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RESUMEN

En la region sur de Honduras existen ocho laboratorios que producen 6,400 millones
de poslarva de camardn por afio, para lo cual usan microalgas como alimento vivo en
su crianza. Por el potencial de crecimiento y valor nutricional, la especie de
preferencia es la Chaetocera muelleri.

Sin embargo, los laboratorios manejan sus propios protocolos de cultivo masivo de
microalgas adaptados de otros paises y desconocen el efecto de la salinidad para
optimizar el crecimiento de la Chaetoceros muelleri. En tal sentido, el objetivo del
estudio fue comparar tres concentraciones de sal para conocer el efecto de la
salinidad sobre el crecimiento de la microalga y encontrar un modelo estadistico que
ayude a predecir poblaciones de microalgas.

El estudio se realizé en un laboratorio de produccion de poslarva de camardn en la
comunidad de Cedefio, Choluteca. Se usaron tres concentraciones de salinidad
(7000, 20000 y 34000 ppm) como medio de cultivo a una densidad de 470000 cel/cm3
de indculo y cosechando al cuarto dia después de la siembra, se analizaron 108
unidades experimentales.

El mayor crecimiento de las microalgas se desarrolla a 20000 ppm de sal a la
densidad promedio de 3.85x106 cel/cm3. A la salinidad de 7000 ppm, el crecimiento
de las microalgas fue el menor. Es posible predecir poblaciones de microalgas
usando un modelo de relacion confiable (R2=0.91), contribuyendo a optimizar los
procesos de operacion para los productores de poslarva de camarén.

Palabras claves: poslarva de camardn, microalgas, salinidad.
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ABSTRACT

In the southern region of Honduras there are eight laboratories producing 6,400 million
post-larval shrimp per year, microalgae are used as live food in raising post-larval
shrimp, for growth potential and nutritional value, spice preference is the Chaetocera
muelleri. The laboratories manage their own protocols for mass cultivation of
microalgae adapted from other countries and ignore the effect of salinity to optimize
the growth of the microalgae Chaetoceros muelleri. The aim of the study was to
compare three salt concentrations to determine the effect of salinity on the growth of
microalgae and find a statistical model to help predict populations of microalgae. The
study was conducted in a laboratory production of post-larval shrimp community
Cedefio, Choluteca. Salinity three concentrations (7000, 20000 and 34000 ppm) as
culture medium were used at a density of 470,000 cells / cm3 inoculum and harvesting
the fourth day after seeding, 108 experimental units were analyzed. The highest
growth of microalgae develops 20,000 ppm of salt to the average density of 3.85x106
cells / cm3, salinity of 7000 ppm microalgae growth was the lowest. It is possible to
predict populations of microalgae using a model of reliable relationship (R2 = 0.91)
helping to optimize operation processes for producing post-larval shrimp.

Keywords: post-larval shrimp, algae, salinity.
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INTRODUCCION

Las microalgas son usadas en acuicultura como alimento vivo para todos los estadios
de crecimiento de los moluscos y crustaceos, para los peces con habitos alimenticios
omnivoros y herbivoros y en la produccidn de zooplancton (Lopez, Lagunas, Jiménez
y Aldaz, 2009). Los géneros de microalgas mas utilizadas para acuicultura son:
Isochrysis, Nannochloropsis, Chlorella, Tetraselmis, Dunaliella, Rhodomonas,
Pavlova, Chaetoceros, Nitzschia'y Thalassiosira (Nieves, Lopez, Medina, Pifia y Leal,
2009).

El cultivo masivo de microalgas es la fuente de alimento de mayor
importancia para los organismos acuaticos cultivados comercialmente, debido a la
calidad y facilidad de producir. Los géneros usados para el cultivo se han
seleccionado por el potencial de crecimiento y concentracion celular, tamafio,
digestibilidad y valor nutricional (Alzivar y Zambrano, 2011). La composicion
bioquimica de las microalgas dependen de la respuesta metabdlica y fisiologica de
cada especie a las condiciones ambientales en donde se desarrolla su cultivo
(Nieves, Lopez, Medina, Pifia y Leal, 2009). En Honduras, la especie de preferencia
por los productores de poslarva de camardn es la Chaetocera muelleri.

Para estimular el crecimiento de las microalgas de agua marina comunmente se usa
el medio f de Guillar y Ryther, por ser un medio econdmico que produce grandes
cantidades de microalga (Guillard y Ryther, 1965). Pero, también para estimular el
crecimiento se necesitan factores fisicos y quimicos como la luz, temperatura,
salinidad, pH, CO2 y fotoperiodo (Lemus y otros, 2006).

