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RESUMEN

El presente trabajo sobre criopreservacion de microalgas marinas de La
especie Chaetoceros gracilis, fue desarrollado en el laboratorio de
fitoplancton de la Facultad Ciencias del Mar de la Universidad Eloy Alfaro
ubicada en la ciudad de Manta Provincia de Manabi, Ecuador, y en el
laboratorio de biocultivos Ocean Farm S.A ubicado en Punta blanca del
Canton Jaramijo también en la provincia de Manabi. La cepa pura de
microalgas marinas fue obtenida del laboratorio de biocultivos Oceam Farm
S.A. y fueron repicadas en el laboratorio de la Universidad, el método de
cultivo de microalgas marinas utilizado fue Guillard F/2 y luego estas
microalgas fueron criopreservadas con Glucosa al 2% utilizando el método
de centrifuga y congelacion.

Las microalgas marinas luego del proceso de criopreservacion fueron
descongeladas para evaluar su viabilidad y ser suministradas a larvas de
Camaron blanco Panaeus vannamei como suplemento alimenticio en los
primeros estadios de las larvas, es decir desde Zoea 1
hasta Mysis 3 en donde las microalgas marinas son indispensables.
Se congelaron muestras de microalgas en tres diferentes periodos de tiempo
15,30 y 45 utilizando Glucosa al 2% de concentracién los resultados
demostraron que la Sobrevivencia de larvas de camaron que fueron
alimentadas desde el estadio Zoea 1 hasta Mysis 3 con microalgas
criopreservadas con Glucosa al 2% durante un periodo de quince dias fueron
significativamente similares (86%) al de la muestra control con algas frescas
(86%) al finalizar el estadio Mysis 3. A los 30 dias de criopreservacion se
pudo apreciar Que la sobreviviencia de las larvas fue ligeramente bajas (78%)

en comparacion con la Muestra control (84%) al finalizar el estadio Mysis 3
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La sobrevivencia de las larvas de Alimentadas con microalgas
criopreservadas durante 45 dias fue significativamente baja (58%) que la
muestra control (87%). Fue notoria la mortalidad de larvas de camarén al ser
alimentadas con microalgas criopreservadas con Glucosa al 2% durante los
30y 45 dias esto podria haber sido ocasionado por la pequefa toxicidad que
puede demostrar en cierto punto el criopreservante utilizado en la investigacion
posiblemente por la concentracion de adicién del mismo y también el tiempo a
que fueron expuestas las microalgas.

Ademas, durante el cultivo de las larvas de camardon se realizaron
observaciones bajo el microscopio de muestras de las mismas, en donde
pudimos apreciar que algunas células estaban adheridas a los apéndices
abdominales y posiblemente este efecto impedia que muden muchas larvas

produciendo mortalidad.



ABSTRACT

The present work on cryopreservation of marine microalgae species
Chaetoceros gracilis, was developed in the laboratory of phytoplankton of
The Faculty of Marine Science of the University Eloy Alfaro located in the
City of Manta, in the province of Manabi, Ecuador, and in the laboratory of
biocultivos Ocean Farm S.A. located in Punta Blanca of the canton Jaramijo
also in the province of Manabi. The pure strain of marine microalgae was
obtained from the Ilaboratory of biocultivos Ocean Farm S.A. pistachio
transplants were ready and were in a laboratory at University, the
method of cultivation marine microalgae Guillard used F/2 and then
these microalgae were cryopreserved with 2% glucose using the method of
centrifuge and freezing. The marine microalgae after the process of
cryopreservation were thawed to evaluate its feasibility and be supplied t3. The
larvae of white shrimp of the species Penaeus vannamei as a dietary
supplement in the early stages of larvae, i.e. from Zoeal until Mysis 3
where the marine microalgae are indispensable. Samples were frozen
microalgae in three different periods of time; at 15,30 y 45 days using
2% glucose concentration. The results showed that the survival of the
Larvae of shrimp which were fed from the Zoea stage 1 until Mysis 3 witch
microalgae cryopreserved with 2% glucose over a period of fifteen days
were significantly similar (86 %) than the control sample with fresh
seaweed within 30 days of cryopreservation is able to appreciate that the
survival of the larvae was slightly low (78 %) compared with the control
sample (84 %) at the end the Mysis stage 3. The survival of the larvae of
shrimp fed with microalgae cryopreserved during 45 days was significantly
lower (58 %) than the control sample (87 %). There was considerable

mortality of larvae of shrimp to be fed with microalgae cryopreserved with
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glucose 2% for the 30 y 45 days, this could have been caused by the
small toxicity than can demonstrate at a certain point criopreservante
used in the research, Possibly by concentration of adding the same and
also the time to which they were exposed the microalgae. In addition
during the cultivation of shrimp larvae of observation were conducted
under the microscope of samples of the same, in where we could appreciate
that some cells were attached to the abdominal appendages and possibly

prevented this effect to moult in many larvae producing mortality.
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INTRODUCCION
En nuestro pais Ecuador, se han venido desarrolldiidrentes tipos de
cultivos tradicionales tales como; cultivo de peoesinos y de agua dulce,
ademas de cultivo de crustaceos y moluscos.

Estos en sus etapas larvarias se alimentan prim@pée de fitoplancton y
entonces se han implementado laboratorios devgsiliemi extensivos de
algas marinas especialmente microscopicas, emk@ustera de nuestro
pais. Las zonas donde se desarrolla la actividazhionera, especialmente
en la provincia de Manabi, son en los cantones1@e§, Pedernales, Jama,
San Vicente, entre otros cantones, se ven en &sitkel de implementar
laboratorios de larvas de camardon en donde seymcin laboratorio de
fitoplancton. En la ciudad de Manta donde fue adelado el presente
trabajo, existen empresas que se dedican al caléitarvas de camaron,
estas podemos encontrarlas en Punta Blanca, bareda en el Cantén
Jaramij6 cercana a la ciudad de Manta, y muchassva& han visto en la
necesidad de adquirir cepas de microalgas marmag@s laboratorios
alejados de las zonas de cultivo, es por esta rquzé las técnicas de
criopreservacion de microalgas marinas podriadaya mantener cepas
gue podrian ser almacenadas en congelacion pastarior utilizacion

en la alimentacion de organismos marinos, pritcipate larvas de

camaron
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l. MARCO METODOLOGICO.

1.1. Planteamiento del problema.

En el Ecuador desde hace varias décadas, se hdovpracticando el

cultivo de organismos acuaticos principalmente deéea marino,

existiendo gran interés por parte de muchas indssly empresarios
dedicados a estas actividades. Existen especieslaarque son utilizadas
para el cultivo en cautiverio mencionando grandega@s de peces e
invertebrados de los que podemos destacar el cantdadcoPenaeus

vannameique han venido representando un gran rubro ecoiaoenia del

pais. Las microalgas marinas, especialmente deésmteomercial, son
requeridas por la mayoria de estos organismossahlés, convirtiéndose

en una gran fuente de alimento y de aporte deemis.

En los actuales momentos, son muchas las espemssalgales que son
utilizadas para alimentar organismos acuaticose yidtivan en nuestro
pais en laboratorios sumamente especializadosyadies para tales fines,
y que se utilizan en gran parte para alimentaraame camardn blanco

desarrollado en cultivo mono especifico.

Las especies microalgales que mas se utilizan @dt@o en cautiverio
son; Thalassiosira pseudonana., Skeletonema costatungetGteros

graciclis, Navicula y Tetraselmis maculata.



De acuerdo a su valor nutricional y facilidad d#ieo, son seleccionadas
las cepas puras de las microalgas marinas. Estasuttivadas de forma

intensiva y masiva, utilizando técnicas de aislamoig manipulacion.

La disponibilidad de las microalgas puede versetdaa por varios

factores tales como cultivos libres de contaminachtasta la pérdida de
cepas puras, etc., es por esta razon que la tédaicaiopreservacion de
microalgas marinas podria ser una alternativa aé@mcaso de que ocurran
este tipo de problemas dentro de un laboratorieaslizado. También se

podrian almacenar cepas bajo congelacion y selizadas en lo posterior.



1.2

OBJETIVOS.

1.2.1. OBJETIVO GENERAL.

Cultivar microalgas de la especihaetoceros gracilisitiizando

el

método Guillard/F2 y aplicar Glucosa 2% para

criopreservarlas.

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Aplicar el método Guillard/F2 para el cultivo desla
microalgas marinas utilizadas en el trabajo de
investigacion.

Utilizar Glucosa al 2% de concentracion (criopreaete)
para realizar la respectiva criopreservacion de las
microalgas del estudio.

Monitorear la viabilidad de las microalgas criogmadas

en 15, 30 y 45 dias, en larvas de camardn blRec@aeus
vannameipara evaluar su eficacia como alimento en los
crustaceos mencionados.

Analizar los resultados obtenidos y elaborar lape&etivas

conclusiones y recomendaciones.



1.3. JUSTIFICACION.

Este trabajo de investigacion fue realizado enfdess; la primera en el
laboratorio de plancton de la Facultad CienciasMenl de la Universidad

Laica “Eloy Alfaro” de Manta y posteriormente enlaboratorio de larvas
de camaron Ocean Farm S.A. ubicado en la zona d&a Rlanca del

cantén Jaramijo, con la finalidad de experimentar microalgas marinas
de interés comercial y probar su eficacia una vee ge le apliquen
crioprotectores, como una alternativa alimenticaaporganismos tales

como larvas de camaron.

1.4. HIPOTESIS.

Hipotesis afirmativa: Las microalgas marinas deeriég comercial del
género Chaetoceros pueden ser criopreservadas y reutilizadas para
alimentar larvas de camaron del génBamaeuslas mismas que pueden
presentar una buena viabilidad durante su inodulacy posterior

crecimiento poblacional.

Hipotesis nula: Las microalgas marinas de inte@wercial del género

Chaetocerosio soportan la criopreservacion y por lo tanto neden ser
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reutilizadas para alimentar larvas de camarén @elegp Penaeus las
mismas no pueden presentar una buena viabilidahtiusu inoculacién y

crecimiento poblacional.

. MARCO CONCEPTUAL.

2.1. Diferentes cepas de microalgas que pueden sélizadas en

cultivos.

Desde mas de cinco décadas (1940) el interés etugrode forma
intensiva microalgas ha aumentado, y siempre seehao tomando en
cuenta ciertos pardmetros para poder seleccionpecies de estas
microalgas para ser cultivadas, entre las cualeempos mencionar; el
tamafno celular, su membrana externa (pared enélatag vegetales), el
potencial de los cultivos, capacidad digestivasogltenido nutricional que
va a beneficiar a los organismos que las van auoaing su composicion
bioquimica (Le Borgne, 1990).

