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RESUMEN

Se probaron tres microalgas y una cianobacteria deshidratada como alimento para el cultivo de
una cepa del rotifero Brachionus plicatilis tipo L, de origen local. Se cuantificé la densidad de rotife-
ros, la fecundidad y las determinaciones bioquimicas (carbohidratos, proteinas y lipidos totales) de los
rotiferos alimentados con la mejor concentracion de cada microalga. Nannochloris sp., en una densi-
dad de 25 x 10° cel.ml”, produce las mayores densidades y fecundidades de rotiferos, seguido por
Nannochloropsis sp. con 25 x 10° cel.ml, Chlorella sp. con 35 x 10° cel.mI"' y, finalmente, Spirulina
sp. deshidratada, que en concentraciones de 0.67 y 0.9 g en 1.5 | alcanza altos valores de fecundidad
y densidad, respectivamente. Con base en las determinaciones bioquimicas, el mejor alimento fue
Chlorella sp., seguido por Nannochloropsis sp., Nannochloris sp. y finalmente por Spirulina sp.
deshidratada. Se concluye que Nannochloropsis sp. y Nannochloris sp., a racion de 25 x 10° cel.ml”,
son alimentos adecuados para el cultivo del rotifero B. plicatilis.

Palabras clave: rotifero, Brachionus plicatilis, microalga, cultivos, bioensayo.

ABSTRACT

Three microalgae and one dehydrated cyanobacteria were tested to determine the best concen-
tration and the best food for the culture of a local strain of the rotifer Brachionus plicatilis type L.
The observations were: density of rotifers, fecundity and biochemical analyses (carbohydrates,
proteins and total lipids). Of the food tested, Nannochloris sp., with a density of 25 x 10° cells.m[",
produced the best yields and fecundities in the rotifer culture, followed by Nannochloropsis sp. at
25 x 10° cells.ml", Chlorella sp. at 35 x 10° cells.ml" and, finally, dried Spirulina sp. with densities of
0.67 and 0.9 g per 1.5-1 volume (fecundity and density, respectively). According to the biochemical
analyses, the best food was Chlorella sp., followed by Nannochloropsis sp., Nannochloris sp. and
dried Spirulina sp. It is concluded that Nannochloropsis sp. and Nannochloris sp., at a concentration
of 25 x 10° cells.ml”, are suitable feeds for the culture of B. plicatilis.

Key words: rotifer, Brachionus plicatilis, microalga, cultures, bioassay.
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INTRODUCCION

Las investigaciones en el cultivo del roti-
fero Brachionus plicatilis han evolucionado en
diferentes etapas, a partir de sus inicios en los
afios sesentas con los trabajos de Ito. En la
primera etapa, se han realizado estudios ten-
dientes a conocer las condiciones optimas para
¢l cultivo de rotiferos \tlpo de alimento, salini-
dad, temperatura, densidad de organismos, entre
otros) (Lubzens, 1987; Hirayama y Maruyama,
1993; Oie et al., 1994; Yoshimura et al., 1994)
y en la segunda, la realizacion de los cultivos
masivos. La tercera abarcaria las investiga-
ciones de punta (obtenciéon de quistes y pro-
bidticos, entre otros) (Hagiwara, 1992; Minkoff
et al., 1992, Skjermo y Vadstein, 1993).

La aplicacién de los conocimientos genera-
dos en las tres etapas ha permitido que el culti-
vo de rotiferos sustente exitosamente el cultivo
de larvas de crustaceos y peces, logrando cubrir
las demandas tanto en la calidad nutricional
como en la cantidad,
mera alimentacion de peces, etapa en la cual se
presentan altas mortalidades si no se cuenta con
el alimento adecuado.

En este trabajo, se alimentd a una cepa del
rotifero B. plicatilis tipo L, de origen local, con
diferentes concentraciones de tres microalgas,
Nannochioris  sp., Nannochloropsis sp. 'y
Chlorella sp., y un alimento inerte, Spirulina
sp. deshidratada. A los rotiferos alimentados
con la mejor concentraciéon de cada microalga
se le realizaron determinaciones bioquimicas,
con el fin de conocer la calidad nutricional y,
consecuentemente, el mejor alimento.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizé la cepa del rotifero Brachionus
plicatilis tipo L, de origen local (Ramirez-
Sevilla et al.,, 1991). Los bioensayos se reali-
zaron en recipientes cilindrocénicos de 2 1 de
capacidad en volimenes de 1.5 1. Se utilizd
agua de mar (33 a 36% S), filtrada por
20 pm. La aireacion fue continua y de fondo.
La iluminacién se proporciond con lamparas
fluorescentes de luz de dia de 55 W. La tem-
peratura oscilé entre 24 * 2°C. Las microalgas
Narnnochloris  sp., Nannochloropsis sp. y
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INTRODUCTION

Research on the culture of the rotifer
Brachionus plicatilis has evolved in stages,
beginning in the 1960s with the works of Ito.
In the first stage, studies have been conducted
to determine the optimum conditions for the
culture of rotifers (type of food, salinity, tem-
perature, density of organisms, among others)
(Lubzens, 1987; Hirayama and Maruyama,
1993; Oie et al., 1994; Yoshimura et al., 1994)
and in the second, massive cultures have been
carried out. The third stage encompasses the
most recent research (obtaining cysts and
probiotics, among others) (Hagiwara, 1992;
Minkoff et al., 1992; Skjermo and Vadstein,
1993).