Al inducir el crecimiento las microalgas se han detectado cinco etapas: la fase de
ajuste, que consiste en la adaptacion de las algas a las nuevas condiciones de cultivo,
en esta etapa no hay crecimiento. La segunda fase es la exponencial, aqui las algas
se duplican sucesivamente en intervalos iguales de tiempo (Romo, 2002). En la
tercera fase llamada de retardo o declinacion, las poblaciones de algas dejan de
crecer por la reduccion de nutrientes en el medio de cultivo, hay reduccion
fotosintética y poca capacidad para aprovechar la luz. La cuarta fase se conoce como
estacionaria, es corta y no hay un crecimiento de las poblaciones de algas; la tasa de
crecimiento es igual a la tasa de mortalidad. La quinta fase es la muerte, superando
la tasa de mortalidad a la fase de crecimiento (Alvarez, 2008). La cosecha de las
microalgas en los cultivos masivos es realizada al final de la fase exponencial, lo cual
contando desde la etapa de induccion hasta la etapa de muerte, lleva 96 horas.

SRR Direccion de Investigacion Cientifica y Posgrado, UNAH



Comparacion de tres salinidades para evaluar el crecimiento...

La preferencia de los productores de cultivar Chaetocera muelleri en sus unidades
productivas es por el contenido nutricional, sobre todo de acidos grasos
polinsaturados de gran beneficio para el crecimiento de la poslarva y por la facilidad
de manejo del cultivo (Gutierrez, 2002). Para producir poslarvas de camardn, los
acuicultores usan una combinacion de alimento vivo con dietas inertes en los estadios
de nauplio y zoea; los camarones son fitoplactivoros, alimentandose Unicamente de
microalgas cultivadas en los estadios de mysis a poslarva. La alimentacidon es
modificada de herbivoro a omnivoro incorporando rotiferos y artemia en la dieta como
alimento vivo (Pacheco, Cadena, Pilar y Tovar, 2010).

La artemia (Artemia franciscana) es cultivada para ser ofrecida como alimento a las
poslarvas de camardn y durante el proceso de maduracion de la artemia se alimenta
con la microalga viva de Chaetoceros muelleri, porque aporta energia, facilita la
digestion del depredador, estimula el crecimiento y aumenta el valor alimenticio de la
Artemia sp. (Gutierrez, 2002). También esta microalga tiene preferencia de uso por
ser un alimento de mejor calidad, son de menor de tamafio, posee alta sobrevivencia
y contiene la mayoria de los requerimientos nutricionales que la Artemia franciscana
necesita (Medina y Cordero, 1998). La Chaetoceros muelleri influye directamente en
el desarrollo del sistema nervioso de las poslarvas de camardn y son precursores de
muchos compuestos bioldgicos como las prostaglandinas que intervienen en la
regulacién del crecimiento y reproduccion (Godinez, Hernandez, Orozco y Godinez,
2003).

En la region sur de Honduras existen ocho laboratorios que producen 6,400 millones
de poslarva por afo, en cada laboratorio los productores manejan sus propios
protocolos de cultivo masivo de microalgas que se han adaptado de otros paises que
tienen diferentes condiciones a las naturales del golfo de Fonseca (Andah, 2012).
Muchos productores desconocen el efecto de la salinidad para optimizar el
crecimiento de la microalga Chaetoceros muelleri en cuanto a horas de cultivo y
densidad poblacional (células por mililitro de agua), siendo muy usual el cultivo
masivo de microalgas con la salinidad del mar.

OBJETIVOS

1. Objetivo general
Conocer el efecto de la salinidad sobre el crecimiento de la microalga
Chaetoceros muelleri mediante la produccién masiva de microalgas para
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encontrar condiciones adecuadas de cultivo que optimicen la produccién en un
laboratorio de poslarva en la zona sur de Honduras.

2. Objetivos especificos
a. Observar el efecto de tres concentraciones de salinidades sobre el crecimiento
poblacional de la Chaetoceros muellerialos 1, 2, 3 y 4 dias de cultivo.

b. Predecir la densidad poblacional a las 24, 48 y 72 horas de cultivo para optimi-
zar la produccion de microalgas.

METODOS

Entorno

El estudio se realizd en el laboratorio de produccién de poslarva de camarén de
BIOMARSUR, ubicado en la aldea de Cedefio, a 32 km al suroeste de la ciudad de
Choluteca. Se usaron cepas de microalgas aisladas de Chaetoceros muelleri
procedentes de un laboratorio certificado de los Estados Unidos. El experimento se
manejo en tres corridas, en cada una se inoculd la microalga en nueve botellones
(tres botellones para cada tratamiento de salinidad). Las microalgas se sembraron y
se cosecharon en la fase exponencial del cultivo.