El fitoplancton cultivable (microalgas marinas)asiderado una fuente
indispensable de alimento para organismos mariales como especies de
moluscos filtradores, crustaceos en estado lanmatlasive para estadios
larvarios de muchos peces cultivados en cautivéambién son utilizadas
como alimentacion de otros tipos de organismos epedentes al

zooplancton tales como crustaceos copépodos, espele@ artemia y



metazoarios como los rotiferos, estos a su vezgouedr utilizados para
alimetar otras especies de crustaceos y pecestatodarvario. (Lavens,

and Sorgeloos, 1996).

Han sido creadas muchas técnicas que conllevamdug@r especies de
microalgas de forma masiva, teniendo cultivos d€fipes hasta cultivos
extensivos controlados, pero hay que tomar en augme aplicando una
produccion muy controlada puede resultar muy cosiGsutteau, 1996).
La cantidad de nutrientes en el medio de cultivdisthinuir, y parametros
fisicos como la iluminacion, la temperatura y el pbh descontrolados,
podrian provocar un colapso en el cultivo. La estma bioguimica de las
microalgas podria verse afectada también por pmdseen sus fases de
crecimiento y la cantidad excesiva de células dett medio de cultivo,
la luminosidad y variaciones de temperatura (Persob988).

Se han encontrado muchos problemas cuando se ¢@uncto microalgas
marinas en grandes escalas para ser usadas eptdadd crustaceos,
moluscos bivalvos, etc., estos problemas son dgemrieconOmico y

eficiencia en volumenes altos de estas microalgasas (Ukeles, 1980).



2.2. Caracteristicas principales de las microalgaen general
(Fitoplancton).

El plancton del océano se lo define como organisilot&ntes, sin rumbo
con limitados poderes de locomocion, que son ttepos
principalmente por los movimientos del agua.

Las subdivisiones del plancton incluyen bacteriogian (bacterias),
fitoplancton (vegetales) y zooplancton (animal@sgnnish, 1989)

El fitoplancton lo constituyen plantas microscopicdunicelulares,
filamentosas y en forma de cadena) que habitandaricie de las aguas
marinas (zona fotica) y de los medio ambientesecost Aunque las
formas unicelulares comprenden la base del fitaptem algunas algas
verdes, y azul — verdosas son filamentosas. (Kenhg389)

Abarca una amplia diversidad de grupos algalesarpie estar compuesto
de simples células o pequefias colonias relativamerganizadas. Estos
autotrofos diminutos, los cuales son ampliamenteghanctonicos, poseen
la principal funcién en los océanos siendo respaasale al menos el 90%
de la fotosintesis, con el 10% restante atribuidocpalmente a las
macroalgas bentonicas y las plantas vasculares.

Debido a que los océanos cubren el 72% de la scipede la tierra, el
fitoplancton como grupo es el productor primariosniéportante del

planeta y comprenden la base de la cadena trdiicardicia
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(Kennish, 1989)

Las algas tanto bentonicas como plancténicas vadasiderablemente en
cantidad y forma. Este amplio grupo de organismmaduye las algas
macroscopicas marinas asi como también las formaiselulares
microscopicas y pequeias colonias de forma variada.

Las caracteristicas morfolégicas detalladas no féailes de describir
exactamente en organismos como el fitoplanctonp pstudios mas
reciente con el microscopio electronico, demuediras estructuras de los
constituyentes de las células tales como las merabrdlagelos, etc. en la
pared celular que contribuyen a las caracteristesg®ecificas de cada
grupo (Dodge, 1973).

También se demuestra una remarcada diversidad assppeecies algales en
las caracteristicas bioquimicas incluyendo los pigios fotosintéticos,
especialmente la variedad de xantofilas y el almacgento de productos.
El fitoplancton es cominmente categorizado en basetalla, en 4 clases:
Ultraplancton (< 5 um de diametro; nanoplancton 570 um),
microfitoplancton (70 a 100 um) y macrofitoplancten100 um), mas de
la mitad de todo el fitoplancton pertenecen al dplkancton vy

nanoplancton. (Kennish, 1989).



2.2.1. Breve taxonomia de las microalgas utilizadan el estudio.
Las microalgas utilizadas en este estudio fuersnnié&croalgas cafés o
Diatomeas de la clasBacillarophyceaepertenecientes a los principales

grupos encontrados en el plancton de los océanos.

2.2.2. Diatomeas (claséBacillarophyceag.

Las diatomeas son una clase de algas unicelularesostopicas.
Conocidas también conf®acillariophyceae son uno de los mas comunes
tipos de fitoplancton. Muchas diatomeas son uniaeds, aunque algunas
de ellas pueden existir como colonias en formaldméntos o cintas (e.g.
Fragillaria), abanicos (e.gMeridion), zigzags (e.gTabellaria) o colonias
estrelladas (e.gAsterionellg. Las diatomeas son productores dentro de la
cadena alimenticia. Una caracteristica especiagstietipo de algas es que
se hallan rodeadas por una pared celular Unicaahdehsilice opalino
(dioxido de silicio hidratado) llamada fristulat&ssfristulas muestran una
amplia variedad en su forma, pero generalmenteistensen dos partes
asimétricas con una division entre ellas, se delesta caracteristica el
nombre del grupo. La evidencia fosil sugiere que thatomeas se

originaron durante o después del periodo jurasgcoptano, aunque los



primeros restos corporeos son del paleogeno. Lasumidades de
diatomeas son una herramienta recurrentemente psaada vigilancia de
las condiciones medioambientales, pasadas y pessean también usadas

para el estudio de la calidad del aguaTomado de
http://es.wikipedia.org/wiki/Diatomea

Actualmente se conocen mas de 200 géneros de @asmy se estima que
hay alrededor de 100.000 especies extintas. Conhanizadores, las
diatomeas se distinguen por encontrarse en cualgpeede ambiente ya
sea marino, dulceacuicola, terrestre o tambiénessinperficies hiumedas.
Otras se encuentran en ambientes donde existencmomes extremas de
temperatura o salinidad y de igual forma las emaombs interactuando con
otros organismos como es el caso con las ciangfiidleaentosas donde
existe un epifitismo por parte de las diatomeasmagoria son pelagicas
(viven en aguas libres), algunas son bentonicdsd€sel fondo marino), e
incluso otras viven bajo condiciones de humedadosfitnica. Son
especialmente importantes en los océanos, dondecasmila que
proporcionan hasta un 45 % del total de la produncprimaria oceénica.
La distribucién espacial del fitoplancton marino esstringida tanto
horizontal como verticalmente. Las diatomeas vigartodos los océanos
desde los polos hasta los tropicos; las regionks gosubpolar contienen

relativamente pocas especies en contraste coroia tamplada. Aunque
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las regiones tropicales exhiben la mayor cantidaéspecies, las mayores
poblaciones de diatomeas se hallan entre las regjipolar y templada. A
pesar de ser generalmente microscopicas, algupasies de diatomeas
pueden alcanzar los 2 milimetros de longitud. Lastotheas son
clasificadas segun la distribucion de sus porognarmentacion. Si las
fristulas poseen una simetria radial se las dersodismomeas centradas,
mientras que si poseen una simetria bilateralffuses) se las denomina

pennadaSEomado de http://es.wikipedia.org/wiki/Diatomea

Las diatomeas pertenecen a un gran grupo llantéeterokontophyta
incluyendo especies tanto autotrofas (€&glden algae un alga marina)
como heter6trofas (e.ddomycetes Los cloroplastos amarillo-marrones
son tipicos de los heterokontophytas, con cuatnmiine@nas y poseyendo
pigmentos tales como el carotenoide Fucoxantinas $8wividuos
usualmente carecen de flagelo, pero estan presaregametos y
usualmente presentan una estructura heterokontpeytzepto en que
carecen de vellosidades (Mastigonema) caracteristee otros grupos.
Muchas diatomeas no poseen movimiento, aunque adgatras poseen
movimiento flagelado. Debido a su relativamenteapgasared celular ellas
se hunden con facilidad, las formas planctonicaagras abiertas por lo

general dependen de la turbulencia oceanica prdaywr el viento en las
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capas superiores para mantenerse suspendidas agulas superficiales
iluminadas por el Sol. Algunas especies regulanaoente su flotabilidad

con los lipidos intracelulares para hacer frenteualdimiento.

Las diatomeas estan contenidas dentro de una (maiced celular de
silicato (frustula) compuesta de dos valvulas sagas. La silice biogénica
de la que la pared celular se compone es sintatirdichcelularmente por
polimerizacion de mondmeros de acido silicico. Bsterial es luego
secretado hacia el exterior de la célula en donddicpa en la
conformacion de la pared celular. Las valvulas dg tdliatomeas se

superponen una a otra como las dos mitades delaice gie PetriTomado

de http://es.wikipedia.org/wiki/Diatomea

Dentro del grupo de las Diatomeas se han recondusddrdene£entricae
gue corresponde a las céntricas y se caracterrzarigalmente por poseer
valvas semi- circulares y son plancténicos predantis, y luego tenemos
lasPennataeo pennales que tienen las valvas de manera oldangpor lo
general son bentOnicas y estas células se muestemnos alargadas

(Kennish, 1989).

Poseen cloroplastos de forma muy numerosa y sooefieq, el color
caracteristico de esta microalgas es el café —ddoyaademas poseen

pigmentos que son fotosintéticos y son; ClorofilBgta — Caroteno
12



(pigmento de coloracién amarilla), Fucoxantina ifpégto de coloracion
café) y en pequeiias cantidades los pigmentos dieatitina vy
diadoxantina (Kennish, 1989). Como toda célula tigi&) su reproduccion
es por biparticion vegetativa en donde se obtietencélulas pequefas o

células hijas.

La escala taxondmica de la diatomea evaluada presente investigacion,
es la siguiente:

Reino: Protista

Filo: Heterokontophyta

Division: Chrysophyta

Clase: Bacillarophyceae

Sub-orden: Centricae

Orden: Biddulphiales
Familia: Chaetoceraceae
Género: Chaetoceros

Especie: Chaetoceros gracilis

13



2.3. Metodologia para cultivar microalgas marinas.

2.3.1. Principales consideraciones para el cultivo.

Los principales parametros que se deben tomar emaen un cultivo de
microalgas marinas son los fisicos tales como Losidtad, pH, salinidad,
turbulencia, temperatura, ademas la calidad yidaohtde sustancias

nutritivas.

