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Palabras clave RESUMEN | El rotifero Brachionus plicatilis es comiinmente empleado como dieta en el cultivo de
Microalgas larvas de peces e invertebrados. En este estudio, se evalué el crecimiento y composicion bioquimica
dieta de este rotifero, alimentado con biomasa de Spirulina subsalsa, para verificar si dicho alimento
productividad proporciona los nutrientes necesarios para su cultivo. Los cultivos se iniciaron con una densidad de
componentes 100 rot/mL y se le suministré 1,5 mg/L/dia de biomasa de S. subsalsa disgregada en agua de mar,
energéticos. usando como control cultivos frescos de Tetraselmis chuii (1,5 mg/L/dia), durante 10 dias. Se

cuantificé la fecundidad (nimero de huevos/hembra) y la densidad poblacional de rotiferos. Al final
del ensayo, los rotiferos fueron cosechados y mantenidos a -20C hasta el momento de los analisis
bioquimicos. La densidad poblacional al final del ensayo mostré diferencias significativas entre las
dietas, alcanzando con 7. chuii la mayor densidad poblacional (25545 rot/mL), mientras que con S.
subsalsa se obtuvo una densidad de 210+10 rot/mL. La productividad fue mayor (15.500+£500
rot/L/dia) cuando se utilizO como alimento a 7. chuii; no obstante, con S. subsalsa se alcanzd
11.000£1000 rot/L/dia. La mayor tasa de crecimiento se obtuvo con T. chuii (0,12+0,00026 rot/dia)
y fecundidad (1,47+0,15 huevos/hembra), en comparacion con 0,10+0,0057 rot/dia y 0,83+0,06
huevos/hembra obtenidos con S. subsalsa. Los valores de proteinas variaron entre 27-35%, los
carbohidratos entre 9-12% y los lipidos entre 16 -25%, sin diferencia significativa entre dietas. Este
estudio evidencid que las biomasas obtenidas con S. subsalsa mostraron contenidos aceptables de los
componentes bioquimicos, para ser utilizadas como dieta alternativa para el cultivo del rotifero B.
plicatilis, y de esta manera garantizar un buen producto de alta calidad nutricional en las industrias

acuicolas.
Keywords ABSTRACT | The rotifer Brachionus plicatilis is commonly used as a diet in the culture of fish
Microalgae larvae and invertebrates. In this study, the growth and biochemical composition of this rotifer, fed
diet with the biomass of Spirulina subsalsa, were evaluated to verify if said food provides the necessary
productivity nutrients for its culture. The cultures started with a density of 100 rot/mL and were fed 1.5 mg/L/day
fecundity of S. subsalsa biomass disintegrated in seawater, using fresh cultures of Tetraselmis chuii (1.5
energetic mg/L/day) as a control. for 10 days. Fecundity (number of eggs/female) and population density of
components rotifers were quantified. At the end of the trial, the rotifers were harvested and kept at -20 °C until

the time of biochemical analyses. The population density at the end of the trial showed significant
differences between the diets (P< 0.05), with 7. chuii reaching the highest population density (255+5
rot/mL), and 210+10 rot/mL with S. subsalsa. Productivity was higher (15,500+500 rot/L/day) when
T. chuii was used as food, and 11,000£1000 rot/L/day when using S. subsalsa. The highest growth
rate was obtained with 7. chuii (0.12+0.00026 rot/day) and fecundity (1.47+0.15 eggs/female),
compared to 0.10+0.0057 rot/ day and 0.83+0.06 eggs/female obtained with S. subsalsa. Protein
values varied between 27-35%, carbohydrates between 9-12%, and lipids between 16-25%, with no
significant difference between diets. This study showed that the biomasses obtained with S. subsalsa
showed acceptable contents of biochemical components, to be used as an alternative diet for the
cultivation of the rotifer B. plicatilis, and in this way guarantee a good product of high nutritional
quality in aquaculture industries.
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INTRODUCCION

Los rotiferos son uno de los organismos zooplanctdnicos mas utilizados en los ultimos afios en acuicultura marina y de
agua dulce, debido a caracteristicas como: tamafio pequeio, facil cultivo, constante movimiento en el agua, rapido desarrollo
y alto valor nutritivo (Jabeur ef al. 2013, Heneash et al. 2015).