Una corrida es el proceso que se inicia con la siembra del indculo de la microalga
hasta la cosecha, comenzando en el dia uno y cosechandose al cuarto dia. Entre
corridas se manejé un dia de holgura para lavar y desinfectar el equipo. En total, para
todo el experimento, se inocularon 27 botellones.

Intervenciones

Se estudid el efecto de las salinidades de 7 000, 20 000 y 34 000 partes por millon
(ppm) en el crecimiento de las microalgas Chaetoceros muelleri. Para cada
tratamiento se usaron tres réplicas que eran botellones cristalinos, de plastico con
capacidad de 18 litros y con boca angosta, usados en la industria de agua
embotellada y adaptados para el cultivo masivo de microalgas en laboratorios
acuicolas.

Los botellones, antes de ser sembrados con las microalgas, se lavaron con jabon
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neutro, enjuagados con agua dulce, desinfectados con una soluciéon de acido
clorhidrico al 10 % y lavados con abundante agua salada tratada por el laboratorio de
larva. El agua salada tratada consiste en agua marina filtrada en filtros de arena y
carbdn activado y esterilizada con luz ultravioleta. Los laboratorios de produccion de
poslarva manejan un alto nivel de asepsia e higiene en todas sus operaciones y el
tratamiento del agua marina es un punto critico de control en sus sistemas de calidad
(FAO, 2004).

Los botellones con 7 000 y 20 000 ppm de sal, se llenaron de un tanque reservorio de
50 litros de agua marina filtrada a 34 000 ppm de sal; la salinidad se ajustd con agua
dulce para llegar a la concentracion de sal deseada. El agua dulce es tratada igual
que el agua marina y no lleva adicion de cloro. Los botellones con 34 000 ppm se
llenaron directamente de los tanques reservorios de agua marina que utiliza el
laboratorio larvario para sus procesos de productivos.

En la siembra se usaron tres litros de indculo y 13 litros de agua con las salinidades
establecidas, llenando los botellones hasta tener un volumen de 16 litros. La densidad
del in6culo de las microalgas fue de 2.5x106 células por ml, que al afiadir los 13 litros
de agua se diluyeron en 470 000 células por ml, exponiéndose a luz artificial con una
intensidad luminosa de 1,800-2,000 Lux. Los cultivos se manejaron a temperatura
ambiente y aireacion constante (100 % de saturacién de oxigeno). Para estimular el
crecimiento de las algas se fertilizo utilizando el sistema de Guillard y Ryther (1968)
(ver tabla 1).

Tabla 1. Fertilizantes utilizados para la estimular la densidad poblacional de las microalgas
en el cultivo masivo segun Guillard y Ryther

Fertilizante Partes por millon

Silicato
Tiamina

B12

Biotina
Cloruro férrico

Cloruro de manganeso
EDTA Disodio

Zinc (ZnS04)

Nitrato de urea
18-46-0
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Para medir el pH del agua se uso6 un instrumento digital calibrado con disoluciones
reguladoras de pH conocido de 4.0 y 7.0. La medicion de la salinidad se realizé con
un refractometro, instrumento recomendado en acuicultura de agua marina para
medir la salinidad del agua (Romo, 2002). Las mediciones de temperatura, pH,
salinidad y oxigeno se realizaron dos veces por dia.

Para contar las poblaciones de algas se extrajeron muestras diarias de 100 ml de
cada botellon, con pipetas graduadas, y se depositaron en tubos de ensayos,
extrayendo con micropipetas de los tubos de ensayo un mililitro del cultivo para ser
depositado en la camara de neubauer o hematocitometro. La concentracion de las
algas se determind con el siguiente procedimiento:

Al depositar la muestra en el hematocitometro, las células de las algas se
distribuyen en cuatro cuadrantes que estan enumerados y nombrados como A,
B, C y D. El volumen de agua de cada cuadrante del hematocitémetro es de
1/10,000 ml.

Se cuentan las células de cada cuadrante, se multiplica con un factor
exponencial y se divide entre cuatro, ejemplo; A+B+C+D x 10*
4

Las lecturas de las algas es en células/mililitro (cel/ml).

El conteo de las algas se logro con un microscopio compuesto, usando un lente
de 10x y fijado en fresco.

Diserio

El disefio de la investigacién fue correlacional y experimental, se observo el
crecimiento y densidad de las algas en funcion del tiempo de cultivo, las variables y
las unidades experimentales fueron asignadas aleatoriamente, considerado un
experimento verdadero.

