduras. A1 igual que 

en el experimento anterior, C. glabrata se suministro a una raci6n diaria, mientras 

~evapdn" fresca y CS fueron suministradas cada cuatro horas. 



Tabla 5. Tratamientos y raciones establecidos en el experimento realizado para evaluar la 

produccion de rotiferos a partir de combinaciones de levaduras y microalgas. 

TRATAMIENTOS RACION DE DENSIDAD DE LAS 
LEVADURAS MICROALGAS 

Levap&@ fresca + N. oculata 
Levapcina fresca + T. maculata 
Levapcina fresca + I. galbana 
CS + N. oculata 
CS + T. maculata 
CS + I. galbana 
C. glabrata + N. oculata 
C. glabrata + T. maculata 
C. glabrata + I. galbana 

0,75 gll 06rotiferos 6 x 1 o6 celslml de N. oculata 
6,35 x 10' celslml de T. maculata 
1,5 x lo6 celslml de I. galbana 

0.55 g/l 06rotiferos 6 x 1 o6 celslml de N. oculata 
6,35 x 10' cels/mL de T. maculata 
1,5 x 1 o6 celslml de I. galbana 

100 ml de suspension 6 x 1 o6 celslml de N. oculata 
de 1,45 x 1 O' celslml 6,35 x 10' celslml de T. maculata 

1,5 x 1 o6 celslml de I. galbana 

3.4. EVALUACION DEL U S 0  DE BACTERIAS NITRIFICANTES Y Vibrio 

alpinolyticus EN LA PRODUCCION DE Brachionus plicatilis 

El uso de bacterias nitrificantes, Vibrio alginolyticus y combinacion de bacterias en la 

produccion de B. plicatilis fue evaluado en cultivos de rotiferos alimentados con ~ e v a ~ a n "  

fresca, de acuerdo a lo indicado en la tabla 6. La alimentacion se hizo suministrando 

diariamente 1 g/l 06rotiferos de levadura. Durante la realizacion de este experimento la 

temperatura del agua fue de 22,O * 2,O "C. 

Tabla 6. Tratamientos establecidos para la evaluacion del uso de bacterias nitrificantes y 

Vibrio alginolyticus en la produccion de Brachionus plicatilis. 

TRATAMIENTOS ADICION DE 
BACTERIAS (UFCImL) 

Control No adicion 
Vibrio alginolyticus 1 10' 
Bacterias nitrificantes 1 x 10' 
Bacterias nitrificantes + V. alginolyticus Proportion 1 : 1 

Con el fin de deterrninar posibles efectos sobre la calidad del agua en 10s cultivos fueron 

medidos 10s niveles de amonio total como Nitrogen0 (TAN, siglas en ingles) y pH 10s dias 

0 ,2  y 4 de cultivo. Los niveles de TAN fueron determinados mediante la tecnica del fen01 



descrita por Solorzano (1984). La determinacion del pH fue realizada utilizando un 

potenciometro marca TOA HM-5s de 0,01 de exactitud. 

Todas las bacterias fueron proporcionadas por el Departamento de Microbiologia del 

CENAIM. Las bacterias nitrificantes fueron cultivadas en agua de peptona y extract0 de 

levaduras, empleando como inoculo una muestra de ~ b i $  (Avecom, Bdgica). Por otro 

lado, la cepa probiotica de V. alginolyticus, que es usada en el CENAIM en la larvicultura 

de L. vannamei fue cultivada en medio liquido de LB Broth ~ a s e "  (Oxoid, Inglaterra). 

3.5. EVALUACION DE DIFERENTES METODOS DE PRESERVACION DE Brachionus 

plicatilis Y SU US0 EN LA LARVICULTURA DE Litopenaeus vannamei 

3.5.1. Evaluacibn de mitodos de ~reservacih.  Rotiferos enriquecidos con DHA ~elco"  

fueron preservados mediante 10s mitodos de liofilizacion, congelacion por inmersion en 

nitrogen0 liquido, congelacion a -4, -20, -80 "C sin preservantes, y con 10s preservantes 

metanol a1 10% y DMSO a1 10%. El criterio de evaluation fue el estado presentado por las 

loricas despuks de 15 dias de almacenamiento. Para ello fueron observadas a1 microscopio 

muestras de cada tip0 de preservacion. 

3.5.1.1. Preservation por liofilizacion. Los rotiferos para liofilizacion fueron depositados 

en una bolsa plastica, sellada, que se extendio en capa delgada, para ser congelados a -80 

"C durante 24 horas. Una vez congelados, fueron deshidratados en un liofilizador Eyela 

DRC-1 durante 36 horas. Luego de ser liofilizados fueron almacenados en refrigerador 

domestic0 a una temperatura de 4 "C. 



3.5.1.2. Preservacion por inrnersion en nitrogeno liquido. Los rotiferos fueron confinados 

en tubos Falcon de 15 mL, e introducidos en nitrogeno liquido durante dos minutos. 

Posteriormente fueron almacenados en un congelador de -20 "C. 

3.5.1.3. Preservacion por con~elacion sin preservantes. En la congelacion sin preservantes 

10s rotiferos fueron depositados en bolsas plasticas, selladas y extendidas en capa delgada. 

Las bolsas fueron almacenadas a -4, -20 y -80 "C. 

3.5.1.4. Preservacion por congelacion utilizando preservantes. Los rotiferos fueron 

previamente homogeneizados en un vaso de precipitado agregando 10 mL de DMSO o 

metanol, agitando suavemente con una varilla de vidrio, a fin de no romper las loricas de 

10s rotiferos. Una vez homogeneizados, fueron depositados en bolsas plasticas, 

extendihdose en capa delgada y almacenandose a -4, -20 y -80 "C. 

3.5.2. Evaluaci6n del uso en larvicultura. Larvas de L. vannamei fueron cultivadas 

segun el rkgimen de alimentacion y manejo del CENAIM (CENAIM 1999). El grupo 

control fue alimentado con rotiferos vivos a1 50% de sustitucion de nauplios de Artemia 

(SNA), y 10s grupos de experimentacion fueron alimentados con rotiferos vivos 

suministrados a1 100% de SNA, y rotiferos preservados segun 10s mktodos indicados 

anteriormente (tabla 7). El parametro de evaluacion fue el porcentaje de supervivencia en 

el estadio PL12, determinado mediante la ecuacion %Sup = PL12jrojr x 100, donde PL,,, 
4 i n o c  

es el n h e r o  total de PL12 producidas y NJinOCC el n h e r o  total de nauplios Ns inoculados. 



Tabla 7. Tratamientos establecidos para la evaluacion del uso del rotifero Brachionus 

plicatilis en la larvicultura de Litopenaeus vannamei. 