2.3.2. Luminosidad.

Todos los organismos vegetales del planeta fowisian, las microalgas
también lo hacen, tanto la luz solar como la aitifirepresentan una fuente
de energia la cual produce la reaccion y se debesiderar el espectro,
fotoperiodo e intensidad de la luz.

Sobre todo la intensidad luminar es importantejdiiefue en cultivos de
alta densidad de células algales, la luminosidamk dser alta para que
pueda penetrar en el cultivo y asi esta luz seartidp de manera uniforme
(Kennish, 1989). La luminosidad es ideal cuandoataral, es decir la luz
solar, pero también es posible suministrar luzodmé artificial utilizando
lamparas fluorescentes que otorgan un efecto aldiacion efectiva.

Esta iluminacion cuando es natural solo se la pagdevechar unas doce

horas en el dia, pero cuando es artificial se pweaenistrar de forma
14



constante y asi el cultivo se desarrollara de nmapmera, dependiendo del
cultivo se suministrara luz, es decir, por ejemgildenemos cultivos en
tubos de ensayo o fiolas de hasta 500 ml serarsaeag unos mil luxes,
pero en el caso de cultivos masivos pueden semsitrmados desde 5000

hasta 8000 luxes. (Kennish, 1989)

2.3.3. El potencial de Hidrégeno (pH).

Las fluctuaciones dentro de un cultivo microalgadifpan darse entre 7.7 a
9.5 limitando la division normal de las células él#s, 1971). Cuando se
produce una inestabilidad del pH, esta es produpmala muerte de
muchas células durante el cultivo, pero si es positadicion de COesto
puede ayudar al equilibrio del pH, pudiendo mantehenismo por debajo
de 8.8 durante el desarrollo microalgal. Esta adicie CQincrementa la

capacidad buffer y se puede prevenir un cambid-t@gennish, 1989).

2.3.4. Suministro de aire.
Se debe suministrar aire limpio y filtrado, paratavque las células se

sedimenten, ya que a diferencia de otras microaftgassnas, estas no
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poseen movimientos propios. También con la aireasgdexpone a la luz y
a los nutrientes a todas las células microalgal#¢arelo la estratificacion
térmica proveyendo asi intercambios gaseosos ehdiee y el cultivo. El
suministro de aire beneficia al cultivo, ya queskaire existe CQy este es
aprovechado en la fotosintesis para la producc&®y esta adicion del
CO, debe ir de la mano en la asimilacion de nutriept@slo contrario se
podria elevar el pH en el cultivo, esto ocurre perdps iones de H se
balancean con los del GCEI aire suministrado podria ser enriquecido con

diéxido de Carbono adicional.

2.3.5. Temperatura del cultivo de fitoplancton.

Las especies microalgales pueden tolerar tempara&nire 17 y 28° C,

pero la temperatura 6ptima oscila entre 18.5 y&2ptidiendo variar con la
composicion del cultivo y la especie utilizada. Weaperatura por debajo
de los 16.5° podrian causar una disminucion delrarento en el cultivo, y

temperaturas altas como 34.5° C podrian hacer sanlapertas especies
microlagales (Kennish, 1989). Cuando se ha sumagistcorrectamente la
cantidad de nutrientes en el medio de cultivo,mel#e la luminosidad y la
temperatura podrian ser factores limitantes deinmis

La luz que emiten las lamparas fluorescentes, @ogniovocar un aumento

de la temperatura en el cultivo, principalmente@iamenes pequefos, por
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eso0 es necesario mantenerlos en refrigeracionum enarto frio o con aire

acondicionado (Kennish, 1989).

2.3.6. Salinidad.

Las microalgas marinas pueden tolerar cambioslaedzsal en el medio de

cultivo, dependiendo de las especies. Estas puebksarrollarse a

salinidades ligeramente bajas es decir, a salinglgde fluctian entre 22 a
25 ppm, para bajar la salinidad de un medio deavoylel agua salada

puede diluirse con agua dulce (Kennish, 1989).

2.3.7. Medios de cultivo y nutrientes.

Las microalgas cultivadas en cautiverio en mucheasiones pueden
desarrollarse en medios de cultivo de alta densidalths concentraciones
muy diferentes a las que son encontradas en laahe#a, es por esta razon
gue es necesario obtener medios de cultivos qusapasna composicion
parecida a la existente en el agua oceanica.

Generalmente las principales sustancias nutritjugsson requeridas por el
fitopancton son; Nitratos (Nitrégeno) y FosfatBggforo) en una relacion

aproximada de 5:1, pero ademas de estas sustémiai®n son requeridos
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Silicatos (Silicio) que es utilizado principalmenée la formacion del
esqueleto externo (Tecas).

Son necesarios también metales tales como; eldligmc, Manganeso,
Cobre, Cobalto, Molibdeno (metales traza), son edadas ciertas
vitaminas como; Cianocovalamina, Tiamina y Biotina.

Para el cultivo de microalgas han sido usados dé®dos que son el
Guillard/F2 y el Walne, pero por lo general en laboratorios se ha

utilizado el primero.

2.4. Crecimiento de las microalgas marinas (Dinama).
Son reconocidas de dos a cinco fases en el cretonge fitoplancton
respondiendo a un estado nutricional de las mismagontinuacion

podemos mencionar las siguientes:

* Induccidn.
Esta es la fase en donde las microalgas empiezanlacabsorcion
intracelular de los nutrientes, luego empieza dmdolenta el incremento
de la densidad celular, pero se puede mostrar mowm® lento de un
cultivo solido a uno liquido. Aqui ocurre una a@apon fisiologica en el
metabolismo celular en donde empiezan a crecermpiém ocurre la

mitosis (biparticion celular) (Kennish, 1989).
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» Exponencial.
Una vez que ha finalizado la absorcion de los enteis en el medio de
cultivo la poblacion algal entra en una fase akdagdamada exponencial,
ya que aqui la reproduccién en rapida, y la dedgibdolacional empieza a
incrementarse en funcion del tiempo. Es ideal zarlel in6culo antes de

que finalice esta fase que tiene una duracion apema de 3 a 7 dias.

» Declinacion del crecimiento poblacional.
En esta fase el crecimiento y la division celulap&zan a reducirse, en
donde la cantidad de nutrientes y factores fisitstentes en el medio de

cultivo empieza a reducirse de forma lenta (KenriSi89).

» Estacionaria.
En esta cuarta fase, la tasa de crecimiento esdmalda con los factores
limitantes, y la densidad celular se muestra cotesade forma relativa, es
decir, la densidad celular durante esta fase seienansin cambios y
podria tener una duracion de varias semanas hastase agoten por
completo los nutrientes y tampoco exista contanmmaen el cultivo

(Kennish, 1989).
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» Fase de muerte o declinacion.
En esta fase la calidad del agua empieza a redugise han agotado los
nutrientes casi en su totalidad, a tal punto qumeeglio de cultivo no puede
mantener el crecimiento celular de las microalgasrece velozmente la
densidad celular, y podria presentarse un colapss eultivo por muerte
celular. Este colapso celular puede ser causadoofpas razones tales
como posible contaminacién microbiana, la manipatacdel cultivo,

deficiencia en el suministro de aire, un pH desoade, etc.

1. FASE DE INDUCCION
2. FASE EXFONENCIAL
1 3. FASE DE CRECIMIENTO
4. FASE ESTACIONARIA
5. FASE DE DECLINACION O MUERTE

NUMERO LOGARITMICO DE CELULAS.
2

FASES O EDAD DEL CUTIVO.

Figura 2.1.- Fases o edades del cultivo de microaky marinas. Tomado

de: Tesis de grado de Espinales Villegas. RepositmtJLEAM
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El principal aseguramiento de un cultivo de micgaal es sostener estos
cultivos en la fase exponencial de crecimiento. @i@mel valor nutricional

y la composicion bioquimica de las algas en elvayltsera baja cuando
hayan pasado de la fase de crecimiento debido @edaccion de la
digestibilidad, deficiente cantidad de nutrientgs,posiblemente una
generacion de metabolitos toxicos que podrian salagl cultivo.

Es recomendable cosechar las microalgas cuanddaglise encuentre en
la fase exponencial y utilizar las mismas como uhd@ara otros cultivos.
Un indculo con microalgas de esta fase crecerantayor velocidad que

con microalgas tomadas de otra fase (Kennish, 1989)

2.5. Tipos de cultivo de microalgas marinas.

Las algas pueden ser producidas de acuerdo a w@m \v@riedad de

métodos, desde los métodos controlados de labmratoasta meétodos
menos predecibles en tanques exteriores. Asi Ittivasi de microalgas

pueden ser divididos a groso modo en sistemasardery exteriores. Los

cultivos interiores tipicamente producen pequefdmenes de algas bajo
condiciones controladas. Ademas la temperaturg; huzeles de nutrientes

pueden ser controlados dentro de niveles estrig@smitiendo un
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crecimiento muy predecible. La terminologia usaala mlescribir el tipo de

cultivo algal incluye:

2.5.1. Cultivos abiertos y cerrados.

Estos son mantenidos en tubos de ensayo, fioldsllasoo carboys, en
contraste a los cultivos abiertos que son mas pemea la contaminacion.
Sin embargo para producir grandes cantidades das,algs cultivos

abiertos son los sistemas practicos hasta la fedmnado de:

http://repositorio.uleam.edu.ec/bistream/26000/1012/T-ULEAM-06-0009. pdf

2.5.2. Cultivos axénicos.
Son estériles, libres de cualquier organismo faraoemo bacterias o
protozoarios, los cuales requieren de medios de/auvidrieria, pipetas,

agua, etc minuciosamente esterilizados para ev@acontaminacion.

Tomado de: http://repositorio.uleam.edu.ec/bistream/26000/1012/T-ULEAM-06-

0009.pdf

2.5.3. Cultivos en serie.

El cultivo en serie consiste en una simple inodalade células dentro de
un recipiente de agua de mar fertilizada seguido o periodo de

crecimiento de siete dias y finalmente cosechadadm la poblacion algal

alcanza su maxima densidad. Se podria utilizaiglaiesite secuencia de
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estadios consecutivos: tubos de ensayo, fiolasndétro, fiolas de dos
litros, botellones de 10 litros, carboys de 50 y0 lros y tanques
exteriores de una tonelada. Los cultivos en seneasnpliamente aplicados
debido a su simplicidad vy flexibilidad, permitiendambiar las especies y
remediar defectos en el sistema rapidamente.