Las principales especies de rotiferos utilizados en la acuicultura son: Brachionus plicatilis, B. callyciflorus, B. rubens, B.
urceolaris y B. falcatus (Prieto-Guevara y Espitia 2001), siendo el primero el mas usado a partir de la década de los 60’s para
alimento de especies acudticas, debido a que transfiere eficientemente los acidos grasos poliinsaturados algales, sumamente
importantes para el desarrollo favorable de las larvas de peces (Sadnchez-Torres et al. 2008).

En la larvicultura marina, el uso de rotiferos como alimento mejora significativamente el rendimiento de la alimentacion
inicial de las larvas de peces y aumenta sus tasas de supervivencia. La produccion de rotiferos, asi como su calidad nutricional,
depende de las condiciones de cultivo y del tipo de alimento que se le suministre (Polo et al. 1992; Planas y Cunha 1999,
Alagawany et al. 2021, Lubzens 1987, Lubzens et al. 2001). Muchas especies de microalgas se han utilizado con éxito como
alimento vivo para rotiferos, entre estas, las de los géneros: Tetraselmis, Nannochloropsis, Dunaliella, Chaetoceros,
Rhodomonas e Isochrysis (Treece y Davis 2000, Dhert ef al. 2001, Hoff y Snell 2001, Wikfors y Ohno 2001, Guevara et al.
2011, Pérez et al. 2018).

Tomando en consideracion que la produccion a gran escala de zooplancton, como Brachionus plicatilis (Miiller 1786),
requiere de grandes cantidades de microalgas vivas, lo cual encarece su cultivo (Lavens y Sorgeloos 1996), se ha hecho
imprescindible la bisqueda de fuentes alimenticias alternas que permitan obtener producciones masivas con alto valor
nutritivo y a menor costo. Un buen sustituto de las microalgas vivas viene a ser la biomasa preservada, bajo refrigeracion, de
las cianobacterias de los géneros Spirulina o Arthrospira. Estas cianobacterias aportarian a los rotiferos los nutrientes
necesarios para su desarrollo, entre estos: proteinas (60-70%), lipidos (6 y 13%) y acidos grasos: linoleico (20 a 30%),
palmitico (55 a 70%), oleico (3 a 50%) y los poliinsaturados n-3 y n-6, 10 -20% (Ramirez y Olvera, 2006). Los estudios mas
relevantes que destacan el uso de biomasa de Arthospira platensis como alimento de B. plicatilis incluyen a Jabeur et al.,
(2013), quienes demostraron que el polvo de A. platensis produce un incremento en la densidad poblacional de este rotifero.
Mas recientemente, Zaki et al. (2021), obtuvieron las mayores producciones y tasas reproductivas de este organismo al
suministrar 0.6 g de biomasa de esta cianobacteria por 20.000 rotiferos.

En Venezuela son escasos los estudios con relacion al uso de biomasa de Arthospira o Spirulina como alimento del
zooplancton. En el presente estudio se evalud una cepa nativa de Spirulina subsalsa Oersted ex Gomont, 1892, aislada de la
represa Clavellino, estado Sucre, con el objetivo de analizar el crecimiento y componentes bioquimicos del rotifero B.
plicatilis alimentados con la harina de esta cianobacteria.