TRATAMIENTOS TIPO DE APLICACION TIP0 DE 
SNA -- 

1 (control) Rotiferos vivos 5 0% 
Rotiferos vivos 
Rotiferos congelados sin preservantes a -4 "C 
Rotiferos congelados sin preservantes a -20 "C 
Rotiferos congelados sin preservantes a -80 "C 
Rotiferos congelados con metanol a -4 "C 
Rotiferos congelados con metanol a -20 "C 
Rotiferos congelados con metanol a -80 "C 
Rotiferos congelados con DMSO a -4 "C 
Rotiferos congelados con DMSO a -20 "C 
Rotiferos congelados con DMSO a -80 "C 
Rotiferos liofilizados 

13 Rotiferos congelados en Nitrogeno liquid0 5 0% 
SNA. - Substitution de nauplios de Artemia 

Durante el experiment0 10s tanques fueron cubiertos con plastic0 a fin de evitar que la 

temperatura del agua bajase demasiado. En promedio esta fue de 28,5 * 2,5 "C, mientras 

que la salinidad fue de 34 * 1 g/L. 

Adicionalmente se aplicaron las pruebas de estres osmotico, por formalina, osmotico 

combinado con formalina, y de nado en contracorriente, estandarizadas en el CENAIM 

para evaluar la calidad de las postlarvas. En cada prueba se emplearon tres replicas por 

tratamiento, las cuales contenian 10 individuos por replica. En la prueba de estres 

osmotico, las PL12 heron sometidas a un carnbio brusco de salinidad de 35 a 0 g/L durante 

30 minutos, despues se carnbio a 35 g/L. En la prueba de estres por formalina las PL12 

fueron sometidas a una concentracion de 1400 ppm durante 60 minutos. En la prueba 

combinada se emple6 la misma concentraci6n de formalina a una salinidad de 10 g/L. En 

la prueba de nado en contracorriente las PL12 fueron sometidas a una corriente de 0.14 

Llseg durante 2 minutos, utilizando el aparato ilustrado en la figura 3.  A1 final se 



determinaron 10s porcentajes de supervivencia de las postlarvas a las pruebas de estres y 

10s porcentajes de resistencia a la prueba de nado en contracorriente. 

Diiimetro del reservorio 
(14 pulgadas) V6lvulas de 

.............................. control dcl fhjo 

Alto del tanque* 
(30 cedm.m) ; 

*a 
d a  de la con-imte 
agua (I pdgda)  2 

Alto dal j 
andan~io / 

( 1.6 metros) / 

Control de rebose del tanque 
(2 pulgadas) 

Figura 3. Aparato utilizado para realizar la prueba de nado en contracorriente (modificado 

de Santacruz y Cobo 2001). 

El manejo de 10s datos se realizo con 10s programas Excel (Microsoft Office 2001) y 

Statistics 4.0 ( Statsoft, Inc.). Una vez tabulados 10s datos, se aplic6 la prueba de Bartlet 

con el fin de verificar homogeneidad en sus varianzas. En algunos casos la homogeneidad 

fue observada despues de aplicar transformacion cuadratica o transformacion arcoseno de 

raiz cuadrada. Posteriormente, dependiendo si sus varianzas eran o no homogeneas, 10s 

datos fueron analizados mediante analisis de varianza de una via o la prueba no 

parametrica de Kruskal Wallis a un nivel de significacion a = 0,05. 

En el caso de 10s datos analizados mediante analisis de varianza de una via, cuando se 

determinaron diferencias significativas entre 10s tratamientos se aplico la prueba de 



contraste de Tukey. En el caso de 10s datos analizados mediante la ttcnica de Kruskal 

Wallis, se aplico prueba no paramttrica de Dunn. Estas pruebas fueron utilizadas debido a 

su poder para detectar diferencias significativas @<O, 0.5) entre medias de igual o diferente 

numero de rtplicas, y tener un error experimental inferior a cc (Zar 1999). 

Los porcentajes de supervivencia y resistencia que presentaron las PLlz en el experiment0 

de larvicultura, en las pruebas de estrts y de nado en contracorriente fueron analizados 

mediante la prueba de correlacion simple de Spearman. Esta prueba se basa en el calculo 

de un valor r,, que se utiliza para probar la hipotesis nula Ho: no existe correlacion entre 

las variables (Gibbons 1 997). 



4. RESULTADOS 

4.1. EVALUACION DE LA PRODUCCION DE LOS MORFOTIPOS SS, S, L Y XL 

Las tablas 8 y 9 muestran las densidades y tasas especificas de crecimiento (TEC) que 

presentaron 10s diferentes morfotipos de B. plicatilis a1 cuarto dia de cultivo. Durante la 

primera repetici6n con N. oculata 10s morfotipos S y L presentaron las mayores TEC 

(p<0,05). En la segunda repeticion, las TEC de 10s morfotipos L y XL no presentaron 

diferencias significativas entre si, y fueron significativamente superiores (p<0,05) a las TEC 

de 10s morfotipos SS y S. En la tercera repetici6n 10s morfotipos L y XL presentaron la 

mayor TEC (p<0,05), seguidos por SS, cuya TEC no present6 diferencias significativas con 

el morfotipo L; y por el morfotipo S, el cual present6 la menor TEC (tabla 8). 

Tabla 8. Densidad (rotiferos1mL) y tasa especifica de crecimiento (TEC) presentada por 

10s morfotipos de Brachionus plicatilis a1 cuarto dia de cultivo, durante las tres 

repeticiones del experimento con Nannochloropsis oculata. 

REPETICIONES 
MORFOTIPOS 1 2 3 

DENSIDAD TEC DENSIDAD TEC DENSIDAD TEC 
SS 18 1,7 f 24,8 0,378~ 40,8 f 8,3 -0,0 1 9b*C 176,7 f 3 1,5 0,2 1 4b 

XL 100,0*21,5 0,291b 66,7*11,3 0,l 14a 250,O f 20,4 0,3211a 
Se empled Analisis de varianza de una via y la prueba de Tuhy en el analisis de 10s datos. 
Los exponentes distintos indican diferencias significativas (p<0,05). 

Durante la primera repetici6n del experimento con CS la TEC del morfotipo SS fue 

significativamente superior (p<O, 05) a las de 10s morfotipos S y XL, per0 no a la TEC del 

morfotipo L. La TEC de kste no present6 diferencias significativas con 10s morfotipos S y 

XL. Durante la segunda repeticion, 10s morfotipos S, SS y XL fueron semejantes entre si 



y significativamente superiores (p<0,05) a la del morfotipo L. Durante la tercera 

repetition la TEC presentada por el morfotipo XL fue semejante a las TEC de 10s 

morfotipos SS y S, y significativamente superior a la del morfotipo L (p<0,05); las TEC 

de SS y S no presentaron diferencias significativas con la TEC del morfotipo L (tabla 9). 