Esta técnica es considerada por muchos como edmébtds confiable de
produccion algal, sin embargo la calidad de laglaglproducidas no es tan
predecible como aquellas provenientes de cultivostimuos. Una

importante variable puede ser el tiempo de cosdCmatteau, 1996).

Tomado de: http://repositorio.uleam.edu.ec/bistrearf26000/1012/1/T-ULEAM-06-

0009.pdf

2.5.4. Cultivos continuos.

Estos cultivos son sistemas delicados balanceado®nudo axénicos en
los cuales el cultivo es cosechado continuamengé mismo envase es
usado por varias semanas 0 meses, recibiendo wtaote reemplazo de
nutrientes. Una fraccion del cultivo es removidagutarmente vy

reemplazado por agua de mar enriquecida. Es mugriende ajustar la
tasa de lavado de manera que la tasa de cosecha peao mas baja que

la tasa maxima especifica de crecimiento.
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Hay muchas ventajas en los cultivos continuos y&ido un constante
suplemento de células de alta calidad en fasei@stai@, una gran tasa de
produccion y automacion; estos cultivos solo soalizables para la
produccion de cantidades relativamente pequefiasalealgas.

Este método es riesgoso y toma de 4 a 5 dias rastalusistema si se

pierde el cultivo accidentalmente.  Tomado de:

http://repositorio.uleam.edu.ec/bistream/26000/10¥2/T-ULEAM-06-0009. pdf

2.5.5. Cultivos semi-continuos.

En los cultivos semi-continuos una poblacion dasl@ermite crecer hasta
gue alcanza la densidad celular deseada, utilizgmdodes tanques de
cultivo para una cosecha parcial periodica, segindediatamente por el
llenado al volumen original y suplementando corrientes para lograr el

nivel original de enriquecimiento. Su duracién espriedecible; los

predadores, competidores y/o contaminantes y migtzdbacen el cultivo

indisponible para usos futuros. Se produce unabitidad en la calidad

nutricional de las células (Fulks and Main, 199omado de:

http://repositorio.uleam.edu.ec/bistream/26000/1012/T-ULEAM-06-0009. pdf
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2.6. Calidad nutrimental de las microalgas marinas.

El valor nutrimental de las microalgas va a depemlimero; del tamafo
celular, luego las condiciones del cultivo, lasppedades de digestibilidad
y la produccion de sustancias toxicas, estos pdarasnpueden variar aun
cuando son cultivadas en condiciones estandargsqtia considerar las
proteinas como un mayor constituyente celular, @mbos lipidos e

hidratos de carbono, la relacidbn de porcentajegpeso seco entre las
mencionadas son: 11-34 % para proteinas, 2.5-7réolipgdos y 2-4.5 %

para hidratos de carbono.

Las microalgas presentan contenidos de &cidos grasaturados tales
como; los acidos araquinodico, eicosapentaenoiebdecosahexaenoico.
Estos acidos grasos son considerados dentro devahgcion alimenticia
para organismos acuaticos.

Entre las especies algales difieren sus composgsidntales, varia la
composicién del azucar y puede verse afectadolet watricional, cabe

mencionar que son fuente de rivoflavina y acidadsco, pero no todas
las especies las poseen.

Podemos considerar a las diatomeas o algas cafés células con alto
contenido de &cido ascorbico (0.10-1.29 % de sw geso0), se puede
manipular la composicion bioquimica de las algasnkiando las

condiciones del cultivo, pero esta condicion puedtéar entre especies, en
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consecuencia no puede estar relacionada con el matiomental. Cuando
las microalgas son consideradas como una fuentalickentacién para
organismos acuaticos se deben tomar en cuentasdad& crecimiento,
valor nutricional y el tamafo de las células. Pagéneral la mayoria de las
especies planctonicas son disponibles para la @tiao®n de moluscos
bivalvos. La composicion nutricional de las célukdgales considerada
para la alimentacidbn de especies acuaticas, senfligenciada en la
presencia de acidos grasos, lipidos y ciertos a@midos. También se
consideran mucho la aparicion de acidos grasos FHBJHZAHA y EPA

presentes en la dieta de las microalgas marin&ss estan intimamente
relacionados con la tasa de crecimiento de bivadvoestadios larvarios y

otros organismos utilizados en la acuicultura (K&mn989).

2.7. Concentracion y conservacion biologica de migalgas.

El problema en la concentracion de las microalgassido usualmente
enfocado desde el punto de vista de la eliminad&mmedio el cual ellas
se encuentran colonizando, y en la mayoria de &sos cuando es

necesario separar las microalgas del medio liquido.
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Sin embargo los excesos de produccién pueden secewcwados y
conservados. Los cultivos algales de alta dengpdaden ser concentrados

ya sea por centrifugacion o floculacion.

Centrifugacion.- Este procedimiento esta basado en el factor quaihay
ligera diferencia de densidad entre las algas snedlio liquido, el cual
permite la extraccion del 80 al 90% de las algascéntrifugacion permite
un nivel de concentracion el cual varia de acuarlis autores desde 100 —
150, con un nivel de solidos entre 12 y 15%.

La concentracion de grandes volumenes de algasgeadb usando un
separador de crema (centrifuga) y la tasa de élsjajustada de acuerdo a
las especies algales y la tasa de centrifugaciosegarador.

Las células son depositadas en las paredes deldaingeparador de la
centrifuga como una delgada pasta algal, la cuatuspendida en un
volumen limitado de agua. La pasta resultante psedealmacenada por
una o dos semanas en el refrigerador o congelada.dP Gltimo caso los
agentes crioprotectores como la glucosa son adidaspara mantener la
integridad celular durante la congelacion. Sin egnréa destruccion de las
células y el tiempo limitado de vida son las magodesventajas de la
biomasa algal conservada durante largos periodaldiv@s concentrados

de Tetraselmis suecicanantenidos en oscuridad a 4° C mantienen su
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viabilidad, la cual es completamente perdida erotagelacion. Ademas los
cultivos almacenados en envases sellados hermétitampierden mas
rapido su viabilidad que aquellos mantenidos emses no herméticos.

La centrifugacion ha sido seleccionada como el dweinas apropiado para
la cosecha y concentracion de microalgas en base eficiencia y

evaluacion del aparente dafio celular (Heasman, )198fhado de:

http://repositorio.uleam.edu.ec/bistream/26000/1012/T-ULEAM-06-0009. pdf

Coagulacién — floculacién.-La floculaciéon algal causa que las células se
coagulen y precipiten hacia el fondo o floten eadperficie. Debido a que
se incrementa el tamafno de las particulas en das abaguladas, estas no
son aconsejables para suministrarse como aliment@rganismos
filtradores.

Hasta el presente la centrifugacion y floculaciéon slos Unicos
procedimientos en operacion que permiten la coreenh celular, pero su
viabilidad a una escala comercial no ha sido detewda, la cual ha sido

sugerida 0 esta en investigacion por otros autormesnado de:

http://repositorio.uleam.edu.ec/bistream/26000/10¥2/T-ULEAM-06-0009.pdf
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2.8. Criopreservacion biologica.

La criopreservacion bioldgica es el proceso erual células o tejidos son
congelados a muy bajas temperaturas, generalmeinge-80 °C y -196 °C

(el punto de ebullicion del nitrogeno liquido) paliaminuir las funciones
vitales de una célula o un organismo y poderlo erarten condiciones de
vida suspendidapor mucho tiempo. A esas temperaturas, cualquier
actividad bioldgica, incluidas las reacciones biagjoas que producirian la

muerte de una célula, quedan efectivamente detenitiénado de:

http://es.wikipedia.org/wiki/Criopreservaci%C3%B3n

Normalmente para preservar una muestra biolégicantel en mayor
tiempo posible sin que pierda su calidad se utitizedgeno liquido. De

esta manera sumergiendo la muestra en nitrogemiddigse alcanzan
temperaturas entre -80 y -195,79 °C (la temperatieraebullicion del

nitrogeno liquido). La utilizacion de helio liquidpermite alcanzar
temperaturas incluso menores de hasta -268,93 é@\pératura de
ebullicién del helio), aunque este es mucho méas. daestas temperaturas
cualquier actividad bioldgica, incluidas las reaoes bioquimicas que
producen la muerte de los organismos, quedan tetdémdetenidos por
congelacion. Las muestras criopreservadas en aimdiquido soélo

estaran afectadas por las radiaciones que puedidir isobre ellas puesto
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que la congelacién impide todo movimiento molecutar la muestra.

Tomado de: http://es.wikipedia.org/wiki/Criopreservaci%C3%B3n

2.8.1. Crioprotectores.

Son sustancias que pueden permitir la sobrevivelgciaicroalgas marinas
al ser sometidas al proceso de criopreservaciondagre se evita la
formacion de cristales de hielo en la membrandare(pared celular para
vegetales). Esa funcion posible debido a que lioprtectores presentan
estos mecanismos: basicamente van disminuyendosianfdel agua de
forma total a temperatura de congelacion, solamaméepequeria fraccion
de agua contenida en la célula podria congelademas se inhibe la
formacion de cristales de hielo, también podriaementarse la viscosidad
del medio en que se encuentre la célula algal.

Actualmente se han utilizado metanol, sacarosa, lycoga como
crioprotectores.

La accion coligativa de un agente crioprotectoreskcta en la prevencion
de la difusion de las moléculas del agua, formadeérhielo que podrian
desnaturalizar las fracciones bioquimicas dentroladecélulas algales.
También estas sustancias previenen grandes camcents de electrolitos

mientras ocurre la congelacién (Kennish, 1989).

30



2.8.2. Breve sintesis quimica del crioprotector dizado en la
investigacion.

2.8.2.1 Glucosa. (6H120¢)

La glucosa es un monosacarido con férmula moledddBl;,Os. ES una
hexosa, es decir, contiene 6 atomos de carbor®una aldosa, esto es, el
grupo carbonilo esta en el extremo de la moléasauf grupo aldehido).
Es una forma de azulcar que se encuentra libresdrutas y en la miel. Su
rendimiento energético es de 3,75 kilocalorias pada gramo en
condiciones estandar. Es un isémero de la fructmsadiferente posicion

relativa de los grupos -OH y =0O.