The knowledge acquired from these three
stages has resulted in rotifer cultures that effec-
tively sustain the culture of crustacean and fish
larvae. The demands of nutritional quality as
well as quantity have been met, especially in
the first feeding stage of the fish, but high
mortality occurs if the appropriate feed is not
supplied.

In this study, a local stock of the rotifer B.
plicatilis type L was fed different concentra-
tions of three microaigae, Nannochloris sp.,
Nannochloropsis sp. and Chlorella sp., and one
inert food, dried Spirulina sp. Biochemical
determinations were conducted on the rotifers
fed the best concentration of each microalga, in
order to determine the nutritional quality and,
hence, the best feed.

MATERIALS AND METHODS

A local stock of the rotifer Brachionus
plicatilis type L was used (Ramirez-Sevilla et
al., 1991). The bioassays were conducied in 2-i
cylindrical cones in volumes of 1.5 1. Sea water
(33 to 36%0 S), filtered through 20 um, was
used. Aeration was continuous and from the
bottom. Lighting was supplied from 55-W
fluorescent lamps. Temperature varied between
24 + 2°C. The microalgaec Nannochloris sp.,
Nannochloropsis sp. and Chlorella sp. were
provided by the Laboratory of Experimental
Biology at CICIMAR-IPN and the dried
Spirulina sp. was produced by Sosa Texcoco,
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Chlorella sp. fueron abastecidas por el Labora-
torio de Biologia Experimental del CICIMAR-
IPN y Spirulina sp. deshidratada fue producida
por Sosa Texcoco, México. Los cultivos de
microalgas se realizaron con agua de mar
filtrada por 0.5 um, esterilizada en autoclave
(volimenes de 2 1) y por UV (volimenes de
14, 50, 100 y 150 1), enriquecida con el
medio Marino 1 (Gonzalez-Acosta y Ramirez-
Sevilla, 1987). La iluminacién, aireacion y sali-
nidad fueron las mismas que en el cultivo de
rotiferos.

Las concentraciones de las microalgas
Nannochloris sp. y Nannochloropsis sp. se
eligieron con base en las experiencias de su
manejo en el laboratorio; éstas fueron 10, 15,
20, 25, 30 y 35 x 10° cel.ml' y 15, 20, 25, 30
y 35 x 10° cel.ml”, respectivamente. Para la
eleccion de las concentraciones de Chlorella
sp., se consideraron los datos reportados por
Rezeq y James (1987), siendo 20, 25, 30, 35 y
40 x 10° cel.ml”, y en el caso de Spirulina sp.
deshidratada, las concentraciones se obtuvie-
ron con base en las recomendaciones de
Person-Le Ruyet (1975), adaptadas a nuestro
volumen de cultivo, utilizandose 0.225, 0.450,
0.675, 0.900, 1.125 y 1.350 g en 1.5 1 de agua
de mar.

Los bioensayos se iniciaron con indculos de
80 rotiferos por mililitro, con una fecundidad
superior a 1.0 (para garantizar el estado salu-
dable de la cepa).

Cada 24 h los cultivos se tamizaron, se re-
suspendieron y se aforaron a 500 ml de agua
de mar filtrada. Para determinar los indices de
densidad de rotiferos y fecundidad promedio,
se utilizaron los procedimientos descritos por
Ramirez-Sevilla et al. (1991). Los bioensayos
se realizaron por duplicado y tuvieron una dura-
cion de 16 dias, teniendo en cuenta que es el
tiempo maximo que las larvas de peces marinos
requieren en forma constante a los rotiferos
como alimento (Hirayama, 1985).

Con la mejor concentracion de cada ali-
mento se realizd un nuevo bioensayo, en el
cual se probaron de manera simultanea todos
los alimentos. Este experimento tuvo una dura-
cion de 16 dias y se realizd por triplicado,
siguiéndose la metodologia anteriormente des-
crita, con la variante de que de cada volumen de

315

Mexico. The cultures of microalgae were con-
ducted with 0.5 pm filtered sea water, sterilized
in an autoclave (2-1 volumes) and by UV (14-,
50-, 100- and 150-1 volumes), enriched with
Marino 1 medium (Gonzalez-Acosta and
Ramirez-Sevilla, 1987). The same lighting,
aeration and salinity were used as in the rotifer
cultures.