Tabla 9. Densidad (rotiferos1mL) y tasa especifica de crecimiento (TEC) presentada por 

10s morfotipos de Brachionus plicatilis a1 cuarto dia de cultivo, durante las tres 

repeticiones del experiment0 con Culture ~elco". 

REPETICIONES 
MORFOTIPOS 1 2 3 

DENSIDAD TEC DENSIDAD TEC DENSIDAD TEC 
S S 377,8 * 42,2 0,313" 340,8 * 43,8 0,332" 260,8 * 38,O 0,249"~~ 
S 155,1*80,3 -0,217~ 318,0*28,1 0,28 la  225,8 * 42,7 0,236'~ 
L 15 1,6 * 80,3 0,038"~~ 135,8 * 68,6 0, 1 2 7 ~  198,3 * 87,2 0,211 

XL 41,1*9,6 -0,216~ 319,2 * 74,7 0,309" 415,O * 65,l 0,309" 
Se empleo Analisis de varianza de una via y la prueba de Tukey en el analisis de 10s datos. 
Los exponentes distintos indican diferencias significativas (p<0,05). 

Debido a que las TEC alcanzadas por 10s morfotipos al cuarto dia de cultivo en 10s con N 

oculata y CS variaron entre experimentos, y a que se iniciaba la temporada de aguas calidas 

(27,O f 2,5 "C) se eligio el morfotipo S para las siguientes evaluaciones. Este morfotipo es 

producido en el CENAIM y utilizado en la larvicultura comercial de L. vannamei. 

4.2. EVALUACION DE LA PRODUCCION DE ROT~FEROS A PARTIR DE 

DIFERENTES DIETAS 

4.2.1 Evaluaci6n del uso de microalpas vivas v crio~reservadas. La tabla 10 presenta 

las densidades y las TEC alcanzadas por el morfotipo S de B. plicatilis a1 cuarto dia de 

cultivo. Previo a1 analisis estadistico de 10s resultados, fue necesario aplicar la 

transformacion cuadratica y ' 6 .  Las mayores TEC @<0,05) fueron observadas en 10s 



rotiferos alimentados con I. galbana viva y las combinaciones de microalgas vivas T. 

maculata + I. galbana, N oculata + I. galbana y N oculata + T. maculata, seguidos de 

10s rotiferos alimentados con T. maculata viva, T. maculata criopreservada y N oculata + 

T. maculata criopreservada. N. oculata viva, I. galbana criopreservada, y sus 

combinaciones produjeron TEC negativas. En estos cultivos se produjo deterioro de la 

calidad del agua y proliferacion de protozoarios. 

Tabla 10. Densidad (rotiferos/mL) y tasa especifica de crecimiento (TEC) presentadas por 

Brachionus plicatilis a1 cuarto dia de cultivo, durante la evaluacion del uso de 

microalgas vivas y criopreservadas. 

MICROALGAS DENSIDAD TEC 

Microalgas vivas 
Nannochloropsis oculata 
Tetraselmis maculata 
Isochrysis galbana 
N. oculata + T. maculata 
N. oculata + I. galbana 
T. maculata + I. galbana 

Microalgas criopreservadas 
Nannochloropsis oculata 
Tetraselmis maculata 
Isochrysis galbana 
N. oculata + T. maculata 
N. oculata + I. galbana 
T. maculata + I. galbana 9,5 * 6,5 -0,l 82d 
Se empleo Analisis de varianza de una via y prueba de Tukey para n# nh en el analisis de 10s datos. 
Los exponentes distintos indican diferencias significativas (p<0,05). 

4.2.2. Evaluacidn del uso de levaduras. La tabla 11 presenta las TEC alcanzadas a1 

cuarto dia de cultivo por el morfotipo S de B. plicatilis alimentado con las levaduras 

Levaphn" fresca, ~evaphn@ seca, CS y C. glabrata. Las TEC de 10s rotiferos alimentados 

con CS, Levaphn@ fresca y Levaphn@ no presentaron diferencias significativas entre si, y 

fueron significativamente superiores a las TEC (p<O, 05) de 10s rotiferos alimentados con 

C. glabrata. Los cultivos presentaron proliferaci6n de protozoarios ciliados y sksiles sobre 

10s rotiferos, siendo mayor en 10s cultivos realiazados con C. glabrata. 



Tabla 11. Densidad (rotiferos1mL) y tasa especifica de crecimiento (TEC) presentada por 

Brachionusplicatilis a1 cuarto dia de cultivo, durante la evaluacion del uso de 

levaduras. 

LEVADURAS DENSIDAD TEC 
Culture ~ e l c o @  120.6 * 16.7 0.059a 
Levapcin@ fresca 
Levapcin@ seca 
Candida dabrata 
Se empleo Analisis de varianza de una via y la prueba de Tukey en el analisis de 10s datos. 
Los exponentes distintos indican diferencias significativas (p<0,05). 

4.2.3. Evaluacih del uso de combinaciones de levaduras v microal~as. La tabla 12 

muestra las densidades y TEC alcanzadas por el morfotipo S de B. plicatilis alimentado con 

diferentes combinaciones de levaduras y microalgas a1 cuarto dia de cultivo. Los rotiferos 

alimentados con C. glabrata + T. maculata, C. glabrata + N oculata, CS + N oculata y 

CS + T. maculata presentaron TEC semejantes entre si y significativamente superiores 

@<0,05) a las TEC de 10s rotiferos alimentados con Levapdn" + T. maculata y Levapdn" + 

N oculata. Las TEC de 10s rotiferos alimentados con las combinaciones que incluian a I. 

galbana presentaron valores negativos. 

Tabla 12. Densidad (rotiferos1mL) y Tasa especifica de crecimiento (TEC) presentada 

por Brachionus plicatilis a1 cuarto dia de cultivo, durante la evaluacion del uso 

de combinaciones de levaduras y microalgas. 

COMBINACIONES DENSIDAD TEC 
Leva~an@ + N. oculata 53.3 * 28.8 0.0 1 2b3c 
Levapcin@ + T. maculata 61,33 * 44,4 0 ,043~~'  
Levapcin@ + I. galbana 24,O * 9,l -0,223'.~ 
CS + N. oculata 79,3 =t 15,9 0 ,125"~~ 
CS + T. maculata 128,7 * 18,4 0,226"'~ 
CS + I. galbana 10,7 k 4,l -0,4 1 1 d7e 

C. glabrata + N. oculata 148,7 k 13,9 0 ,290"~~ 
C. glabrata + T. maculata 191,3 * 23,2 0,340" 
C. glabrata + I. galbana 3,0* 1,0 -0.716e 
Se empleo Analisis de varianza de una via y la prueba de Tukey en el analisis de 10s datos. 
Los exponentes distintos indican diferencias significativas (p<0,05). 