MATERIALES Y METODOS

Organismos experimentales

La cepa de Spirulina subsalsa fue aislada de la represa Clavellino, estado Sucre, Venezuela (10° 21° N, 63° 36° O), a
partir de muestras de agua superficial (0-5 m de profundidad) con recolectores plasticos estériles de 350 mL de capacidad,
entre 0-5 m de distancia de la orilla del embalse y posteriormente llevadas al Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas del
Departamento de Biologia Pesquera del Instituto Oceanografico de Venezuela, en la Universidad de Oriente. En el
laboratorio, las muestras de agua del embalse fueron diluidas en agua destilada previamente esterilizada (120 °C, 15 psi, 15
min). Posteriormente, las muestras fueron inoculadas con la ayuda de un asa de siembra en placas de Petri contentivas de 15
mL de medio s6lido Spirulina (AIBA & OGAWA, 1977) e incubadas a temperatura de 25+1°C, iluminacién de 39 pE/m?sy
fotoperiodo 12:12, hasta la aparicion de las colonias verdeazuladas. Estas ultimas fueron tomadas con asa de siembra y
resuspendidas en medio Spirulina liquido para su purificacion. Una vez obtenidas, las colonias puras de la cianobacteria se
colocaron en tubos de vidrios estériles con tapas de baquelita de 15 mL de capacidad, contentivos de 10 mL de medio liquido
Spirulina y se mantuvieron en camara de cultivo a las condiciones ambientales antes mencionadas. La pureza de la cepa se
verificé mediante observaciones en el microscopio a 40X y siguiendo las claves taxondmicas propuesta por Aguiar (2013).
La cepa aislada fue incorporada al Banco de Germoplasma de Algas del Instituto Oceanografico de Venezuela, Universidad
de Oriente, con el codigo BGAUDO 161.
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Para la preparacion del medio de cultivo se usé agua de grifo, filtrada y ozonizada, la cual fue enriquecida con el medio
de cultivo T20BS contentivo de fertilizante agricola Triple 20 (20:20:20), bicarbonato de sodio (4 g/L) y cloruro de sodio (1
g/L). Los indculos para estos cultivos provenian de cultivos previamente aclimatados. Los cultivos se realizaron de forma
discontinua, por triplicado, bajo condiciones de medio ambiente controlado (T: 3041 °C; iluminacién: 3000 lux; agitacion
manual, fotoperiodo 12:12), durante 15 dias. Se usaron frascos de vidrio, contentivos de 3 L del medio de cultivo. La densidad
poblacional inicial fue de 0,540,025 mg/L, y desde el inicio del ensayo y cada 72 h se tomaron muestras de cada uno de los
tratamientos para determinar el pH y el crecimiento poblacional segun criterio de PELIZER & OLIVEIRA (2014). Cuando
los cultivos alcanzaron la fase exponencial se cosecharon totalmente, filtrandolos en manga de permalina. La biomasa
cosechada, después de varios lavados con agua acidulada (pH 4), se coloc6 en una estufa a 50°C hasta obtener masa constante.
Luego de secada, se pulveriz6 en un mortero y la harina obtenida se reservd para usarse como alimento en los ensayos de
cultivos del rotifero Brachionus plicatilis.

La cepa de Brachianos plicatilis, fue aislada de las salinas de Araya, Venezuela (10°30°-10°40°°N - 63°32°-64°21"" W),
siendo el tamafio de los rotiferos 220+40 pm considerado como L (largo), por la longitud de 1érica. Una muestra de este
organismo esta depositada en la coleccion de cultivos planctonicos del Laboratorio de Biotecnologia de Zooplancton del
Departamento de Biologia Pesquera del Instituto Oceanografico de Venezuela, Universidad de Oriente.

Para el proceso de adaptabilidad, se tomaron muestras de rotiferos y se colocaron en una camara de Bogorov, de donde
se extraian ejemplares entre 3 y 4 individuos, y se colocaban en tubos de ensayo con salinidad igual a la del medio (37 UPS).
Los rotiferos estaban provistos de la microalga Tetraselmis chuii con una concentracion de 3X10° cel/ml. por 24 h, luego se
revisaban los tubos de ensayos y se extraian 2 o 4 rotiferos, esto se repitio hasta el 7 dia hasta lograr la adaptacion de los
rotiferos a las condiciones de salinidad, temperatura y alimento.