The concentrations of the microalgae
Nannochloris sp. and Nannochloropsis sp. were
selected based on their performance in the
laboratory; these were 10, 15, 20, 25, 30 and
35 x 10° cells.ml’ and 15, 20, 25, 30 and
35 x 10° cells.ml”, respectively. The data of
Rezeq and James (1987) were considered for
the concentrations of Chlorella sp.; these were
20, 25, 30, 35 and 40 x 10° cells.ml”. The con-
centrations of dried Spirulina sp. were obtained
from the recommendations of Person-Le Ruyet
(1975) and adapted to our culture volume; these
were 0.225, 0.450, 0.675, 0.900, 1.125 and
1.350 g in 1.5 1 of sea water.

The bioassays started with inoculations of
80 rotifers per milliliter, with a fecundity great-
er than 1.0 (to guarantee the healthy state of the
stock).

Every 24 h the cultures were sieved and re-
suspended in 500 ml of filtered sea water. The
procedures described by Ramirez-Sevilla et al.
(1991) were used to determine the indexes of
density of rotifers and average fecundity. The
bioassays were conducted in duplicate for 16
days, which is the maximum time that marine
fish larvae require a constant supply of rotifers
as food (Hirayama, 1985).

Using the best concentration of each feed, a
new bioassay was carried out, in which all the
feeds were tested simultaneously. This experi-
ment lasted 16 days and was conducted in
triplicate, following the method previously
described, except that 100 ml were taken from
each volume of resuspension and used for the
biochemical determinations. The rotifers pres-
ent in these volumes were sieved and rinsed
with a solution of 0.8 mM of NaCl (Gatesoupe
and Robin, 1981) and were concentrated in the
lowest volume of water possible (1.5 and 2 ml).

The Antrona method (Dreywood, 1946)
was used to determine carbohydrates, after acid
hydrolysis using HCl 2N. The proteins were
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resuspension se tomaron 100 ml, los cuales se
utilizaron para realizar las determinaciones
bioquimicas. Los rotiferos presentes en estos
voliimenes se tamizaron y se enjuagaron con
una solucién de 0.8 mM de NaCl (Gatesoupe y
Robin, 1981) y se concentraron en €l menor
volumen posible de agua (1.5 y 2 ml).

Para la determinacion de los carbohidratos,
se aplico el método de Antrona (Dreywood,
1946) previa hidrélisis acida con HCI 2N. Las
determinaciones de proteinas se realizaron
mediante la técnica de Lowry et al. (1951) y, en
el caso de los lipidos, se aplico la técnica de
Bligh y Dyer (1959). Las fases lipidicas se des-
hidrataron con Na,SO, anhidro. Las fracciones
obtenidas se concentraron a sequedad en el
rotovapor a 55°C de temperatura, posterior-
mente se recuperaron, secaron con N, gaseoso y
se pesaron en la balanza analitica.

Para el analisis estadistico se utilizaron las
pruebas de Friedman, de Wilcoxon y de compa-
raciones miltiples entre grupos, descritas por
Siegel y Castellan (1988), asi como e} analisis
de variancia de dos vias con repeticiones (Sokal
y Rohlf, 1982).

RESULTADOS

La prueba de Friedman de dos vias
(P <0.05) mostré diferencias significativas
entre las densidades de rotiferos y las fecundi-
dades de al menos una de las concentraciones
en los diferentes tratamientos, excepto para el
caso de los rotiferos tratados con Chlorella sp.

En todos los tratamientos se observé que
conforme se incrementé la concentracion, la
produccion de rotiferos aumentd, alcanzando un
méximo en las raciones intermedias y tendiendo
a decrecer hacia las concentraciones més altas.
El caso menos evidente fue el de Chlorella sp. y
el méas marcado fue el de los rotiferos tratados
con Spirulina sp. (figs. 1, 2, 3, 4A-F).

La fecundidad de los rotiferos alimentados
con Nannochloris sp. en la concentracion
25 x 10° cel.ml” tuvo un comportamiento muy
estable, manteniéndose la mayor parte del pe-
riodo experimental con fecundidades superiores
a 1.0 (fig. 5D). Con Nannochloropsis sp. pre-
sentdé un comportamiento estable a partir de la
concentracion de 25 x 10° cel. ml" (fig. 6C-E).
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determined using the technique of Lowry et al.
(1951), and the lipids according to Bligh and
Dyer (1959). The lipidic phases were dried with
anhydrous Na,SO,. The portions obtained were
dry concentrated in an evaporator at 55°C, after
which they were recovered, dried with gaseous
N, and weighed using an analytical balance.

For the statistical analysis, the tests of
Friedman, of Wilcoxon and of multiple com-
parisons between groups, described by Siegel
and Castellan (1988), were used, as well as the
two-way analysis of variance with replicates
(Sokal and Rohlf, 1982).

RESULTS

Friedman's two-way test (P < 0.05) showed
significant differences between densities of
rotifers and fecundities in at least one of the
concentrations of the different treatments,
except in the case of the rotifers treated with
Chlorella sp.