La aldohexosa glucosa posee dos enantiomerosesildiD-glucosa es
predominante en la naturaleza. En terminologiaadadustria alimentaria
suele denominarse dextrosa (término procedente dpucasa

dextrorrotatoria») a este compuesto. Tomado de:

http://es.wikipedia.org/wiki/Glucosa

La glucosa, libre o combinada, es el compuestonizganas abundante de
la naturaleza. Es la fuente primaria de sintesierdggia de las células,
mediante su oxidacién catabodlica, y es el compengincipal de

polimeros de importancia estructural como la cesllg de polimeros de

almacenamiento energético como el almidon y eldgeno.
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A partir de su estructura lineal, la D-glucosa suina ciclacién hacia su
forma hemiacetalica para dar sus formas furanaanpi(D-glucofuranosa
y F-glucopiranosa) que a su vez presentan andonafasy beta. Estos
andmeros no presentan diferencias de composicitracesal, pero si

diferentes caracteristicas fisicas y quimicas.

La glucosa es uno de los tres monosacaridos diesefjunto con fructosa y
galactosa, que se absorben directamente al torsamiguineo durante la
digestion. Las células lo utilizan como fuente @i de energia y es un
intermediario metabdlico. La glucosa es uno deploscipales productos

de la fotosintesis y combustible para la respiraciular.

Todas las frutas naturales tienen cierta cantigadlucosa (a menudo con
fructosa), que puede extraerse y concentrarse [p@@arar un azucar
alternativo. Sin embargo, a escala industrial tagltgarabe de glucosa
(disoluciéon de glucosa) como la dextrosa (glucasaavo) se obtienen a
partir de la hidrélisis enzimética de almidon deeades (generalmente

trigo 0 maiz)Tomado de: http://es.wikipedia.org/wiki/Glucosa

2.9. Revision de estudios sobre microalgas criopevadas.
Para la mayoria de las cepas algales la tasa 6garmangelacion solo esta

entre +20 y -30° C, seguido por una inmersion %12 en esta instancia
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una congelacion a -30° C en un bafio de inmersidlitrggeno liquido
rociado son suficientes para lograr una buena r@sgpvacion. Lo Unico
gue se requiere para descongelar las muestras lggnoncon agua a una
temperatura de 40° C.

La resistencia a la preservacion por parte de akjaigas de agua dulce y
marinas, se incrementa con una disminucion en hapaeatura de
crecimiento del cultivo. Las técnicas utilizadagt@samente con algas de
agua dulce no son efectivas con las algas marihelsido a que las
interacciones de la formacion de cristales de hjelsaturacion de sal
intervienen en la desnaturalizacion de la protgirsolubilizacion de la
lipoproteina.

Algunas cepas algales, pueden ser preservadassemca de aditivos
bioprotectores, proveyendo una tasa de congelaojtimizada. Sin
embargo para la preservacion de la mayoria deejasscalgales es esencial
la adicion del bioprotector.

Para muchas especies algales y la mayoria de lo®zparios las
estrategias exitosas de preservacion biolégica afitas tasas de
recuperacion de la poblacion necesitan ser dekatasl Los métodos
desarrollados recientemente para la preservacionprdéozoarios no
pardsitos, particularmentdalgleria resultan en tasas insignificantes de

recuperacion después de la congelacion.
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Uno de los problemas que se presentan en la coonparde los métodos
de almacenamiento, que asegure su eficienciavalats la variacion de
estos para asegurar la viabilidad celular. (Maatial. 1986)

Un ensayo fundamental de viabilidad (donde ocurm® @I recrecimiento
del cultivo) debe ser considerado como una medidadac de la
supervivencia de la poblacion. Los ensayos cudriti basados en la
exclusién de un colorante por la exclusion de lanbrana celular, o
motilidad, pueden proveer estimaciones Utiles dbresdvencia pero
generalmente sobreestiman el potencial de recuparatambién se han
utilizado otros métodos como son: observacion atrescopio de la
vitalidad, enumeracion de células por mililitropguccion fotosintética de
oxigeno, incremento de la absorbancia y formacenalonias de agar. De
todos estos métodos el de siembra en placas deehgarl esta basado en
la division celular, es el unico valido para detelan la viabilidad
reproductiva de la mayoria de las algas plancténica

Por ejemplo, algunas cepas algales han sido remig®rcon una
disminucién no significante de su viabilidad 13 sfidespués del
almacenamiento inicial. Algunas cepas algales ezgnide una regulacion
precisa de la tasa de congelacion durante esteeqwoen orden a
maximizar la viabilidad seguida a la descongelaciii son necesarias las

tasas de congelacion controladas probado tasasdme
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Los cultivos en fase exponencial, son en generalgeasitivos al stress de
congelacion que los cultivos en fase estacion@viarris, 1978)

Los cultivos en el inicio o a la mitad de la fastaeionaria deben ser
congelados mas rapidos que los cultivos que sengaceal final de esta
fase, debido a que la viabilidad puede disminuiel yestrés fisioldgico
puede resultar de una disminucion de nutrientes.

Las tasas de congelacién muy rapidas reducen lidigged probablemente
debido a la formacién del hielo intracelular. Ignahte las tasas bajas de
congelacion resultan en un similar disminucion delal estrés hipertonico
inducido por la congelacion. Se han determinadaorelg tasas Optimas de
congelacion para un amplio grupo de especies algaspecialmente
Chlorococcalegeniendo una tasa de congelacion 6ptima de 10 € Hor
minuto en presencia del bioprotector. Con talegasem método simple de
congelacion esta disponible usando una congela&é80° C mas un bafio
roceado de nitrégeno liquido.

En general los trabajos publicados muestran bagmslidades para las
diatomeas marinas, ya que parece ser que el heclpmsker una pared
rigida es un obstaculo para sobrevivir a la comgatia Otro hecho
estudiado recientemente es que el Glicerol y el DM8 lugar de tener un

efecto protector sobre las diatomeas marinas,ee@ecta toxicidad.
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No obstante a lo anterior en Filipinas se vienarceatrando y congelando
microalgas desde hace algunos afios con gran éritontrandose que son
aceptadas por la larvas de camaron sin diferemgpidisativa.

Cordero y Voltolina en 1997, determinaron la vialaitt deChaetoceros sp
al someterlas a liofilizacion y biopreservacion ghieerol y DMSO a una
temperatura de -20° C, obteniendo porcentajes mjoslie viabilidad al

cabo de un mes, y aun resultado peores a los dagatamh la liofilizacion.

Tomado de: http://repositorio.uleam.edu.ec/bistrearf26000/1012/1/T-ULEAM-06-

0009.pdf

2.10. Crustaceo utilizado en el presente estudio.

2.10.1Camaron blancoPenaeus vannamei.

El camardn blancoL{topenaeus vannamees una especie de crustaceo
decédpodo de la familia Penaeidae, nativo del aridiet Océano Pacifico,
desde el estado de Sonora, México, hasta el nerakttPeriEs una
especie caracteristica de las aguas con fondosdedo arenas con lodo)
entre 5y 72 m de profundidad. Los adultos se ericare en ambientes
netamente marinos, mientras que la cria y levamtdesarrollan en los
estuarios y lagunas salobres. Es una especie pm@iaaguas con
temperaturas medias anuales de unos 2@I¥anza una longitud maxima
de 230 mm, con caparazon de 90 mm. Presenta un ldaloquecino a

amarillento con la parte dorsal del caparazdon wo poas oscura. Rostro
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con ocho o nueve dientes superiores y uno o desionés, anteriores al
diente epigastricden 1973, fue introducida en Florida para la actiral
con ejemplares capturados en Panama. Los cultieds. dannameise
extendieron luego en el sudeste de Asia y en Lamnéoica , donde los
picos de produccion se han registrados durantafios calidos de El Nifio
y las caidas de produccion durante los afios freoda Nifia o como
resultado de la presencia de enfermedades. Enlingos se ha detectado
la presencia de agentes patdgenos tales comorisBaculovirus penaei
de la baculovirosis tetraédrica; el virus de la amanblancaNimaviridae;
el virus de la necrosis infecciosa hipodermal y &tomoyética
(Novirhabdovirug; el virus de la vacuolizacién del érgano linfoigeel

Aparavirus del sindrome de Taura. Tomado de:

http://es.wikipedia.org/wiki/Litopenaeus_vannamei

Varios estadios son incluidos dentro del ciclo diawde este crustaceo, y
han sido encontrados en una variedad de habitasdo llegan a la etapa
juvenil son preferidas por estos organismos agaatei@s principalmente
en estuarios o sistemas eurihalinos (variacioratieidades), pero en etapa
adulta se dirigen hacia aguas mas profundas ytabien el océano en
donde la salinidad se mantiene constante. En estéativales el camaron

blanco habita en la zona planctonica del océammdondo parte de él
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(Rodriguezegt al.,1995).

El ciclo larvario del camaron blanco esta compreéadiasicamente en tres
estadios que ocurren por metamorfosis estos sampliNgue comprende

cinco sub estadios, Zoea que comprende tres sdfmsstg Mysis con tres

subestadios también. El camardén durante sus estathopliares se

alimenta de las reservas vitelinas contenidas esa@ vitelino, una vez

gue se han acabado estas reservas empieza la nfesaspara pasar al
siguiente estadio de Zoea (Z1) en donde debe reaistiento en el tanque
de cultivo, compuesto principalmente por microalgasinas que deben
ser suministradas antes del ultimo estadio nauf&}), la importancia de

esta fase es que no haya falta de alimento, y quersano y valores

nutricionales sean adecuados para no causar rdadas en las larvas de
camaron, después de la Ultima fase de Zoea (ZBgwitas tres siguientes
fases de Mysis en donde el alimento puede mezatanse microalgas y

balanceado. Estos cambios implican la muda del sexmdeto que se

genera al iniciar un subestadio y tienen una danagproximada de diez a

once dias.

38



3. METODOLOGIA Y MATERIALES EMPLEADOS.

3.1. Sitos o zonas del estudio.

Esta investigacion tuvo lugar en dos sitios; ainprio fue en el laboratorio
de Fitoplancton de la Facultad Ciencias del Matad&niversidad Laica
Eloy Alfaro de Manabi, en la ciudad de Manta, emddose realizd el
in6culo de cepas puras de las microalgas utilizgdas donde se aplico la
criopreservacion; el segundo sitio fue en el latooim Oceanfarm S.A.
ubicado en el la zona de Punta Blanca del cant@mij@, en la provincia

de Manabi, en donde se realizaron los ensayoswaslde camardn blanco
del géneroPenaeus asi pudimos completar los objetivos propuestos en

nuestra investigacion.
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Figura # 3.1.- Mapa del sitio de estudio, Labaiatdioacuatico Oceanfarm S.A. ubicado en Punta

Blanca del cantén Jaramijo, provincia de Manabérfer Consejo provincial de Manabi.
3.2. Materiales y equipos empleados.