Condiciones de cultivo

Una vez que los ejemplares alcanzaron su proceso de adaptacion, los cultivos de B. plicatilis se realizaron en una sala
climatizada (25+ 1°C) en matraces de 500 mL de capacidad, conteniendo 250 mL de agua de mar (37 ppm) filtrada y
esterilizada, con una densidad de siembra de 100 rot/mL, a los cuales se le suministraron 1,5 mg/L/dia de biomasa de S.
subsalsa disgregada en agua de mar. Los cultivos se efectuaron por triplicado durante 10 dias y estuvieron provistos de
aireacion continua (50 mL/min). Los cultivos controles fueron realizados en idénticas condiciones, usando como alimento
cultivos frescos de la microalga 7. chuii (1,5 mg/L/dia), la cual es de uso comun en los cultivos de rotiferos. La intensidad
luminica en el laboratorio fue de 2500 Lux. Cabe resaltar, que la temperatura del cultivo fue de 2742 °C en el laboratorio,
con un fotoperiodo 12/12 h (oscuridad y luz). Diariamente se cuantificd la fecundidad (nimero de huevos/hembra) y la
densidad poblacional de rotiferos, utilizando una camara de Bogorov y una lupa estercoscopica. Con los datos de densidad
poblacional se determinaron los parametros poblacionales. Al final del ensayo (10 dias), los rotiferos fueron cosechados y
mantenidos en refrigeracion a -20°C hasta el momento de los analisis bioquimicos.

Parametros poblacionales

Con los datos de densidad poblacional diaria se realizaron curvas del incremento de la poblacion (densidad poblacional
vs dias de cultivo). A partir de esta curva se determiné la fase de crecimiento exponencial, para luego calcular la tasa
instantanea de crecimiento y la productividad (rot/L/dia), de acuerdo con Navarro y Yufera (1998).

Tasa instantanea de crecimiento (r):

Ln(Nt)-Ln(No)
——
Donde:
r= tasa instantanea de crecimiento (rot/dia)
No y Nt= ntimero inicial y final de rotiferos en la fase de crecimiento exponencial, respectivamente.
t= tiempo en dias.
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Fecundidad al final del ensayo

_ Numeros de huevos totales

Hembras totales
Donde:

F= fecundidad (nimero de huevos/hembra)

Productividad (rot/L/dia)

Dmax-Do
P: JE—
t

Donde:
P= productividad (rot/L/dia)
Dmax= densidad méaxima de rotiferos alcanzada al final de la fase de crecimiento exponencial.
Do= densidad inicial de rotiferos.
t= tiempo en dias.

Composicion bioquimica de los rotiferos

Los analisis bioquimicos se realizaron al final del ensayo (10 dias), por métodos espectrofotométricos e incluyeron
proteinas, lipidos y carbohidratos totales. Las proteinas totales se estimaron por el método de Lowry et al. (1951), los lipidos
totales por el de Bight y Dyer (1959), mientras que la cuantificacion de los carbohidratos totales se realizé mediante un
ensayo cuantitativo basado en la carbonizacion de la materia organica (Pande et al. 1963) y los carbohidratos se determinaron
segun Dubois et al. (1956).

Pigmentos fotosintéticos

En cuanto al contenido de clorofila a se realiz6é de acuerdo con la metodologia de Jeffrey y Humphrey (1975): Clorofila
a (ng/mL) = 11,93 (Asss) - 1,93 (Ass7) y los carotenoides totales se determinaron mediante la ecuaciéon propuesta por
Strickland y Parsons (1972): carotenoides totales (ng/mL)= 4 (A4go)-

RESULTADOS
Parametros poblacionales

Crecimiento poblacional

En la figura 1, se observa la densidad poblacional del rotifero B. plicatilis cuando fue alimentado con 7. huii 'y S. subsalsa.
La fase de crecimiento exponencial se observd entre los dias 4-10. La densidad poblacional al final del ensayo mostro
diferencias significativas entre las dietas evaluadas (P< 0,05), siendo T. chuii el alimento que propicio la mayor densidad
poblacional (255+5 rot/mL); por su parte, la dieta a base de S. subsalsa permitié obtener densidades de rotiferos de 210+10
rot/mL.
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Figura 1. Crecimiento (rotiferos/mL) del rotifero Brachionus plicatilis alimentado con Tetraselmis chuii y Spirulina subsalsa durante 10
dias de cultivo.