It was observed in all treatments that the
production of rotifers increased as the con-
centration increased, reaching a maximum in
the intermediate concentrations and decreasing
towards the higher concentrations. The least
evident case was that of Chlorella sp., and the
most notable was that of the rotifers treated
with Spirulina sp. (figs. 1, 2, 3, 4A-F).

The fecundity of the rotifers fed
Nannochloris sp. at the concentration of
25 x 10° cells.m!”" was very stable, with values
greater than 1.0 during most of the experi-
ment (fig. 5D). It was also stable with
Nannochloropsis sp. at the concentration of
25 x 10° cells.ml” (fig. 6C-E). The rotifers fed
Chlorella sp. and Spirulina sp. produced lower
fecundity values (figs. 7, 8A-F). In the case of
Spirulina sp., fecundity values increased as the
concentration increased, with maximums at
0.67 g, and decreased at higher concentrations
(fig. 8A-F).

The cell density that produced the greatest
density of rotifers was 25 x 10° cells.ml"* for
Nannochloris sp. and Nannochloropsis sp. and
0.900 g 1.5 1" for Spirulina sp. (figs. 1D, 2C,
4D). The rotifers fed Chlorella sp. presented
a very homogeneous behavior in all the con-
centrations. The concentration that presented
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Figura 1. Densidades de rotiferos por mililitro, cultivados con Nannochloris sp.
Figure 1. Density of rotifers per milliliter, cultured with Nanrnochloris sp.

(A) 10 x 10° cel.ml”, (B) 15 x 10° cel.ml”, (C) 20 x 10° cel.ml”, (D) 25 x 10° cel.ml”,
(E) 30 x 10° cel.ml”, (F) 35 x 10° cel.ml™".

Los rotiferos alimentados con Chlorella sp. y
Spirulina sp. produjeron los valores mas bajos
de fecundidad (figs. 7, 8A-F) y, en el caso del
alimento Spirulina sp., se incrementaron los
valores de fecundidad conforme la concentra-
cién aumentd, siendo méximos en 0.67g vy
decreciendo en concentraciones superiores
(fig. 8A-F).

La densidad celular que produjo la mayor
densidad de rotiferos fue de 25 x 10° cel.ml’
para Nannochloris sp. y Nannochloropsis sp. y
de 0.900 g 1.5 I"' en el caso de Spirulina sp.
(figs. 1D, 2C, 4D). Los rotiferos alimentados
con Chlorella sp. manifestaron un compor-
tamiento muy homogéneo en todas las concen-
traciones. La racién que presentd un valor
de densidad y fecundidad mas elevado fue de
35 x 10° cel.ml (tabla 1).
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a higher density and fecundity value was
35 x 10° cells.ml (table 1).

Biochemical composition

The results of the comparisons of the
effects of carbohydrate, protein and total lipid
contents on the rotifers are shown in table 2.
The greatest percentage of carbohydrates
(24.6%) was obtained in the rotifers fed
Nannochloris sp., that of proteins with
Spirulina sp. (69.7%) and of total lipids with
Chlorella sp. (20.9%) (table 3).

DISCUSSION

Dried Spirulina sp. was used to determine
the possibility of using an alternative feed that,
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Figura 2. Densidades de rotiferos por mililitro,
cultivados con Nannochloropsis sp.

Figure 2. Density of rotifers per milliliter, cul-
tured with Nannochloropsis sp.

(A) 15 x 10 cel.ml”, (B) 20 x 10° cel.mi”,

(C) 25 x 10° cel.ml'', (D) 30 x 10° cel.ml”,

(E) 35 x 10° cel.ml™.
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Figura 3. Densidades de rotiferos por mililitro,
cultivados con Chlorella sp.

Figure 3. Density of rotifers per milliliter, cul-
tured with Chlorella sp.

(A) 20 x 10° cel.ml”, (B) 25 x 10° cel.mI”,

(C) 30 x 10° cel.m!”, (D) 35 x 10° cel.ml”,

(E) 40 x 10° cel.ml.
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Figura 4. Densidades de rotiferos por mililitro, cultivados con Spirulina sp. deshidratada.
Figure 4. Density of rotifers per milliliter, cultured with dried Spirulina sp.
(A)0.225g 151", (B)0.450 g 1.51",(C) 0675 g 151", (D) 0900 g 1.517, (E) 1.125 g 1.5 I,

(F)1350g 1.51".

Caracterizacién bioquimica

Al comparar el efecto en los rotiferos de los
contenidos de carbohidratos, proteinas y lipidos
totales, se obtuvieron los resultados que se
resumen en la tabla 2. El mayor porcentaje de
carbohidratos (24.6%) se presentd en los roti-
feros alimentados con Nannochloris sp., el de
proteinas en Spirulina sp. (69.7%) y los lipidos
totales en Chlorella sp. (20.9%) (tabla 3).