En la evaluacion experimental se compararon los tratamientos que fueron los
crecimientos poblacionales diarios de la Chaetoceros muelleri sembrados en las tres
concentraciones de salinidad del medio del cultivo. También se usé un modelo de
regresion polinomica para predecir las poblaciones de microalgas a los 48 y 72 horas
de cultivo. El modelo de regresion polindmica es el que mas se ajusta por el
crecimiento y desarrollo de las microalgas, la prediccion de la densidad de células por
mililitro de agua es importante en un aboratorio de larva, ya que se ajusta el volumen
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de alimento natural que se le da a la poslarva de camaron.
Anélisis estadistico

Para encontrar el efecto de la salinidad sobre las muestras, se usé el disefio de
medidas repetidas en el tiempo, evaluando tres salinidades, cuatro dias de cultivo y
nueve repeticiones (muestras por triplicado en tres corridas), logrando en total 108
unidades experimentales analizadas al 0.05 de nivel de significancia. Para la
comparacion multiple de medias se utilizd la prueba diferencia minima significa
(DMS), detectando la mejor salinidad como medio de cultivo y el dia de mayor
produccion de microalgas (a=0.05).

Para la prediccion de las poblaciones de microalgas, segun los dias de incubacion, se
usé el andlisis de regresion cuadratica (analisis de relacion) con su respectiva
ecuacion de prediccién. En los andlisis se manejé el software estadistico de
Infostat®2011.

RESULTADOS

Efecto de la salinidad sobre la densidad de algas

La salinidad y los dias de cultivo mostraron resultados concluyentes (P<0.0001), de
igual manera la interaccion de los dias de cultivo y salinidad como medio de cultivo
(P<0.0001), es decir, las tres concentraciones de salinidad sometidas a prueba y los
cuatro dias de cultivo mostraron poblaciones diferentes de microalgas; la variabilidad
de todos los datos encontrados en el experimento no superd el 8.7 % como
coeficiente de variacion.

La mayor poblacion de microalgas se logro a los cuatro dias de cultivo (72 horas),
incrementandose desde el dia de siembra hasta el dia cuatro (P<0.05), que fue el dia
de cosecha.

La mayor densidad de microalgas se encontré a 20,000 ppm de sal en el medio de
cultivo, con una densidad promedio para las tres corridas de 3, 84, 5490.67 células
por mililitro (ver tabla 2). Entre corridas no se encontraron resultados concluyentes
(P>0.6653) mostrando el mismo patron en cada una de ella.
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Tabla 2. Densidad poblacional en células por mililitro de la microalga Chaetoceros muelleri
cultivada en un laboratorio de produccién de poslarva en la zona sur de Honduras

Salinidad en el medio de cultivo expresado en partes por millén (mg/L)

Dias de cultivo 7000 20000 34000

470,000 i 470,000 i 470,000 i

725,742.67 h 2,221,912.44 f 1,759,709.56 g

1,376,533.44 d 3,5652,288.67 b 2,633,309.67 c

2,433,975.11 e 3,845,490.67 a 3,559,080.33 b

Letras distintas indican diferencias significativas (P<0.05).

El menor crecimiento de las microalgas se observé a la salinidad de 7000 ppm en los
cuatro dias de cultivo. En el cultivo masivo de Thalassiosira fluviatilis se encontro la
mejor densidad celular a 35000 ppm de salinidad (Alzivar y Zambrano, 2011).
Pacheco y otros (2010) descubrieron que las microalgas marinas limitan su
reproduccion celular a salinidades menores a las 20 000 ppm.

Figura 1. Crecimiento poblacional de las microalgas Chaetoceras muelleri sembradas a
7000, 20000y 34 000 ppm de sal durante cuatro dias de cultivo
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La salinidad minima y méxima que toleran las Chaetoceros es entre 7000 y 50000
ppm (Nieves, Lopez, Medina, Pifia y Leal, 2009), a 7000 ppm se demostr6 en el
estudio que las microalgas crecen a un ritmo menor, pero se desarrollan hasta llegar
a la fase estacionaria segun su ciclo de crecimiento, mostrando comportamiento
parecido con los otros medios de cultivo (ver figura 1).

Estimacion de la densidad de algas a las 24, 48 y 72 horas de cultivo

En las 108 muestras analizadas se encontraron diferencias significativas (P<0.001)
en las poblaciones de microalgas desarrolladas a las 24, 48 y 72 horas después de la
siembra del inoculo en los tres tratamientos de salinidad. Al llegar al dia dos después
de siembra (24 horas), la densidad celular de la siembra (470,000 cel/lcm3) en
promedio se incrementd en un 19.6 %; a las 48 horas las poblaciones de microalgas
aumentaron un 33.6 % mas (53.2 %) y el mayor crecimiento poblacional se observé a
las 72 horas pos siembra con el 46.7 %.