Figure 1. Growth (rotifers/mL) of the rotifer Brachionus plicatilis fed with Tetraselmis chuii and Spirulina subsalsa during 10 days of
culture

Productividad

Las productividades obtenidas en los cultivos de B. plicatilis mostraron diferencias significativas (Prueba t de Student
7,0; P<0,01) entre las dietas evaluadas. Este parametro fue mayor (15.500+500 rot/L/dia) cuando se utiliz6 como alimento a
T. chuii; no obstante, S. subsalsa permitié obtener productividades de 11.000£1000 rot/L/dia (Fig. 2).
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Figura 2. Productividad (rotiferos/L/dia) del rotifero Brachionus plicatilis alimentado con Tetraselmis chuii y Spirulina subsalsa durante
10 dias de cultivo.

Figure 2. Productivity (rotifers/L/day) of the rotifer Brachionus plicatilis fed with Tetraselmis chuii and Spirulina subsalsa during 10
days of culture
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Tasa de crecimiento y fecundidad

Las tasas de crecimiento (Fig. 3) y la fecundidad (Fig. 4) de B. plicatilis mostraron diferencias significativas (Prueba t de
Student 5,53 y 6,86, respectivamente; P< 0,05) entre las dietas evaluadas, siendo 7. chuii el alimento que ocasiond las
mayores tasas de crecimiento (0,1240,0026 rot/dia) y fecundidad (1,47+0,15 huevos/hembra). En tanto que, con S. subsalsa
como alimento, B. plicatilis obtuvo una tasa de crecimiento y una fecundidad de 0,10+0,0057 rot/dia y 0,83+0,06
huevos/hembra, respectivamente.
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0,04
0,02
0,00

Tasa de crecimiento (rot/dia)
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Figura 3. Tasa de crecimiento de Brachionus plicatilis alimentado con Tetraselmis chuii'y Spirulina subsalsa durante 10 dias de cultivo.
Figure 3. Growth rate of Brachionus plicatilis fed with Tetraselmis chuii and Spirulina subsalsa during 10 days of culture.
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Figura 4. Fecundidad de Brachionus plicatilis alimentado con Tetraselmis chuii y Spirulina subsalsa durante 10 dias de cultivo.
Figure 4. Fecundity of Brachionus plicatilis fed with Tetraselmis chuii and Spirulina subsalsa for 10 days of culture.
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Componentes quimicos

Los contenidos de proteinas, lipidos y carbohidratos de B. plicatilis no presentaron diferencias significativas (P>0,05) en
las diferentes dietas evaluadas (Fig. 5). Esto es de mucha importancia, dado que se evidencia que el uso de S. subsalsa puede
garantizar una calidad nutricional de B. plicatilis similar a la obtenida cuando se usa la clorofita 7. chuii. Los valores de
proteinas variaron entre 27-35%, los carbohidratos entre 9-12% vy los lipidos entre 16 -25%.
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Proteinas Carbohidratos Lipidos

Componentes bioquimicos

Figura 5. Contenidos de proteinas, lipidos y carbohidratos (%; media + DE) de Brachionus plicatilis alimentados con Tetraselmis chuii o
Spirulina subsalsa. Letras diferentes en cada renglon representan diferencias significativas (P < 0,05).

Figure 5. Contents of proteins, lipids and carbohydrates (%; mean £ SD) of Brachionus plicatilis fed with Tetraselmis chuii or Spirulina
subsalsa. Different letters in each row represent significant differences (P < 0.05).

DISCUSION

En esta investigacion se evidencid que el uso de biomasa de S. subsalsa como alimento del rotifero B. plicatilis es una
alternativa viable para obtener producciones masivas de este zooplancton con una calidad nutricional similar a la mostrada
cuando se usé microalgas unicelulares, como T. chuii.

Con respecto a las densidades poblacionales de B. plicatilis, Roman-Reyes et al. (2014) obtuvieron 215 rot/ mL al utilizar
como alimento biomasa de la cianobacteria Spirulina, similares a las del presente trabajo (210 rot/ mL). Por su parte,
Rajendiran et al. (2007) alimentaron al rotifero B. calyciflorus con biomasa de A. platensis y reportaron una produccion de
individuos de 149,70 + 7,12 indiv/mL, densidades mas bajas que las mostradas en esta investigacion. En contraste, Zaki et
al. (2021) encontraron el mayor incremento poblacional (54.000.000 rot/mL) y un ntimero significativamente mayor de
hembras ovadas de B. plicatilis (9.000.000 rot/mL), al ser alimentadas con la biomasa de 4. platensis.