DISCUSION

Al utilizar el alimento inerte Spirulina sp.,
se buscd conocer la posibilidad de usar un ali-
mento alternativo, que sin disminuir la calidad
del producto terminal (rotiferos) permitiese sus-
tituirlo y facilitar el trabajo, ademas de contras-
tarlo con el alimento vivo, que se sabe tiene la
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without decreasing the quality of the end
product (rotifers), could be substituted to facili-
tate the work and compared to live feed that is
known to have the nutritional qualities neces-
sary for sustaining the culture of rotifers.

It was observed in this study that the
density of rotifers increased slightly as the
concentration of Chlorella sp. increased, and
remained stable at different concentrations.
This is because once the maximum level of
ingestion is reached, the microalgae are not
consumed. Yifera and Pascual (1985) observed
increases in filtration and ingestion at low cell
densities. However, as the density of cells
increases, filtration decreases and ingestion re-
mains constant. This disagrees with that found
by Rezeq and James (1987) and Person-Le
Ruyet (1975), who observed an increase in the
density of the population as the concentration



Tabla 1. Densidades y fecundidades promedio de rotiferos cultivados con las diferentes microalgas.
Table 1. Average densities and fecundities of rotifers cultured with the different microalgae.

Alimentos Densidad promedio Fecundidad promedio
(rot.ml)

Nannochloris sp. 2334 1.05

Nannochloropsis sp. 193.0 0.99

Chlorella sp. 150.0 0.71

Spirulina sp. 79.0 0.60

Tabla 2. Comparaciones entre los componentes bioquimicos de los rotiferos cultivados con diferen-
tes alimentos y sus niveles de significancia. N1, Nannochloris sp.; N2, Nannochloropsis sp.

Table 2. Comparisons of the biochemical components of the rotifers cultured with different feeds
and their levels of significance. N1, Nannochloris sp.; N2, Nannochloropsis sp.

Componentes bioquimicos Relaciones
Vivo vs Entre vivo N1y N2vs N1 vs N2
inerte Chlorella
Carbohidratos * K % % K ns % %k Kk
Proteinas * K % ¥ * % ns
Lipidos % &k ns ns ns
Tabla 3. Porcentajes de los comnonenteq bioquimicos de los mn_f:;:ms s“ etido: d erentes dietas

Alimentos Carbohidratos Proteinas Lipidos
Nannochloris sp. 24.6 59.9 15.5
Nannochloropsis sp. 19.4 64.9 15.7
Chlorella sp. 22.5 56.5 20.9
Spirulina sp. 23.8 69.7 6.5

calidad nutricional adecuada para sostener el of microalgae increased. In the first study, a

cultivo de rotiferos. short doubling time and maximum instanta-

En este estudio se observd que la densidad neous growth rate were obtained with a con-
de rotiferos se incrementd poco al aumentar la centration of 37 x 10° cells.ml"!, This density is
concentracion de Chlorella sp., manteniendo un similar to that considered optimum in this study
comportamiento muy estable entre las dife- (35 x 10° cells.ml™). Although this concentra-
rentes concentraciones. Esto puede deberse a tion was not significantly better, there was an
que una vez que se alcanza el maximo intervalo increase in the density of rotifers which at high-
de ingestion, las microalgas no son consumidas. er concentrations tended to decrease. Person-

Yufera y Pascuai (1985) observaron que a Le Ruyet (1975) obtained 180 rot.mi* with a
bajas densidades de células, el intervalo de density of Chlorella sp. of 65 x 10° cells.ml”.

320



Rueda-Jasso: Efecto de tres microalgas y una cianobacteria en el cultivo del rotifero

Fecundidad

R B A A I L A L L)

[X.]

[1X:]

0174 3 4 8d 7 & d b2
Dias

Figura 5. Fecundidades observadas en los rotiferos cultivados con Nannochloris sp.
Figure 5. Fecundities observed in the rotifers cultured with Nannochloris sp.

(A) 10 x 10° cel.ml, (B) 15 x 10° ceL.ml”, (C) 20 x 10° cel.mI*, (D) 25 x 10° cel.ml’’,
(E) 30 x 10° ceL.ml”, (F) 35 x 10° cel.ml™.

filtracion e ingestién se incrementa. Sin embar-
go, al aumentar la densidad de células, el inter-
valo de filtracion decrece y la ingestion se
mantiene constante. Lo anterior es contrario a
lo encontrado por Rezeq y James (1987) y
Person-Le Ruyet (1975), quienes observaron
un incremento de la densidad poblacional
conforme se incrementé la concentracién de
la microalga, alcanzando en el primer trabajo
un tiempo de duplicacién minimo y una tasa
de crecimiento instantineo méaxima en la ra-
cion 37 x 10° cel.ml”. Esta densidad es simi-
lar a la considerada como 6ptima en el
presente trabajo (35 x 10° cel.ml"). Aunque la
racién elegida no fue marcadamente mejor,
si existidé un incremento en la densidad de
rotiferos que a mayores concentraciones tendi6
a disminuir. Por su parte, Person-Le Ruyet
(1975) obtuvo 180 rot.ml' con una densi-
dad de 65 x 10° cel.ml" de Chlorella sp. En
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An average of 150 rot.ml" was obtained in this
study, with a significantly smaller density of
Chlorella sp. of 35 x 10° cells.ml™.