4.3. EVALUACION DEL U S 0  DE BACTERIAS NITRIFICANTES Y Vibrio 

alninolvticus EN LA PRODUCCION DE Brachionus plicatilis 

La tabla 13 presenta 10s niveles de amonio total y pH durante 10s dias 0, 2 y 4 de cultivo, 

asi como las densidades y TEC alcanzadas por el morfotipo S de B. plicatilis a1 cuarto dia 

del cultivo. Durante 10s dias 2 y 4 de cultivo, el tratamiento con bacterias nitrificantes 

present6 niveles inferiores de amonio total; sin embargo estas diferencias no fueron 

significativas con 10s otros tratamientos. El dia cuarto de cultivo se observo una 

disminucion del pH; sin embargo esta disminucion y 10s diferentes niveles observados no 

presentaron diferencias significativas a1 nivel a = 0,05. En el caso de las TEC tampoco 

heron observadas diferencias significativas. 

Tabla. 13. Niveles de amonio total como Nitrogen0 (mg/L), pH, densidad (rotiferos/mL) y 

tasa especifica de crecimiento (TEC) de Brachionus plicatilis tratados con 

Vibrio alginolyticus, bacterias nitrificantes (BN) y combinaciones de bacterias. 

TRATA MIENTOS 0 
TAN DH 

4.4. EVALUACION DE DIFERENTES &TODOS DE PRESERVACION DE Brachionus 

Control 0,48 f 0,02a 8,23a 
Vibrio alginolyticus 0,48 f 0,06a 8,20a 
Bacterias nitrificantes 0,49 f 0,05a 8,25a 
V alginolyticus + BN 0,46 f 0,05a 8,20a 

plicatilis Y SU US0 EN LA LARVICULTURA DE Litopenaeus vannamei 

2 
TAN DH 

4.4.1. Evaluacidn de mCtodos de preservacidn. No se observo dafio en las loricas de 10s 

4 
TAN DH Densidad TEC 

TAN.- Amonio total como Nitrogen0 (siglas en InglCs). 
Se empleo Analisis de varianza de una via para el analisis de 10s datos. 

1,77 f 0,1 I a  7,98a 
1,8O f 0,l 9a 7,93a 
1,71 f 0,l la  7,88' 
1,80 f 0,19a 7,90a 

rotiferos congelados por inmersion en nitrogen0 liquido, o congelados a -4, -20, y -80 "C 

1,93 f 0,06a 7,70a 205,O f 23,5 0,193a 
1,98 f 0,02a 7,75a 2 l4,O f 23,5 0,1 83a 
1,75 f 0,50a 7,88a 207,O f 23,5 0, 191a 
l,9O f O,lOa 7,85a 202,5 f 14,7 0,l 82a 

sin preservantes o con 10s preservantes metanol y DMSO despues de 15 dias de 



almacenamiento. Por el contrario, las loricas de 10s rotiferos liofilizados se observaron 

severarnente deterioradas. 

4.4.2. Evaluacion del uso en larvicultura. La figura 7 muestra 10s porcentajes de 

supervivencia de las PL12 de L. vannamei alimentadas con rotiferos vivos a1 50% (Control) 

y 100% de SNA, congelados a -4, -20, y -80 "C sin preservantes, con metanol a1 lo%, y con 

DMSO a1 lo%, congelados por inmersion en nitrogen0 liquido y liofilizados. Previo a1 

analisis de 10s resultados se aplic6 transformaci6n logaritmica y ' = arcoseno (h). Sblo 

heron observadas diferencias significativas @<O, 05) entre control y 10s demas grupos. 

N~trogeno l ~ q u ~ d o  

L~ofil~zados 

DMSO a -80 OC b 

DMSOa-ZO°C b I 2 :  b 

VI 13 R 
DMSOa-4°C 4 b 

c .- 
5 Metanol a -80 "C -u b - 
a Metanol a -20 "C 

Metanol a -4 'C 

Sm Presewantes a -80 'C 

Sm Presewantes a -20 OC 

Sin Presewantes a -4 OC b- l 4  * b 

Control (Vlvos al 50%) ZC 

/ x P P r , +  -71-9 - , ,, 
Vlvos al 100% 3 : 1 - r  L -  - - 
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Figura 4. Porcentajes de supervivencia de PL12 de Litopenaeus vannamei alimentadas con 

Brachionus plicatilis vivos y preservados durante 15 dias. Los literales distintos 

indican diferencias significativas @<0,05) determinadas mediante la prueba de 

Tukey. 

La tabla 14 presenta 10s porcentajes de supervivencia de las PL12 sometidas a las pruebas 

de estres osmotico, por formalina, osmotico combinado con formalina, y 10s porcentajes 



de resistencia a la prueba de nado en contracorriente. Solo fueron observadas diferencias 

significativas (p<O, 05) en las pruebas de estrks osm6tico y osmotico combinado con 

formalina. En la prueba de estres osmotico, el porcentaje de supervivencia de las PLI2 

alimentadas con rotiferos vivos a1 100% de SNA y congelados sin preservantes a -20 "C 

fue significativamente (p<0,05) superior a1 control y demas tratamientos, mientras la 

supervivencia de las PL12 alimentadas con rotiferos congelados sin preservantes a -4 "C, 

preservados con metanol a -4 y -20 "C, y preservados con DMSO a -4 y a -80°C fueron 

significativamente (p<O, 05) inferiores. En la prueba de estres osmotico combinado con 

formalina la supervivencia de las PL12 alimentadas con rotiferos vivos a1 100% de SNA, 

congelados sin preservantes a -4 y -20 "C, preservados con DMSO a -80°C y congelados 

en nitrogen0 liquido fueron significativamente (p<O, 05) superiores a1 control y demas 

tratamientos, 10s cuales no presentaron diferencias significativas entre si. 

Tabla 14. Porcentajes de supervivencia y resistencia* de PL12 de Litopenaeus vannamei, 

alimentadas con diferentes tratamientos de Brachionus plicatilis, sometidas a 

cuatro pruebas de estres. 

TRATAMIENTOS Osmdtico + 
Osmdtico Formalina Nado enp 

Formalina contracorriente * 
Vivos al 100% 47%" 100%" 90%" 83%" 
Control (Vivos a1 50%) 27%b 100%" 67%b 77%" 
Sin preservantes a -4 "C O%c 93%" 80%" 60%" 
Sin preservantes a -20 "C 37%" 97%" 80%" 67%" 
Sin preservantes a -80 "C 1 o % ~  97%" 67%b 70%" 
Metanol a -4 "C 7%" 100%" 7 0 % ~  70%" 
Metanol a -20 "C 7%" 1 00%" 77%b 63%" 
Metanol a -80 "C 1 7%b 93%" 73%b 80%" 
DMSO a -4 "C 0%" 1 00%" 73%b 90%" 
DMSO a -20 "C 1 o % ~  100%" 63%b 77%" 
DMSO a -80 "C 3%" 93%" 83%" 5 7%" 
Liofilizados 2 0 % ~  97%" 7 0 % ~  77%" 
Nitrogen0 liquid0 23%b 1 00%" 93%" 80%" 
Se emplearon las pruebas no parametricas de Kruskal Wallis y Dunn en el analisis de 10s datos. 
Los exponentes distintos en la misma columna indican diferencias significativas (p<O,O5) entre tratamientos. 