Otras investigaciones relacionadas con el uso de biomasa de microalgas, en forma de polvos o pastas, como alimento de
B. plicatilis han brindado excelentes resultados. Tal es el caso de Guevara ef al. (2011), quienes al alimentar a B. plicatilis
con pastas de Rhodomonas salina obtuvieron densidades poblacionales entre 316-326 rot/mL. Otros autores como Rueda
(1996) mostraron que al alimentar a los rotiferos B. plicatilis con polvo de Arthrospira sp., obtuvieron densidades
poblacionales de 79,0 rot/mL, valores que fueron menores a los hallados en este estudio, cuando los rotiferos fueron
alimentados con S. subsalsa pulverizada.
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Los resultados obtenidos en el desarrollo de este estudio demuestran que B. plicatilis puede ser alimentado con S. subsalsa,
ya que favorece su reproduccion; de manera similar que la amplia variedad de alimentos que se emplean para tal fin, que van
desde microalgas vivas hasta dietas inertes como levadura de pan y de cerveza, protozoarios, bacterias, detritos, pastas y
polvos de microalgas, entre otros (Guevara et al. 2011, Yin et al. 2013).

La composicion bioquimica de B. plicatilis al ser alimentado con S. subsalsa fue similar a la obtenida cuando se empled
T. chui. Estudios realizados sobre la alimentacion de B. plicatilis con harina de Spirulina sp., mostraron una variacioén en su
composicion bioquimica, presentando un contenido de proteinas de 65-69%, carbohidratos de 17,5-23,8% y lipidos de 6,5-
7,0% (Roman-Reyes et al. 2014), siendo mayores que el contenido de proteinas y carbohidratos mostrados en este trabajo.
De igual manera, Zaki et al. (2021) mostraron que al usar harina de 4. platensis para alimentar a B. plicatilis, alcanzaron un
contenido de proteinas (52%), carbohidratos (14%) y lipidos (8,5%). Este estudio evidencid que las biomasas obtenidas con
S. subsalsa mostraron contenidos aceptables de los componentes bioquimicos, para ser utilizadas como dieta alternativa para
el cultivo del rotifero B. plicatilis, y de esta manera garantizar un buen producto de alta calidad nutricional en las industrias
acuicolas.

Las diferencias observadas en los parametros poblacionales mostrados en esta investigacion, con respecto a los que
previamente fueron publicados, probablemente pueden estar relacionados con las condiciones de cultivos y principalmente
el tipo de cepa de S. subsalsa empleada en este trabajo, en comparacion con los resultados mostrados con los autores antes
mencionados cuando utilizaron Spirulina sp. y A. platensis.

La produccion de alimento vivo es considerada un componente basico del proceso productivo en criaderos marinos y
también sigue siendo uno de los obstaculos mas importantes para el desarrollo de la acuicultura marina. Brachionus plicatilis
es la especie de zooplancton que de manera mayoritaria es utilizado como alimento en las primeras etapas del desarrollo de
larvas de camarones marinos y peces. La reduccion del costo de produccion de este en los criaderos marinos se considera
uno de los principales objetivos para el desarrollo de una industria de acuicultura marina (Heneash ef al. 2015).

CONCLUSIONES

Spirulina subsalsa se presenta como una opcion para ser usada como alimento del rotifero Brachionus plicatilis, ya que
permite obtener densidades poblacionales de rotiferos comparables a las observadas cuando se utilizd como alimento
Tetraselmis chuii. Adicionalmente, las biomasas obtenidas con S. subsalsa y T. chuii mostraron similares contenidos de
proteinas, lipidos y carbohidratos. Estos resultados sugieren que la dieta a base de harina de S. subsalsa puede ser empleada
como dieta alternativa para el cultivo del rotifero B. plicatilis.
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