A las 72 horas de cultivo fue donde se encontrd la mayor precision para estimar la
densidad de microalgas segun la salinidad del medio y los dias después de la
siembra; a las 24 horas de cultivo el modelo para estimar fue el menos preciso, pero
por los valores encontrados en el factor de determinacion (R2) estadisticamente el
modelo es aceptable para hacer estimaciones de poblaciones de microalgas
(ver tabla 3)

Tabla 3. Ecuaciones de regresion polinémica para predecir poblaciones de la microalga
Chaetocera muelleri, manejadas a tres tiempos de cultivo

Tiempo de cultivo Ecuacidén de prediccion R2

24 horas Y = -738478.9 + 1099221.56a +1 31.6b - 0.0027b 2 0.79

48 horas VY= -1485704.83+ 1025355.30a + 221.19b + 0.0047b%  0.81

72 horas ¥=-1501069.24 + 938013.51a+ 225.30b - 0.0047b 0.91

a=salinidad manejada en el medio de cultivo; b=dias después de la siembra del indculo

45
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DISCUSION

El mayor crecimiento de las microalgas se encontrd6 a 20 000 ppm de sal,
desarrollando 1.6 veces de poblacion de microalgas por ml que las encontradas en
7 000 ppm. A 34 000 ppm de salinidad las microalgas crecieron en promedio 8.2 %
menos que a 20 000 ppm en el cuarto dia de cultivo. Las microalgas son tolerantes a
las altas concentraciones de sal, a pesar de que la tasa de reproduccion disminuye al
incrementar la sal en el agua (Nieves, Lopez, Medina, Pifia y Leal, 2009).

Cuando la salinidad en el medio de cultivo esta por debajo de las 20 000 ppm, las
células de las microalgas desarrollan condiciones hipo osmaticas que reducen la tasa
de crecimiento y actividad metabdlica (Azay, Lépez, Lazaro y Nodar, 2009), siendo
esta la causa de que las poblaciones de microalgas a 7 000 ppm de salinidad sean las
mas bajas del experimento.

Molina y otros (2007) encontraron que la Rhodosorus marinus inhibe su crecimiento
a salinidades inferiores a las 15 000 ppm de sal y el crecimiento de la microalga es
duplicado en salinidades de 16 000 y 25 000 ppm, logrando el 6ptimo desarrollo
poblacional a 35 000 ppm de salinidad. También se observé este comportamiento en
el crecimiento de Chroomonas sp. como microalga para alimento de camaron
cultivado en Venezuela, en salinidades de 20 000 y 35 000 ppm, obteniendo el mayor
crecimiento celular en clorofila y caratenoides (Bermudez, Lodeiros y Morales, 2002).

En las estimaciones de poblaciones de microalgas por cm3, para los productores es
muy importante conocer las poblaciones que podrian cosechar en la fase estacionaria
del cultivo de la Chaetocera muelleri, puesto que muchos laboratorios alimentan
diariamente a las poslarvas de camardn con las microalgas y para hacerlo necesitan
de logistica y coordinacion para realizar la actividad. Las predicciones de las
poblaciones de microalgas a las 48 y 72 horas de cultivo hacen del sistema productivo
maés eficiente, optimizando recursos como tiempo, energia y talento humano, que
contribuyen a reducir costos de produccion para el productor.
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CONCLUSIONES

La salinidad tiene un efecto directo en el crecimiento poblacional de la Chaetocera
muelleri, los mayores crecimientos se observaron en 20 000 ppm de sal con 3.85x106
cellcm3 en el cuarto dia de cultivo. Las microalgas desarrollan condiciones hipo
osmoticas que reducen la actividad celular a salinidades de 7 000 ppm, encontrando
una poblacion de 2.43x106 cel/cm3.

La mayor precision en la estimacion de poblaciones de microalgas se encontr6 al
cuarto dia de cultivo (72 horas) con un R2=0.91( =-1501069.24+938013.51a+225.30b
-0.0047b2), a los dos dias de cultivo la densidad celular se incrementa en un 19.6 %;
al tercer dia en 53.2 % y en el cuarto dia alcanzan el 100 % del crecimiento
poblacional estimado. Por lo que es posible hacer predicciones de cosecha de
microalgas a partir de la concentracion de salinidad que se usa en el medio y los dias
después de la siembra del indculo.
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