La tabla 15 presenta 10s resultados del analisis de correlacion de Spearman aplicado a 10s 

porcentajes de supervivencia y resistencia de las PL12 a las pruebas de estres y el 

porcentaje de supervivencia en larvicultura. A1 nivel a = 0,05 el analisis no detect6 

correlacion estadisticamente significativa entre las diferentes pruebas de estres y las 

diferentes aplicaciones de rotiferos. 

Tabla 15. Resultados del analisis de correlacion simple de Spearman aplicado a 10s 

porcentajes de supervivencia y resistencia de las PL12 de Litopenaeus vannamei 

a las pruebas de estres y el porcentaje de supervivencia en larvicultura. 

VARIABLES 
Coeficiente de 

Nivel p 
Suearman h,) 

Supervivencia en Larvicultura vs. Supervivencia a1 Estres Osmotico 0.39 17 0. 1856 
Supervivencia en Larvicultura vs. Supervivencia at Estres por Formalina 0.4 1 16 0.1623 
Supervivencia en Larvicultura vs. Supervivencia a1 Estres combinado 0.0304 0.9214 

Su~ervivencia en Larvicultura vs. Resistencia a1 nado en contracorriente 0.1219 0.69 16 



5.1. EVALUACION DE LA PRODUCCION DE LOS MORFOTlPOS SS. S. L Y XL 

Pese a que la produccion de B. plicatilis ha sido evaluada a partir de diferentes cepas, 

dietas, aplicacion de bacterias o sistemas de cultivo, no existen reportes suficientes de la 

evaluacion de morfotipos. Los morfotipos S y L son producidos dependiendo de la talla 

maxima de presa requerida por las larvas cultivadas (Fukusho, 1989a). Hagiwara y Lee 

(1991) en cultivos de 8 y 32 g/L observaron mayor capacidad eurihalina en rotiferos S de 

cepa hawayana que en rotiferos L de una cepa japonesa. Mustahal et al. (1 99 1) en cultivos 

de cinco cepas de 10s morfotipos S y L a 25 "C y salinidades entre 5 y 45 g/L observaron 

que la produccion de 10s morfotipos estaba afectada por factores geneticos de las cepas. 

Dhert (1996) reporta mayor crecimiento del morfotipo L en cultivos a temperaturas de 18 

a 25 "C, y mayor crecimiento del morfotipo S en cultivos entre 28 y 35 "C. 

En este estudio, durante las repeticiones del experimento con N oculata a 34 g/L y 22,O k 

2,O "C sobresalio el morfotipo L (p<O,05), igualado por el morfotipo S en la primera 

repeticion y por el morftotipo XL durante las siguientes repeticiones. Estos resultados 

coinciden con lo reportado por Dhert (1996) acerca del morfotipo L, el cual presenta 

mayor crecimiento que el morfotipo S cuando se cultiva a temperaturas entre 18 y 25 "C. 

Hagiwara et al. (2001) y Rombaut (2001) se refieren a 10s morfotipos XL y SS como 

cepas respectivas de L y S. Esto explicaria el crecimiento del morfotipo XL, el cual fiie 

igual a1 del morfotipo L en dos de las tres repeticiones del experimento. Sin embargo, 

durante las repeticiones del experimento con CS, a igual temperatura y salinidad de 20 

g/L, sobresalio el morfotipo SS (p<O,05), igualado por el morfotipo L en la primera 



repeticion y por 10s morfotipos S y XL durante las repeticiones siguientes. Esto coincidio 

con lo reportado por Rombaut (2001), quien observo en cultivos de rotiferos alimentados 

con CS mayores TEC en 10s del morfotipo SS que en 10s otros, indicando mayor 

capacidad de crecimiento del morfotipo SS en cultivos con dietas artificiales. 

5.2. EVALUACION DE LA PRODUCCION A PARTIR DE DIFERENTES DIETAS 

5.2.1. Evaluacion del uso de microal~as vivas v criopreservadas. Inicialmente el 

suministro de B. plicatilis para larvicultura se hacia a partir de la colectas en el medio 

natural o estanques de cultivo de anguila. Ante el increment0 de 10s programas de 

larvicultura y consecuente requerimiento de rotiferos, 10s japoneses investigaron tecnicas 

de cultivo para la produccion de rotiferos (Hirata 1980). Dicha produccion comprende el 

uso de diferentes microalgas que pueden ser administradas vivas o preservadas, en 

monodietas o combinaciones (Hoff y Snell 1999, Lubzens et al. 1995 y Santacruz 1999). 

Snell et al. (1983) compararon el uso de las microalgas verdes Chlorella sp. y Dunaliella 

sp. y la microalga verde-azul Schyzotrix sp., observando que 10s rotiferos alimentados con 

combinaciones de Schyzotrix sp. y Chlorella sp. presentaban mayor crecimiento que 10s 

alimentados con monodietas o combinaciones de Chlorella sp. y Dunaliella sp. Tambien 

reportaron que no todas las microalgas verde-azules son beneficas, y su valor nutricional 

afecta la calidad nutricional de 10s rotiferos (Snell et al. 1983). La busqueda de tecnicas de 

produccion de rotiferos por parte de 10s japoneses dio lugar a la introduction de la 

microalga verde N. oculata, considerada a1 igual que Tetraselmis, una de las mejores 

debido a su contenido de acidos grasos esenciales importantes para la larvicultura de peces 

y crustaceos marinos, y por producir altas tasas de crecimiento en 10s cultivos de rotiferos 

(Fukusho 1989a, 1989b). A1 igual que Nannochloropsis y Tetraselmis, se destaca el uso de 



Isochrysis, la cual es utilizada ademas para el enriquecimiento de rotiferos coil vitamina C 

(Dhert 1996 y Hoff y Snell 1999). 

En el presente trabajo, el uso de las microalgas vivas T. maculata, N. oculata + T. 

maculata, I. galbana y sus diferentes combinaciones produjeron las mas altas TEC. Sin 

embargo N. oculata viva produjo una de las mas bajas TEC. En este cultivo dio una caida 

subita el dia 3 posiblemente atribuida a1 deterioro de la calidad del agua y presencia de 

protozoarios. En general, 10s resultados indicaron que I. galbana debido a sus altos niveles 

de vitamina C.(Dhert 1996), y niveles de AGAI mayores a 10s de Tetraselmis (Hoff y 

Snell 1999), puede emplearse no solo para el enriquecimiento de rotiferos con la 

mencionada vitamina como indica Dhert (1996), sino tambiin para su cultivo, 

suministrada viva en monodieta o combinacion con N. oculta o T. maculata. 