» Lamparas de fluorescentes (40 watts)

= Aire acondicionado

= Distribuidor de aire filtrado (Blower)

» Dos microscopios binoculares

= Un agitador magnético

» Un esterilizador o autoclave

» Una balanza gramera electrénica

= Tubos de polivinil y mangueras de aireacion

= Hematocitometro

= Picetas para desinfeccion de manos

» Fiolas de 500 ml

» Pipetasde ly5 ml

* Probeta de 200 ml

» Pipetas Pasteur

» Portay cubre objeto

» Tubos de ensayo de 30 ml

» Gradilla para tubos de ensayo

» Cajas Petri de 20 ml
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» Papel aluminio

» Fundas plasticas de alta densidad y grado alinientic

» Fertilizantes utilizando el método Guillard F/2

= Material de limpieza y proteccion (cepillos, jabdeutro, guantes,
mascarilla, mandil, etc)

= Mechero de alcohol

Reactivos.-

= Bactor agar
= Acido clorhidrico 8 %

» Hipoclorito de sodio 8 %

3.3. Métodos empleados.

3.3.1. Metodologia para el cultivo de microalgas nnaas.

Las cepas utilizadas en la presente investigaciéocedieron del
laboratorio de cultivos bioacuaticos Oceanfarm S.as células
microalgales utilizadas fueron de la espe€lbaetoceros gracilis,o
microalgas marinas de color café (Diatomeas). Comatmdo de cultivo se
utilizé el medio Guillard F/2 (1975), utilizando @y marina con una
salinidad de 34 ppm totalmente tratada.

Preparacion del agua de mar.

- Relacién cloro: Thiosulfato=1: 1
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- Para preparar la solucion de Thiosulfato de solitO%o, se pesan
100g y se disuelven en un litro de agua destilada.

Clorinacion y declorinacion del agua de mar.

VOLUMEN CLORO THIOSULFATO
401t 4.4 ml 4ml

450 1t 50 ml 45ml

1500 1t 167 ml 150 ml

Tomado de: http://repositorio.uleam.edu.ec/bistrea26000/1012/1/T-ULEAM-06-

0009.pdf

3.3.2. Preparacion de fertilizantes formula Guillad F/2

- Paratubo de ensayo, fiolas de 500 ml, botell&|deos:

PREPARACION DE FERTILIZANTES FORMULA GUILLARD F/2

Fr2 F/4

NITRATO DE SODIO 75 g 375g

SOLUCION 1 FOSFATO DE S0DIO 5g 25g
SOLUCION 2 METASILICATO 30g 150 g
EDTA 436 g 215g

SOLUCION 3 CLORURO FERRICO 6.15g 37g

(1 ml de cada metal)
SOLUCION 4 VITAMINAS 10 ml 5ml
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- Utilizacion de fertilizantes quimicamente puros.
- Cada solucién se disuelve en 1 litro de agua ddstilpara ser

llevada a autoclave.

La adicion de la solucion 4 se realiza luego deb@ave. Tomado de:

http://repositorio.uleam.edu.ec/bistream/26000/10¥2/T-ULEAM-06-0009. pdf

CARBOYS DE 40 Y 100 LITROS

g/l
NITRATO DE SODIO 150
SOLUCION 1 FOSFATO DE SODIO 10
SOLUCION 2 METASILICATO 60
EDTA 10
SOLUCION 3 CLORUROQ FERRICO 10
(2 ml de cada metal)
SOLUCION 4 VITAMINAS 20 ml1

- Utilizacion de fertilizantes grado técnico

- Disolver cada solucion en un litro de agua desdilpdra ser llevada
al autoclave.

- Cada carboy se fertilizar4 con 25 ml de cada s@upbr ser doble

la concentracion. Relacion 1 ml; 1 litro.
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La adicion de la solucion 4 se realiza luego deb@ave. Tomado de:

http://repositorio.uleam.edu.ec/bistream/26000/1012/T-ULEAM-06-0009. pdf
CILINDROS DE 300 Y EXTERIORES (tm)

g/l
NITRATO DE SODIO 225
SOLUCION 1 FOSFATO DE 50DIO 30
SOLUCION 2 METASILICATO o0
EDTA 10
SOLUCION 3 CLORURO FERRICO 15
(2 ml de cada metal)
SOLUCION 4 VITAMINAS 30 ml/1
- Utilizacion de fertilizantes grado técnico.
- Para fertilizar cilindros de 300 y exteriores (TM).
PREPARACION DE LOS METALES TRAZA
g/100 ml
SULFATO DE COBRE PENTAHIDRATADO CuS0,*5 H,0 0.98
SULFATO DE ZINC HEPTAHIDRATADO ZnS0,* 7TH,0 2.3
CLORURO DE COBALTO CoCl ,* 6 H,0 22
HEXAHIDRATADO
CLORURO DE MANGANESO Mn(Cl,*4 H,0 1
TETRAHIDRATADO
MOLIEDATO DE S0ODIO DIHIDEATADO Na,Mo0 ,*2H,0 18
CLORURO DE ZINC HEXAHIDRATADO* ZnCl,0 .* 0.63
6H,0

*Este metal se lo puede usar en el lugamdgimoo,
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PREPARACION DE VITAMINAS

g/lts
TIAMINA (Vit B,) 20

CIANOCOVALAMINA (Vit By;) 0.1

BIOTINA (Vit H) 0.1

- Se disuelven bien las vitaminas en 1 It de agutlatds esterilizada

y se refrigera.

Preparacion de soluciones.

Se toma un Beacker de volumen apropiado y se caobee un

agitador magnético.

« Se agrega el Metasilicato de sodio y se disuelea loaliente la
solucion.

* Nitratos y Fosfatos.

« Se toma un Becker de volumen apropiado y se catobse un

agitador magnético.

» Se adiciona luego el Nitrato de sodio
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Inmediatamente se agrega el Fosfato de sodio. ceenrenda una
vez filtrar si se tiene precipitado. Se guarda @uEon en

refrigeracion.

Hierro, EDTA y metales traza.

Similar al paso anterior, pero calentandolo a 45° C

Se adiciona el Cloruro de hierro.

Se disuelve el EDTA en otro recipiente y se lo ggrduego el

recipiente conteniendo la solucién de Hierro.

Se toma otro recipiente sobre un agitador magné&eadiciona el
EDTA, Sulfato de zinc, Cloruro de cobalto, Clorgi® manganeso y
el Molibdato de sodio.

Se transfiere la solucion (D) en el recipiente comtiene el Hierro y
el EDTA (se recomienda autoclavar esta solucion)ego se

mantiene esta solucion en refrigeracion.

Vitaminas.

Se toma un recipiente apropiado sobre el agitadmynético y se

adicionan las vitaminas, luego se refrigera.
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Una vez que se tienen esas soluciones se puedepdita proceder a tener
concentraciones de acuerdo a los requerimientdsvasi puros, cultivos

intermedios y masivos. Tomado de:

http://repositorio.uleam.edu.ec/bistream/26000/10¥2/T-ULEAM-06-0009. pdf

Los factores de riesgo deberan ser consideradass tabmo; la
contaminacion, ademas es indispensable conocaine¢no de divisiones
por dia de las microalgas, curvas de crecimienta pada fase en los

medios de cultivo tales como tubos de ensayo tastpes masivos.

La produccién de cultivos estériles de microalgadtas concentraciones
(desde un millén de cel/ml) requieren de una cepa previamente aislada
del mar, mediante procesos de atomizado, mediocts@e presion
osmotica o micropipetas. El procedimiento consetanocular en forma
escalonada la especie de algas seleccionada, chm @ mantener la
pureza y vigor de la cepa, partiendo de tubos dmyas (30 ml) que
contienen el medio de Guillard F/2, seguidamentetifiean fiolas de 250
o 500 ml, luego los recipientes de tres litrosnalinente bolsas plasticas
de 20 o 30 litros de capacidad, con el fin de ataneel in6éculo para
cultivos exteriores de masivos de microalgas. loasliciones de trabajo en
esta seccion del laboratorio deberan mantenersabsoluta asepsia, la

intensidad luminica sera de 2000 — 4000 lux (40 YMna temperatura
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ambiental entre 22 a 24° C. la oxigenacion endogprentes mayores a 500
ml deberd ser continua y filtrada para garantitareximiento de las algas.
Obteniendo de esta manera el in6culo de microaligsla especie
seleccionada, se procede al cultivo masivo corbjelt@ de suministrarlo a
los tanques de cultivos de especies marinas,artidia para ello el agua de
mar filtrada y fertilizada con el medio Guillard2F/Se puede decir que el
cultivo masivo esta listo para suministrar a laggtees de cria cuando el
Bloom presenta una coloracién cerveza (800.000 a 2°60@6l/ml) para
el caso de las diatomeas. Para determinar la coacgm de células por
ml de agua durante el proceso de cultivo de lagoaligas se realizan
conteos diarios bajo el microscopio, empleando palo un

hematocitometro 0 camara de Neubauer.Tomado de:

http://repositorio.uleam.edu.ec/bistream/26000/1012/T-ULEAM-06-0009.pd

3.3.3. Procedimiento para el cultivo de microalgas.

3.3.3.1. Desarrollo de cepas en medio liquido.

Para realizar las siembras en medios liquidoscgea del chequeo de las
cepas para determinar la densidad, presencia thkzpawios, bacterias, etc.
y agrupaciones de células muertas. No se debeaolladdesinfeccion de

nuestras manos con alcohol durante procedimiento.
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* Una vez escogidas las colonias, son transferidaa ce un mechero
con un asa de platino estéril a un tubo de ensay@B0 ml de agua
filtrada, autoclavada y tratada.

» Estas cepas permanecen en los tubos de ensayesgsmacio de 7
dias, tiempo en el cual cambia su coloracion, amttio aumento de
la concentracion de células.

» De estas cepas tomamos 2 ml, y la inoculamos ¢nbande ensayo
a 10 ml de agua filtrada y fertilizada, mantenidaslcahi por un
espacio de 3 dias, proporcionandoles movimienfusntenos para su
homogeneizacion.

 El agua de estos tubos es inoculada en fiolas @entiOde agua
filtrada y fertilizada y permanecen ahi por el egpde tres dias.

* El contenido de estas fiolas es inoculada en m&tips de tres litros
con agua de mar filtrada y fertilizada. A partir dgui se utiliza
aireacion.