With the microalga Narnochloris sp. at a
density of 25 x 10° cells.ml”, average yields of
233.4 rot.ml" were obtained, with a fecundity
of 1.05, which were the highest values found of
the feeds tested. Hung (1989) obtained yields of
183 rotml' with Nannochloris oculata at a
density of 20 x 10° cells.ml”', which were less
than those obtained in this study at the same
concentration of microalgae (213 rot.ml").

The concentrations of Nannochloris sp.
affected the density and fecundity values of
the rotifers, since the lowest and two highest
concentrations presented lower values in the
parameters observed than in the intermediate
concentrations, among which the best con-
centration was found, 25 x 10° cells.ml’.
Yifera and Pascual (1985) observed that the
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Figura 6. Fecundidades observadas en los roti-
feros cultivados con Nannochloropsis sp.
Figure 6. Fecundities observed in the rotifers
cultured with Nannochloropsis sp.

(A) 15 x 10° cel.ml”, (B) 20 x 10° cel.ml",

(C) 25 x 10° cel.ml”, (D) 30 x 10° cel.ml”,

(E) 35 x 10° cel.ml™.
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Figura 7. Fecundidades observadas en los roti-
feros cultivados con Chlorella sp.

Figure 7. Fecundities observed in the rotifers
cultured with Chlorella sp.

(A) 20 x 10° cel.ml”, (B) 25 x 10° cel.ml”,

(C) 30 x 10° cel.ml*, (D) 35 x 10° cel.ml”,

(E) 40 x 10° cel.mI™.
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Figura 8. Fecundidades observadas en los rotiferos cultivados con Spirulina sp. deshidratada.
Figure 8. Fecundities observed in the rotifers cultured with dried Spirulina sp.

(A)0.225g 151", (B) 0.450 g 1.5 1, (C) 0.675 g 1.5 I, (D) 0.900 g 1.5 I"", () 1.125 g 1.5 1",

(Fy1.350g 1.5 1",

nuestras experiencias, se obtuvo un promedio
de 150 rot.ml", con una densidad de Chlorella
sp. bastante menor de 35 x 10° cel.ml™,

Con la microalga Nannochloris sp. a una
densidad de 25 x 10° cel.ml’, se obtuvieron
rendimientos promedio de 233.4 rotml? con
una fecundidad de 1.05, siendo éstos los valores
mas altos encontrados de los alimentos proba-
dos. Hung (1989) obtuvo rendimientos de 183
rot.ml” en una densidad de 20 x 10° cel.ml” de
Nannochloris oculata, los cuales fueron me-
nores a los obtenidos en este trabajo a la misma
concentracion de microalgas (213 rot.ml™).

Las concentraciones de Nannochloris sp.
afectaron los valores de densidad y fecundidad
en los rotiferos, ya que la racion mas baja y
las dos mas altas tuvieron valores menores en
los parametros observados que en las raciones
intermedias, entre las cuales se encontrd la me-

jor racién, 25 x 10° cel.ml”. Yifera y Pascual
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intervals of filtration and ingestion are deter-
mined by the concentration and type of micro-
alga. With Nannochloris maculata, N. oculata
and Nannochloropsis gaditana, the interval of
filtration decreased as the microalgal concentra-
tion increased, reaching a constant level of 60
to 80 ug.ml”. This agrees with that observed in
this study, where the maximum density of
rotifers was obtained with the concentration of
25 x 10° cells.ml”, whereas with the previous
and subsequent concentrations, the densities of
rotifers and fecundities decreased. This can be
due to deterioration brought about by greater
filtration and less ingestion.

For Hirayama et al. (1979), the microalga
Nannochloropsis sp. was an excellent feed for
the culture of rotifers of the eight species
studied. However, their culture conditions were
different from those in this study, consisting
of very low densities of microalgae and
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(1985) observaron que los intervalos de filtra-
cién e ingestion estdn determinados tanto por la
concentracién como por el tipo de microalga.
Con Nannochloris maculata, N. oculata 'y
Nannochloropsis gaditana el intervalo de filtra-
cién decrecié al incrementarse la concentracion
de la microalga, alcanzando un nivel constante
de 60 a 80 ug.mi". Esto coincide con lo obser-
vado en este trabajo, donde a la concentracion
de 25 x 10° cel.mI" se alcanzé la maxima den-
sidad de rotiferos, en tanto que en las raciones
anteriores y subsecuentes las densidades de
rotiferos y las fecundidades disminuyeron, lo

cual muede ser resultado del desoaste nrovacado
cual puede ser resultade ¢l desgasie provocaco

por una mayor actividad de filtracién y una
menor ingestion.