Los resultados observados por Lubzens et al. (1995) y Santacruz (1999) indican que la 

produccion de rotiferos no se afecta significativamente cuando se emplean microalgas 

criopreservadas. En el presente caso, las TEC de 10s rotiferos alimentados con las 

microalgas vivas y criopreservadas N. oculata, T. maculata, y sus combinaciones no 

presentaron diferencias significativas. Sin embargo, 10s rotiferos alimentados con I. 

galbana presentaron una de las mas bajas TEC. Esto se explicaria en la acumulacion de 

materia organica en 10s tanques de cultivo y consecuente deterioro de la calidad del agua. 

5.2.2. Evaluaci6n del uso de levaduras. Las levaduras fueron introducidas en la 

produccion de rotiferos como alternativa a 10s altos requerimientos de microalgas. Sin 

embargo, 10s cultivos son poco estables y dan lugar a rotiferos con pobres niveles de 

acidos grasos esenciales importantes para la larvicultura de peces y crustaceos marinos 



5.2.3. Evaluacibn de combinaciones de levaduras v microabas. Ante las caidas subitas 

de 10s cultivos de rotiferos alimentados con levaduras, la baja digestibilidad y deficiencia 

de vitamina B 12 de las levaduras (Hirayama 1987) y el valor nutricional de 10s rotiferos no 

adecuado para peces y crustaceos marinos (Tamaru et al. 1993), fueron propuestas las 

combinaciones de microalgas y levaduras (Hoff y Snell 1999, Dhert 1996 y Fukusho 

1989b, entre otros). Con estas combinaciones se obtienen mejores producciones de 

rotiferos (Hirayama y WatanabeJide: Hoff y Snell 1999) y niveles adecuados de acidos 

grasos esenciales requeridos por las larvas de peces y crustaceos marinos (Dhert 1996 y 

Tamaru et al. 1993). 

En el presente trabajo se comparo la produccion de B. plicatilis empleando las 

combinaciones de 1as levaduras CS, C. glabrata y Levapan@ fresca con las microalgas N. 

oculata, T. maculata e I. galbana. Las TEC presentadas por 10s rotiferos en este estudio 

fueron mayores a las del experiment0 con levaduras, confirmando las anotaciones de 

Hirayama y Watanabe Vide: Hoff y Snell 1999) acerca de la mayor produccion de 

rotiferos utilizando combinaciones de levaduras y microalgas. Las producciones a1 

emplear C. glabrata + T. maculata, C. glabrata + N oculata, y CS + T. maculata fueron 

superiores a las combinaciones que incluian a la levadura Levapan@ y a la microalga I. 

galbana. Estos resultados se explican en el mayor valor nutricional y digestibilidad de las 

levaduras formuladas y marinas (Hoff y Snell 1999, Dhert 1996 y Fulks y Main 1 99 l), y a 

la propiedad bacteriostatica y reguladora de la calidad del agua de las microalgas 

(Suantika 2001). Pese a lo anterior y como consecuencia del aumento de la materia 

organica en 10s cultivos alimentados con levaduras, la calidad del agua afecto la 

produccion de rotiferos en 10s cultivos alimentados con I. galbana y las diferentes 



levaduras, hecho que contrast6 con 10s resultados de la evaluacion de microalgas donde I. 

galbana produjo uno de 10s mejores resultados. 

5.3. EVALUACION DEL US0 DE BACTERIAS NITRIFICANTES Y Vibrio 

alainolvticus EN LA PRODUCCION DE Brachionus plicatilis 

Hoff y Snell (1999) y Dhert (1996) reportan que 10s cultivos de rotiferos son medios 

adecuados para la proliferacion de bacterias que pueden causar decrecimiento en la 

poblacion de rotiferos o caidas subitas de 10s cultivos (Suantika 2001 y Yu et al. 1990), o 

constituir un riesgo sanitario para las larvas a alimentar (Skejermo y Vadstein 1993 y 

Gatesoupe et al. 1989) y deben ser controlados ante 10s riesgos de acumulacion y 

transferencia a travks de la cadena trofica a 10s sucesivos predadores (Dhert 1996). 

Tambien ha sido reportada la presencia de bacterias beneficas que incrementan el 

crecimiento de 10s rotiferos a1 producir vitamina BIZ (Yu et al. 1989 y Yu et al. 1988) y 

nutrientes no presentes en la dieta (Douillet 2000 y Rombaut 2001), limitar el crecimiento 

de bacterias patogenas (Shiri et al. 1998 y Gatesoupe 1991), reducir 10s niveles de amonio 

no ionizado y nitritos (Qi 2001 y Rombaut 2001) y mejorar la supervivencia y crecimiento 

de las larvas alimentadas (Gatesoupe 1991 y Gatesoupe et al. 1989). 

En este trabajo, se evaluo el uso de una cepa probiotica de V. alginolyticus producida en el 

CENAIM y empleada en la larvicultura comercial de L. vannamei, y el uso de bacterias 

nitrificantes cultivadas en agua de peptona y extract0 de levadura a partir de un inoculo del 

~ b i $  (Avecom, Belgica) en cultivos de B. plicatilis alimentados con ~ e v a ~ d n @ .  



V. alginolyticus crece en tanques de rotiferos alimentados con levaduras alcanzando 

concentraciones superiores a 10' UFCImL, por lo cual se Cree que la proliferacion de 

cepas toxicas de V. alginolyticus ocasionaria caidas subitas en 10s cultivos (Yu et al. 

1990). En este estudio, el crecimiento de 10s rotiferos tratados con V. alginolyticus fue 

igual a1 control y demas tratamientos. Sin embargo, debido a su capacidad probiotica, V. 

alginolyticus controlaria la proliferacion de bacterias nocivas para B. plicatilis y las larvas 

de L. vannamei a alimentar, disminuyendo 10s riesgos potenciales de acumulacion y 

transferencia a traves de la cadena trofica de bacterias nocivas para sucesivos predadores 

como indica Dhert (1996). Este planteamiento se sustenta en lo observado por Shiri et al. 

(1998), quienes no observaron diferencias en el crecimiento de rotiferos tratados con el 

probiotico Lactococcus lactis y el control; sin embargo, 10s rotiferos tratados presentaron 

mayor supervivencia a pruebas de desafio con el patogeno Vibrio anguillarum. 