» A partir de estos recipientes de tres litros seedsbrinar el agua y
luego debe ser desactivada con Thiosulfato de sgdie inocula el

alga de las fiolas de 500 ml.

Después estos recipientes son pasados a las fpldd#isas con capacidad

de 30 litros y al cabo de tres dias son pasadasqués masivos de una
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tonelada vy las fundas son desechadastomado  de:

http://repositorio.uleam.edu.ec/bistream/26000/1012/T-ULEAM-06-0009. pdf

3.3.3.2. Preparacion de materiales.

Los materiales de vidrios son lavados con jabortrogenjuagados con
agua dulce y desinfectados con una solucion de @buthidrico al 8 % y
enjuagados nuevamente con abundante agua dulceel®sven papel
aluminio y son colocados al autoclave. Una vez itgaido el autoclave, se
dejan enfriar los materiales y se deben trasladan dugar con total
asepsia.

Los botellones, carboys y tanques se 1 toneladdyiéam son lavados con
jabdén neutro y enjuagados con agua dulce y desaafes con una solucion

de acido clorhidrico al 8% y enjuagados con abutedagua salada.

Para la limpieza de los tanques, mangueras y pistes seccion de cultivos
masivos, usamos hipoclorito de sodio al 8 % en eatnaciones de 10
ppm, de debe enjuagar con agua de mar luego dplitac@on de cada

pI‘OdUCtO. Tomado de: http://repositorio.uleam.edu.ec/bistreat26000/1012/1/T-

ULEAM-06-0009.pdf

3.3.3.3. Preparacion de agar.

Para la preparacion de agar se siguen los siggipasos:
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Se esteriliza en el autoclave todo el material ilzaitse (fiolas,
cajas petri, asa de platino, etc) a una temperaid0° C durante
10 minutos y se dejan enfriar.

El agua que se va a utlizar debe ser debidameititada,
autoclavada a una temperatura de 120° C durantarifos.

Se pesa 8 gr. de Bacto-agar y se disuelven en 1@@ ragua de
mar trazada con ¥2 ml de cada solucién Q.P. (quimico) de los
nutrientes como son Nitrato, Fosfato, Metasilic@ste solo para
diatomeas), metales y vitaminas.

Se coloca esta disolucion en el agitador magnético
proporcionandole un ligero movimiento hasta llegasu punto de
ebullicién, tomando una coloracion caracteristica.

Dentro del cuarto estéril, en una vitrina desirddat con alcohol,
ponemos la dilucion en las cajas petri previamanteclavadas y
teniendo en cuenta la higiene, asepsia, luminosid@do lux) y
temperatura del laboratorio.

Se deja enfriar esta solucion en las cajas petrsgugelatinizan.
Luego se toma la muestra de la cepa de algas @saeale platino
estéril y cerca de un mechero para evitar cualguoataminacion

se realiza el respectivo rayado. También podemiagsaael método
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de vertido de placas, el cual consiste en agregguigiias gotas de

la cepa y esparcirlo por toda la superficie delaga

Cerramos las cajas petri y las colocamos en unaareame cepas a
temperatura de laboratorio, hasta que se obseseesento de colonias en

la superficie del medio de cultivo después de udi@s. Tomado de:

http://repositorio.uleam.edu.ec/bistream/26000/10¥2/T-ULEAM-06-0009. pdf

3.3.4. Conteo de células de microalgas en la camata Neubauer o
Hematocitometro.

Se debe llevar un estricto control de forma dianael conteo de células
microalgales, para asi conocer el tipo de concadtraexistente en el
medio de cultivo. Con esto, se puede estimar elmeh de microalgas a
suministrarse en un cultivo de larvas de camarste Eonteo de células se
lo realiza utilizando una camara de Neubauer o Heeii@metro, en donde
es colocada una muestra de cultivo algal, por hege una gota, y se lleva
a observacion microscopica para realizar el resmectlculo. Como la
especie algal utilizada en el presente estudionenavil, no era necesario
afiadir lugol para inmovilizarla como en el casoedpecies motiles como

Tetraselmis chuii.
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Figura # 3.2.- Camara de Neubauer o Hematocitompt@a conteo celular de
microalgas marinas.

La figura muestra el patréon de la camara del hetratoetro, existen

varias formas de contar segun sea la concentracion:

Las células que se encuentran en los cuatro cuadrde los extremos y

gue los llamaremos A, B, C y D son contadas.

El volumen del agua de cada cuadrante del hemaneeito es de 1/10.000

en un mililitro. Asumiendo que los conteos hayalo $0s siguientes:

Cuadrante A: 75

Cuadrante B: 60

Cuadrante C: 85

Cuadrante D: 69

Por lo tanto el nimero de células por mililitro es:

A+B+C+D x 10*
4

=7.2 x10° cel/ml

53



Otra forma seria contar cuadros pequefios, en eldmsgue la densidad de
la célula sea mayor y las microalgas de menor tamabs cuadros
pequefos suman un total de 25; de los cuales sedarnos extremos y el

cuadro central que esta resaltando y que llamarefio®81, C1, y E1.
Asumimos el siguiente conteo:

Cuadrado Al1: 7

Cuadrado B1: 10

Cuadrado C1: 6

Cuadrado D1: 11

Cuadrado E1: 9

El nidmero de células por mililitro seria: A1 + BICt + D1 + E1 =43

32521072 215 X10* = 2.15 X106

Tomado de: http://repositorio.uleam.edu.ec/bistrearf26000/1012/1/T-ULEAM-06-

0009.pdf

3.3.5. Metodologia para alimentar con microalgas.
La cantidad de algas debe conocerse primero bajmemsas

observaciones al microscopio para poder conoceernaidad en el cultivo
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y poder alimentar larvas de camaron, esto sirvditgmpara determinar el
estado de las algas y la existencia de contamimacié

Una vez que las algas se encuentren en el tanqoaltde® de larvas se

pueden tomar muestras de agua para poder reafigacdnteos en la

camara de Neubauer y asi conocer el numero deaséhlbgales por

mililitro. EI mismo procedimiento se debe aplicarag el conteo en tanques
masivos de algas. Para poder suministrar las nig@esanecesarias para
alimentar las larvas de camarén u otro organismeataam debemos

conocer el volumen final que se desea y el volufireal luego de hacer

recambios de agua en el tanque de larvas.

La formula a seguir seria la siguiente:

Vd = Volumen de algas deseado.

Vt = Volumen de agua en el tanque de cria.

Da = Densidad de algas en el tanque de cria. (Rdglie

Dt = Densidad de algas en el tanque de cultivos{iva

d_VtxDa
Dt

Tomado de: http://repositorio.uleam.edu.ec/bistrearf26000/1012/1/T-ULEAM-06-

0009.pdf
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3.3.6 Método de centrifugado para concentrar las tdas microalgales.
La técnica de la centrifugacion fue utilizada pecsacentrar las células
algales cuando el cultivo se encontraba en suegsenencial es decir de
tres a cinco dias, se utilizé una centrifuga erddae utilizé una velocidad
de 7000 rpm por dos horas. Luego fueron separadodiqeido
sobrenadante y el concentrado de microalgas madepssitado en el

fondo del tubo de ensayo.

3.3.7. Criopreservacion de las microalgas.

Luego del centrifugado las concentraciones de lasoalgas (pastas de
algas) se obtuvieron volimenes entre 900 a 1200esths volumenes
fueron divididos en tres partes y fueron empacatatindas sellables de
plastico a las cuales se les afiadio Glucosa al ¥ 6 procedio a la
respectiva congelacion para iniciar su criopresgévabajo cero grados de

temperatura durante 15, 30 y 45 dias respectivament

3.3.8. Evaluacion de la viabilidad de las microalgacriopreservadas.

La viabilidad de las microalgas fue evaluada albs 30 y 45 dias de
congelacion a través del cultivo en tubos de ensaydonde fue medida la
division celular en el medio liquido con nutrientespectivos. Para poder

realizar la pruebas fue necesario descongelar emagfia muestra de 60 gr
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en cada funda hasta que desaparecieran los istalbielo, y utilizando
un pipeta de 1 ml fueron inoculadas en tubos dayenson medio de
cultivo Guillard/F2 donde se desarrollaron sin peatas las células
microalgales. El crecimiento de las microalgas medido a través de

conteos diarios en la camara de Neubauer.

IV. RESULTADOS OBTENIDOS.

Las microalgas criopreservadas, fueron utilizadesacalimento en larvas
de camardriPenaeus vannameara evaluar su sobrevivencia en el cultivo,
obtenidos durante diferentes periodos de tiempzarido el tratamiento
con Glucosa al 2% y un tratamiento control a laeezonde se realizé una
combinacion de 50% de microalgas criopreservadas@aocosa al 2% y
50% de microalgas sin crioprotector, los cualepwsaden apreciar en la

siguiente tabla y graficos estadisticos:
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% de sobrevivencia de larvas de camaroén
Penaeus vannamei

ALGAS TRATAMIENTOS
CRIOPRESERVADAS
Dias Glucosa Control
2%
15 86.45 86.12
30 78.24 84.45
45 59.37 87.28

Tabla # 4.1.- Resumen general de porcentajes devdedncia en larvas de camarBenaeus
vannameialimentadas con microalgas criopreservadas conoGéual 2% después de seis dias
de cultivo.

Microalgas preservadas 15 dias con
Glucosa 2%

100% 8%

95%  95%

3% 1 91%
90% -
85% -
80% -
75% -

b=d Microalgas preservadas
15 dias con Glucosa 2 %

—— Exponencial (Microalgas
1 2 3 4 5 6 preservadas 15 dias con
Glucosa 2 %)

Porcentaje de sobrevivencia

Dias de cultivo de larvas de camardn
estadios Zoea - Mysis

Microalgas Preservadas por 15 dias con Glucosa

Figura # 4.3.- Grafico que muestra los porcentdessobrevivencia de larvas de camarén
Penaeus vannamalimentadas con microalgas criopreservadas palid&con Glucosa al 2%
de concentracion. Los estadios evaluados fueraedésea 1, 2, 3 hasta Mysis 1, 2, 3. Fuente:
Autores de tesis.
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Muestra Control para microalgas
preservadas 15 dias con Glucosa 2%

98% 1 96%

S 94%

ivencia

S 92%
92% -
= - 2 —gey;

3 88% -
2 86% -
84% -
82% -
80% -

1 2 3 4

Dias de cultivo de larvas de camaron estadios
Zoea - Mysis

sobrev

86% h===d Muestra Control

—— Exponencial (Muestra
Control)

Porcent

5 6

Microalgas sin criopreservante

Figura # 4.4.- Grafico que muestra los porcentdessobrevivencia de larvas de camarén
Penaeus vannamealimentadas con microalgas de la muestra contesh pmicroalgas
criopreservadas por 15 dias con Glucosa al 2% mieeotracion. Los estadios evaluados fueron
desde Zoea 1, 2, 3 hasta Mysis 1, 2, 3. Fuentaréside tesis.