Para Hirayama e/ al. (1979), la microalga
Nannochloropsis sp. resultd ser un excelente
alimento para el cultivo de rotiferos de entre
ocho especies de microalgas. No obstante, las
condiciones de cultivo no son comparables
con las nuestras, ya que se usaron muy bajas
densidades de microalgas y se experimenté en
pequeiios volimenes (2 a 5 ml). Caric et al.
(1993) obtuvieron los mejores indices (densi-
dad de rotiferos, intervalo de reproduccién y
tiempo de duplicacion) usando las microalgas
Nannochloropsis sp., Dunaliella terticlecta y
Phaeodactylum tricornutum como alimento de
rotiferos. Ademas de que con estas microalgas
se alcanzo la fase exponencial en breve tiempo.
Si bien en este trabajo Nannochloropsis sp. no
fue el alimento con el cual se obtuvieron los
mayores rendimientos, fue el segundo mejor,
con 193 rot.ml"' y una fecundidad de 0.99.

En el caso de Spirulina sp. deshidratada, la
racién evaluada como optima es mucho mayor
que la recomendada por Person-Le Ruyet
(1975), quien con 0.2 g. I'! obtiene rendimientos
de 145 rot.m!I” en cultivos de 20 I; en nuestros
experimentos utilizando el triple de la racién
recomendada por este autor, 0.6 g.l”,
ducen 124 rot.ml" en 1.5 | de volumen. La
diferencia en los rendimientos puede ser provo-
cada tanto por el volumen (20 I) como por la
forma de mantenimiento del cultivo, al que se le
extrajo diariamente un cuarto del volumen, que-
dando una fraccion en la que se acumulan tanto
excreciones de los rotiferos como alimento en
descomposicion, lo cual genera bacterias que
sirven de alimento para los rotiferos.
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small volumes (2 to 5 ml). Caric et al. (1993)
obtained the best indexes (density of rotifers,
reproduction interval, doubling time) using the
microalgae Nannochloropsis sp., Dunaliella
tertiolecta and Phaeodactylum tricornutum as
feed for the rotifers. The exponentiai phase was
also reached in a short time using these micro-
algae. Nannochloropsis sp. did not produce the
greatest yields, but was second best, with
193 rot. ml" and a fecundity of 0.99.

As for dried Spirulina sp., the concentration
determined to be optimum is much greater than
that recommended by Person-Le Ruyet (1975),

who obtained vields of 145 rot.ml!' with

ho obtained yields rot.ml”’ with
0.2 g1 in 20-1 cultures; this study used three
times that recommended by this author,
0.6 g.I", and produced 124 rot.m!" in 1.5 1 of
volume. The difference in the yields can be
due to the volume (20 1) and how the culture
was handled, by daily extracting one fourth of
the volume and leaving portions of rotifer
excretions and decomposing food, which
generate bacteria that serve as food for the
rotifers.

Biochemical composition

T tha raly f‘nn of tha affnno of aach tuma
air i1 O uiC CIiClt 01 ¢adn typc

of feed on the rotifers, the biochemical deter-
minations (of the rotifers) were used as another
criterion for defining the best feed. Frolov et al.
(1991) and Caric et al. (1993) studied the influ-
ence of the biochemical composition of the
different feeds on the nutritional quality of the
rotifers, and found that nutritional quality de-
pends on the growth cycle and the biochemical
composition of the feed used.

Since carbohydrates are a fow source of
energy, they are of secondary importance in
nutritional studies of invertebrates and fish,
with greater importance given to lipids and

et aten o

proiciins.

P O T vy PR Iy e

1 hC pel bClllﬂsCD Ul Lal UU“)’ araics
determined from the rotifers fed Nannochloris
sp., Nannochloropsis sp., Chlorella sp. and
Spirulina sp. (24.6, 23.8, 22.5 and 19.4) are
similar to those reported by Frolov et al
(1991), who found carbohydrate contents of
26.8, 20.7 and 20.5%, using the microalgae
Phaeodactylum  tricornutum,  Monochrysis
lutheri and Nephrochloris salina as feed for the
rotifers.
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Caracterizacién bioquimica

La evaluacion del efecto de cada tipo de ali-
mento en los rotiferos considerd a las determi-
naciones bioquimicas (de los rotiferos) como un
criterio mas para definir el mejor alimento.
Frolov et al. (1991) y Caric et al. (1993) inves-
tigaron la influencia de la composicién bio-
quimica de los diversos alimentos en la calidad
nutricional de los rotiferos, encontrando que
ésta depende del ciclo de crecimiento y de la
composicion bioquimica del alimento utilizado.