Rombaut (2001) y Qi (2001) observaron mayor crecimiento de B. plicatilis y reduccion de 

la concentracion de amonio en tanques de cultivo y biofiltros de sistemas cerrados de 

recirculacion a1 aplicar Abil (Avecom, Belgica). En el presente estudio, el crecimiento de 

B. plicatilis, 10s niveles de amonio total y el pH del agua de 10s cultivos inoculados con 

bacterias nitrificantes no fueron diferentes a1 control y demas tratamientos. Las bacterias 

nitrificantes tienen una baja tasa de crecimiento requiriendo de un, substrato solido para el 

establecimiento de la colonia bacteriana y la posterior remocion del amonio (Rombaut 

2001). Por lo cual, 10s resultados obtenidos se explicarian en las condiciones del 

experimento, ya que las bacterias fueron adicionadas directamente en 10s cultivos de 

rotiferos careciendo de un substrato solido para el establecimiento de la colonia. 



5.4. EVALUACION DE DIFERENTES METODOS DE PRESERVACION DE 

Brachionus plicatilis Y SU US0 EN LARVICULTURA DE Lito-penaeus vannamei 

5.4.1. Evaluaci6n de mCtodos de preservaci6n. La necesidad de proporcionar 

constantemente rotiferos a 10s programas de larvicultura ha dado lugar a diversas 

investigaciones relacionadas con la preservacion de rotiferos (Hagiwara et al. 2001 y 

Hagiwara e Hirayama 1993). Existen estudios de criopreservacion de rotiferos (Assavaare 

et al. 2001, Holt 1992, Ulloa 1992, Lubzens et al. 1991 y Lubzens et al. 1990), 

congelacion de huevos partenogeneticos (Okamoto et al. 1987), criopreservacion de 

embriones (Toledo et al. 1991) y preservacion de quistes por liofilizacion y enlatado 

(Balompapueng et al. 1997). 

En este estudio se evaluaron 10s metodos de liofilizacion, congelacion sin preservantes, y 

con 10s preservantes dimetilsulfoxido (DMSO) a1 10% y metanol a1 lo%, a las 

temperaturas de -4, -20 y -80 "C, y congelacion por inrnersion en nitrogen0 liquido. Como 

resultado se observo que las loricas de 10s rotiferos congelados no fueron afectadas, 

coincidiendo con 10s resultados de Holt (1992), Ulloa (1992) y Okamoto et al. (1987), 10s 

cuales tampoco observaron deterioro en las loricas de rotiferos congelados. Por otro lado, 

la liofilizacion afecto las loricas de 10s rotiferos, las cuales estaban rotas, coincidiendo con 

lo observado por Futagawa durante 1994 en experimentos de larvicultura del lenguado 

Paralichthys woolmani realizados en el CENAIM (Blacio, Com. Per.). 

5.4.2. Evaluaci6n del uso en larvicultura. Diversos autores han estudiado el uso de 

rotiferos en la larvicultura de camarones peneidos reportando sus beneficios a1 obtener 

mayores supervivencias y disminuir 10s requerimientos de nauplios de Artemia (Ulloa 



1992, Yamasaki e Hirata 1982), aumento del indice de estadio larvario, del peso seco de 

las postlarvas y resistencia a las pruebas de estres osmotico cuando se utilizan como 

suplemento (CENAIM 1993 b y Naessens et al. 1993). 

En el presente trabajo, se evaluo el uso de rotiferos vivos y preservados (segun 10s 

metodos discutidos anteriormente) en la larvicultura de L. vannamei. Los rotiferos 

preservados fueron suministrados a1 50% de SNA, y 10s vivos a1 50% (Control) y a1 100% 

de SNA, durante 10s estadios de Zoea 2 a PL4. Los resultados indican que el uso de 

rotiferos vivos y enriquecidos con DHA ~ e l c o @  suministrados a1 50% de SNA es adecuada 

para la produccion de postlarvas de L. vannamei. ~ s t o s  se asemejan a 10s resultados 

obtenidos en 1993 en el CENAIM (CENAIM 1993b) y por Naessens et al. (1 993) quiknes 

emplearon rotiferos como suplemento, y confirman lo reportado por Ulloa (1992), quien 

recomienda emplearlos vivos y enriquecidos con acidos grasos esenciales. 

La supervivencia del grupo alimentado con rotiferos vivos suministrados a1 100% de SNA 

fue inferior (p<O,05) a1 control, lo cual indicaria que la substitucion total de nauplios de 

Artemia por rotiferos vivos no es adecuada para la produccion de PL 12 de L. vannamei. A1 

respecto Ulloa (1992), anota que B. plicatilis es un excelente transportador de compuestos 

especificos que no puede suplir completamente el uso de la Artemia en el larvicultivo de 

crustaceos, sino que puede ser utilizado como suplemento y/o complemento alimenticio 

durante 10s primeros estadios larvales en 10s que las larvas adoptan habitos alimenticios 

carnivores. 

En 10s grupos alimentados con las diferentes preservaciones de rotiferos tambien se 

observaron supervivencias inferiores (p<O, 05) a1 control. Dhont y Lavens (1996) 



recomendaron preservar biomasa de Artemia en capas delgadas a temperaturas inferiores a 

-25 "C, con el fin de evitar deterioro del exoesqueleto y perdida de nutrientes por 

lixiviacion. En el caso de 10s rotiferos, estos fueron congelados en capas delgadas a -4, -20 

y -80 "C, y congelados por inmersion en nitrbgeno liquido, siendo previamente confinados 

en tubos Falcon. Ello indicaria una posible lixiviacion de nutrientes en 10s rotiferos 

congelados a -4 y -20 "C, y explicaria las supervivencias presentadas por las larvas 

alimentadas con este tip0 de rotiferos. Por otro lado, Holt (1992) observd en rotiferos 

congelados a -80 "C lixiviacion de nutrientes y enzimas digestivas, lo cual explicaria las 

supervivencia presentadas por las larvas alimentadas con rotiferos congelados a -80 "C y 

por inmersion en nitrogen0 liquido. En el caso de las larvas alimentadas con rotiferos 

liofilizados, su supervivencia tambien se explicaria en una posible lixiviacion de nutrientes 

y enzimas digestivas en 10s rotiferos, puesto que sus 16ricas estaban severamente 

deterioradas; ademas estos rotiferos flotaban en la superficie del agua formando espuma, 

lo cual 10s hacia poco disponibles para las larvas. Tambikn es probable que en 10s grupos 

alimentados con rotiferos preservados con DMSO 10s resultados hayan sido afectados por 

la toxicidad del preservante (Simione 

supervivencias observadas en larvas 

criopreservadas con esta substancia. 

1998), a la cual Santacruz (1 999) atribuy6 las 

de L. vannamei alimentadas con microalgas 

La produccion camaronera exige el uso de postlarvas resistentes a las condiciones de 

cultivo, cuya supervivencia, crecimiento homogkneo y resistencia a enfermedades de 

cultivo garanticen una buena produccion (Peeters 2000). Ante ello, han sido desarrolladas 

diferentes pruebas de estres basadas principalmente en la osmoregulaci6n (Lignot et al. 