Comparacion entre Microalgas preservadas
con Glucosa 2% y muestra control

100% 98%
98% 969

96%
94% -
92% -
90% -
88% -
86% -
84% -
82% -
80% -

%5% 95%
947

4 Muestra Control

M Microalgas preservadas 15 dias
con Glucosa 2 %

Porcentaje de sobrevivencia

1 2 3 4 5 6

Dias de cultivo de larvas de camardn estadios Zoea -
Mysis

Figura # 4.5.- Grafico que muestra la comparacidtneelos porcentajes de sobrevivencia de
larvas de camar6Renaeus vannamelimentadas con microalgas criopreservadas patids
con Glucosa al 2% de concentracion microalgas sespectiva muestra control. Los estadios
evaluados fueron desde Zoea 1, 2, 3 hasta My&is31 Fuente: Autores de tesis.
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Porcentaje de sobrevivencia

Microalgas preservadas 30 dias con Glucosa 2

100%
80%
60%
40%
20%

0%

Dias de cultivo de larvas de camardn estadios Zoea

%

bed Microalgas preservadas 30
dias con Glucosa 2 %

Exponencial (Microalgas
preservadas 30 dias con
Glucosa 2 %)

1 2 3 4 5 6

- Mysis

Figura # 4.6.- Grafico que muestra los porcentdessobrevivencia de larvas de camarén
Penaeus vannamalimentadas con microalgas criopreservadas pali@ ) con Glucosa al 2%
de concentracion. Los estadios evaluados fueraedésea 1, 2, 3 hasta Mysis 1, 2, 3. Fuente:
Autores de tesis.

Porcentaje de sobrevivencia

100%

95%

90%

85%

80%

75%

Muestra Control para microalgas
preservadas 30 dias con Glucosa 2%

97%

6
Dias de cultivo de larvas de camaron estadios Zoea -

84% h===d Muestra Control

—— Exponencial (Muestra
Control)

1 2 3 4 5

Mysis

Figura # 4.7.- Grafico que muestra los porcentdessobrevivencia de larvas de camarén
Penaeus vannamedalimentadas con microalgas de la muestra contesh pmicroalgas
criopreservadas por 30 dias con Glucosa al 2% meeotracion. Los estadios evaluados fueron
desde Zoea 1, 2, 3 hasta Mysis 1, 2, 3. Fuentaréside tesis.
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Comparacion entre Microalgas preservadas

30 dias con Glucosa 2% y Muestra control

120%

Lt Muestra Control
100%

80%
b=d Microalgas preservadas 30

60% dias con Glucosa 2 %

40%

Exponencial (Microalgas
preservadas 30 dias con
Glucosa 2 %)

20%

Porcentaje de sobrevivencia

0%

Lineal (Microalgas
preservadas 30 dias con

1 2 3 4 5 6

Dias de cultivo de larvas de camardn estadios Zoea - Glucosa 2 %)
Mysis

Figura # 4.8.- Grafico que muestra la comparacidneelos porcentajes de sobrevivencia de
larvas de camar6Renaeus vannamalimentadas con microalgas criopreservadas pali&d
con Glucosa al 2% de concentracién microalgas sespectiva muestra control. Los estadios
evaluados fueron desde Zoea 1, 2, 3 hasta My&is31 Fuente: Autores de tesis.

Microalgas preservadas 45 dias con
Glucosa 2 %

100% 192%

90% - %
. 78%
80% 71%
70% - 66%
. 59%
60% - b==d Microalgas preservadas 45
50% - dias con Glucosa 2 %
40% -
30% - Exponencial (Microalgas
20% - preservadas 45 dias con
o Glucosa 2 %)
6
0% -

Dias de cultivo de larvas de camarén estadios
Zoea - Mysis

Porcentaje de sobrevivencia

Figura # 4.9.- Gréfico que muestra los porcentdessobrevivencia de larvas de camaron
Penaeus vannamalimentadas con microalgas criopreservadas paligbcon Glucosa al 2%
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de concentracion. Los estadios evaluados fueratedésea 1, 2, 3 hasta Mysis 1, 2, 3. Fuente:
Autores de tesis.

Muestra Control para microalgas
preservadas 45 dias con Glucosa 2%

98% T 96%

)
g 96% 94%
£ 94% - 92%
2 92% -
o %
90% - 9
§ 88‘;: i b4 58% 87% beed Muestra Control
T
@ 86% -
43 84% - Exponencial (Muestra
g 82% - Control)
& 80% -
1 2 3 4 5 6
Dias de cultivo de larvas de camardn estadios Zoea -
Mysis

Figura # 4.10.- Grafico que muestra los porcentdesobrevivencia de larvas de camarén
Penaeus vannamedalimentadas con microalgas de la muestra contesh pmicroalgas
criopreservadas por 45 dias con Glucosa al 2% uigeatracion. Los estadios evaluados fueron
desde Zoea 1, 2, 3 hasta Mysis 1, 2, 3. Fuent@réside tesis.

89%  88%  87%

0% —— Exponencial (Microalgas
1 2 3 4 5 6 preservadas 45 dias con

, . 5 : Glucosa 2 %)
Dias de cultivo de larvas de camardn estadios Zoea

- Mysis

Figura # 4.11.- Grafico que muestra la comparaeidtne los porcentajes de sobrevivencia de
larvas de camar6Renaeus vannamalimentadas con microalgas criopreservadas palidb
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con Glucosa al 2% de concentracion microalgas sespectiva muestra control. Los estadios
evaluados fueron desde Zoea 1, 2, 3 hasta My&is3L Fuente: Autores de tesis.

Los resultados demuestran que la sobrevivenciasléatvas de camaron
que fueron alimentadas desde el estadio Zoea Ia hdgsis 3 con
microalgas criopreservadas con Glucosa al 2% derant periodo de
quince dias fueron significativamente similares%36al de la muestra
control con algas frescas (86%) al finalizar ehé®t Mysis 3. A los 30
dias de criopreservacion se puede apreciar quibta\dvencia de la larvas
fue ligeramente baja (78 %) en comparacion condastna control (84 %)
al finalizar el estadio Mysis 3. La sobrevivencalds larvas de camaron
alimentadas con microalgas criopreservadas durattie dias fue

significativamente baja (58 %) que la muestra @87 %).

V. CONCLUSIONES.

* Se pudo apreciar una alta sobrevivencia en lagsdade camarédn
Penaeus vannamealimentadas con microalgas criopreservadas
durante 15 dias de tratamiento con Glucosa al 2&mpien se la
pudo apreciar en la muestra control.

* Fue notoria la mortalidad de larvas de camarérealaBmentadas
con microalgas criopreservadas con Glucosa al 2i%nte los 30 y
45 dias, esto podria haber sido ocasionado paedagiia toxicidad
gue puede demostrar en cierto punto el crioprestvatilizado en
la investigacion, posiblemente por la concentraacénadicion del

mismo y también el tiempo a que fueron expuestamlaroalgas.
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 Ademas durante el cultivo de las larvas de camasmealizaron
observaciones bajo el microscopio de muestrassienismas, en
donde pudimos apreciar que algunas células estatizridas a los
apéndices abdominales y posiblemente este efegedia la muda
en muchas larvas produciendo mortalidad.

Lo principal de la investigacion, es que las landes camarén
aceptaron las microalgas criopreservadas como rilongero se
pudo concluir que se afecto la sobrevivencia darissnas cuando

se suministré microalgas con mayor tiempo de cesgnvacion.

VI. RECOMENDACIONES.

* La viabilidad de las algas criopreservadas es mgneralgas frescas,
por esta razén no recomendamos que sean utilizadas sustituto de
estas.

» Deben utilizarse las algas criopreservadas en c@uidin con algas
de cultivo fresco, asi se podria evitar grandestatidades en las
larvas de camardRenaeus vannamei.

« Recomendamos que se investigue la criopreservatiitando otras
especies de microalgas de interés comercial, weagjeneraria mas

informacion que podria servir de utilidad paradeiedad.
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» Seria recomendable también que se realicen pruebasotras
especies de organismos cultivables, tales como stodubivalvos o

larvas de peces.
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VIII. ANEXOS.

Anexo #1.-Fotografia microscopica de la microalga mar@taaetoceros
gracilis.
Fuente: Autores de tesis

Anexo #2.-Fotografia microscopica de la microalga mar@taaetoceros
gracilis formando colonias en tanque de cultivo
Fuente: Autores de tesis
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Anexo #3.-Nutrientes preparados a base de quimicos purosaparantar
las microalgas marinaBuente: Autores de tesis

Anexo #4.- Autoclave que se utiliz6 para esterilizar los mates vy
fertilizantes Fuente: Autores de tesis
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Anexo #5.-Fotografia de cultivo inicial en tubos de ensaydadmicroalga
marinaChaetoceros gracilis.
Fuente: Autores de tesis

Anexo #6.-Fotografia de preparacion de indculos en tubosdaye de la
microalga marin&haetoceros gracilis.
Fuente: Autores de tesis
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Anexo #8.- Microscopios utilizados para el chequeo y conteolate
microalgas marinas a traves de la camara de Neulbaiente: Autores de
tesis

Anexo #9.- nteo de microalgas marinas a traves de la camara d
NeubauerFuente: Autores de tesis
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Anexo #10.-Medios de cultivo Guillard F/2 en recipientes dé 30l de
microalgas marina€haetoceros graciliscriopreservadas con Glucosa al
2% para suministro alimenticibuente: Autores de tesis

Anexo #11.-Medios de cultivo Guillard F/2 en recipientes déittb de
microalgas marina€haetoceros graciliscriopreservadas con Glucosa al
2% para suministro alimenticiBuente: Autores de tesis

71



Anexo #12.-Tanque de cultivo masivo de microalgas maridhaetoceros
gracilis criopreservadas con Glucosa al 2% para sumingineenticio.
Fuente: Autores de tesis

Anexo #13.- Muestra del tanque de cultivo de larvas de camaron
alimentadas con microalgas criopreservadas, en ed@®l aprecia su
sistema digestivo llend-uente: Autores de tesis
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