2000, Tackaert et al. 1989 y Samocha et al. 1998). Aunque estas pruebas permiten separar 

las postlarvas saludables de las postlarvas debiles (Samocha 1998 y Tackaert et al. 1989), 



10s resultados pueden ser afectados por el estadio de muda, el estadio de desarrollo, talla y 

estado nutricional de las postlarvas (Lignot et al. 2000). Tambien se menciona que las 

pruebas de estres indican la calidad momentanea de la postlarva a ser sembrada (Tackaert 

et al. 1989), y sus resultados no siempre estan correlacionados con la supervivencia en la 

larvicultura (Cobo Com. Pres.). 

CENAIM (1993b) y Naessens et al. (1993) emplearon rotiferos como suplemento en la 

larvicultura de L. vannamei, indicando que su uso aumenta la supervivencia de las 

postlarvas a la prueba de estres osmotico. Pese a que en este estudio se emplearon rotiferos 

a1 50 y 100% de SNA, 10s resultados de las pruebas de estres variaron entre grupos. Lavens 

y Sorgeloos (2000) indican que la dieta influye sobre la calidad de las postlarvas, por lo 

cual se esperaria que las pruebas de estres permitieran distinguir la mejor aplicaci6n de 

rotiferos. Sin embargo, se observ6: 1) que 10s grupos alimentados con rotiferos vivos a1 

100% de SNA y congelados sin preservantes a -20 "C, cuya supervivencia en larvicultura 

fue inferior (p< 0,05) a1 control, presentaron la mayor supervivencia a las pruebas de estres 

osm6tico y osm6tico + formalina; y 2) que la supervivencia de 10s grupos alimentados con 

rotiferos congelados sin preservantes a -80 "C, con metanol a -80 "C, con DMSO a -80 "C, 

liofilizados y congelados en nitr6geno liquido, no present6 diferencias significativas con el 

control. En el caso de la prueba de estrks de formalina combinado con osm6tic0, 10s 

resultados indicaron la presencia de un grupo con supervivencias superiores (p<O,O5) a1 

control, conformado por las PLI2 alimentadas con rotiferos vivos a1 100% de SNA, con 

rotiferos congelados sin preservantes a -4 y -20 OC, con rotiferos congelados con DMSO a 

-80 "C, y con rotiferos congelados en nitrogen0 liquido; y otro cuyas supervivencias no 

fueron significativamente diferentes a1 control. Es probable que 10s resultados de estas 

pruebas, ademas de ser afectados por las diferentes aplicaciones de rotiferos, estkn 



afectados por el estadio de muda, el estadio de desarrollo, la talla y el estado nutricional 

que presentaban las postlarvas a1 momento de la prueba (Lignot et al. 2000). 

Samocha et al. (1998) han reportado que las postlarvas se hacen tolerantes a la formalina 

con la edad. Esta substancia, que fue empleada desde el estadio de Mysis 3 para facilitar la 

muda a PLI y demas estadios, es usada en laboratorios de maduraci6n para profilaxis de 

10s reproductores y desinfeccibn de huevos de camarones, influyendo en una posible 

tolerancia de las larvas de L. vannamei (Santacruz y Cobo 2001). Esto explicaria la alta 

supervivencia que presentaron las postlarvas a la prueba de estrks a la formalina. 

Peeters (2000) report6 que la prueba de nado en contracorriente permite detectar 

diferencias entre dietas. Sin embargo, la aplicaci6n de esta prueba no permiti6 observar 

diferencias entre las distintas aplicaciones de rotiferos, debido a la alta resistencia 

presentada por las postlarvas. 

Mediante el analisis de correlaci6n simple de Spearman se observ6 que no existia 

correlaci6n entre la supervivencia y resistencia de las PL12 a las pruebas de estrks y nado 

en contracorriente y la supervivencia presentada en la larvicultura, de mod0 que ninguna 

de las pruebas aplicadas permiti6 determinar la mejor aplicacion de rotiferos para la 

produccibn de postlarvas de L. vannamei. Esto contrast6 con lo reportado por Dhert et al. 

(1992) quienes indicaron que estas pruebas son importantes para la evaluaci6n de las 

dietas. La falta de correlacibn se explicaria debido a que no existe hasta el momento una 

prueba universalmente aceptada para evaluar la calidad de las larvas (Samocha et al. 



5. CONCLUSIONES 

1. Los morfotipos L y XL de B. plicatilis presentaron mejor crecimiento cuando 

fueron alimentados con N oculata a 20,O k 2,O "C y 34 g/L de salinidad, mientras 

que en 10s cultivos con CS a igual temperatura y 20 g/L el morfotipo SS present6 

el mej or crecimiento. 

2. El uso de las microalgas vivas I. galbana, N oculata + I. galbana, T. maculata + I. 

galbana y N. oculata + T. maculata produjo mejores TEC que N. oculata viva y 

criopreservada y las dietas de microalgas criopreservadas que incluian a I. galbana. 

3. El uso de las microalgas criopreservadas T. maculta y T. maculata + N. oculata 

produjo TEC semejantes a las de 10s rotiferos alimentados con las microalgas vivas 

I. galbana, N oculata + I. galbana, y N. oculata + T. maculata 

4. Los rotiferos alimentados con las combinaciones de la microalgas N. oculta y T. 

maculata con las levaduras C. glablrata y CS presentaron las mayores TEC. 

5. La inoculaci6n de bacterias nitrificantes y V. alginolyticus en tanques de cultivo de 

rotiferos alimentados con la levadura ~ e v a ~ r i n @  no mejoro el crecimiento de 10s 

rotiferos, ni la calidad del agua en lo que respecta a niveles de amonio total y pH 

6. Las 16ricas de 10s rotiferos congelados sin preservante y con 10s preservantes 

metanol y DMSO a1 10% no fueron afectadas. Por el contrario, las ldricas de 

rotiferos liofilizados heron severamente deterioradas. 



7. Ni la substituci6n de total de nauplios de Artemia por rotiferos vivos enriquecidos 

con DHA Selco", ni la substituci6n parcial (a1 50%) por rotiferos preservados 

enriquecidos con DHA selco" permitieron alcanzar supervivencias semejantes a1 

control (vivos a1 50% de SNA) durante la larvicultura de L. vannamei. 

8 .  S610 las pruebas de estrks osmdtico y osm6tico combinado con formalina 

permitieron diferenciar las aplicaciones de rotiferos empleadas en la larvicultura de 

L. vannamei, indicando a la substituci6n total por rotiferos vivos enriquecidos con 

DHA selco" como una de las mejores. Sin embargo, 10s resultados de estas pruebas 

no estuvieron correlacionados con la supervivencia en larvicultura. 
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