Debido al bajo aporte energético de los
carbohidratos, se les considera de importancia
secundaria en los estudios nutricionales de
invertebrados e incluso peces, déndole mayor
importancia a los lipidos y proteinas. Los por-
centajes de carbohidratos cuantificados en los
rotiferos alimentados con Nannochloris sp.,
Nannochloropsis sp., Chlorella sp. y Spirulina
sp. (24.6, 23.8, 22.5 y 19.4) son similares a los
reportados por Frolov et al. (1991), quienes
encontraron contenidos de carbohidratos de
26.8, 20.7 y 20.5% usando como alimento de
rotiferos a las microalgas Phaeodactylum tri-
cornutum, Monochrysis lutheri y Nephrochloris
salina.

En cuanto a los porcentajes de proteinas
cuantificados para los rotiferos tratados con los
cuatro alimentos, fueron 69.7% en Spirulina
sp., 64.9% en Nannochloropsis sp., 59.9% en
Nannochloris sp. y 56.5% en Chlorella sp.,
mayores que los observados por Frolov et
al. (1991) de 57.2, 48.1 y 50.2% para P.
tricornutum, M. lutheri y N. salina, respectiva-
mente. Rezeq y James (1987) observaron que
a una concentracién de 37 x 10° cel.ml’ de
Chlorella sp., se obtuvo un 23.32% de
proteinas. Por su parte, los rotiferos cultivados
con la microalga Nannochloropsis sp. en el Ins-
tituto de Pesquerias de Nagasaki (1975 y 1976)
y en la Estacion de Pesquerias Experimentales
en Gifu (1975) (Watanabe et al., 1983) presen-
taron 71, 73.7 y 74.1% de proteinas totales,
valores que son considerablemente mayores a
los cuantificados con la misma microalga en
este trabajo.

Los lipidos son de importancia primaria, ya
que algunos de ellos son esenciales para el
crecimiento, el desarrollo y mantenimiento de
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The percentages of proteins determined for
the rotifers treated with the four feeds were
69.7% for Spirulina sp., 64.9% for Nannochlo-
ropsis sp., 59.9% for Nannochloris sp. and
56.5% for Chlorella sp., and are greater than
those reported by Frolov et al. (1991) of 57.2,
48.1 and 50.2% for P. tricornutum, M. lutheri
and N. salina, respectively. Rezeq and James
(1987) observed that 23.32% of proteins was
obtained with Chlorella sp. at a concentration
of 37 x 10° cells.ml'. The rotifers fed the
microalga Nannochloropsis sp. at the Nagasaki
Fisheries Institute (1975 and 1976) and at the
Experimental Fisheries Station in Gifu (1975)
(Watanabe et al., 1983) presented 71, 73.7 and
74.1% of total proteins; these values are consid-
erably greater than those determined with the
same microalga in this study.

Lipids are of primary importance, since
some of them are essential for growth, develop-
ment and maintenance of the physiological pro-
cesses (Frolov et al, 1991). Of the different
feeds used for the rotifers, Chlorella sp. had the
greatest percentage of lipids (20.9%). Frolov et
al. (1991) observed a very similar percentage of
lipids (20.4%) in the rotifers fed M. lutheri.
When Nannochloropsis sp. and Nannochloris
sp. were used, smaller percentages of lipids
were found (15.7 and 15.5%), comparable to
those determined by Caric et al. (1983) for
Nannochloropsis sp. (14.6%) and by Frolov
et al. (1991) for N. salina (13.6%). Whyte
and Nagata (1990) report similar percentages
of lipids to those obtained here (I/sochrysys
galbana, 15.8%, and Tetraselmis suecica,
13.1%); however, for Chlorella sacharophila,
the percentage observed by these authors
(9.8%) is considerably lower than that obtained
for Chlorella sp. (20.9%) in this study.

Rezeq and James (1987) observed that the
percentage of total lipids as well as the N-3
fraction of the HUFA polyunsaturated fatty
acids, varied in relation to the concentration of
Chlorella sp. in which rotifers are cultured. The
maximum percentage of total lipids (36.98%)
and of the N-3 fraction (22.85%) obtained by
these authors was found at a concentration of
37 x 10 cells.ml”', which is 1.76 times greater
than that obtained here. Caric et al. (1993)
determined the lipids in the rotifers during
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los procesos fisiologicos (Frolov et al., 1991).
De los diferentes alimentos utilizados para los
rotiferos, Chlorella sp. presentd el mayor por-
centaje de lipidos (20.9%). Frolov et al. (1991)
observaron un porcentaje muy similar de lipi-
dos (20.4%) en los rotiferos alimentados con
M. lutheri. Cuando se utilizaron los alimentos
Nannochloropsis sp. y Nannochloris sp., se pre-
sentaron porcentajes menores de lipidos (15.7 y
15.5%), comparables a los cuantificados para
Nannochloropsis sp. (14.6%) por Caric et al.

10072Y A emlizan 12 L0/ e Dunlay o4 1
L7020y )’ IV, dung (1o.u/n) pul 1I'irviuy el di.

(1991). Whyte y Nagata (1990) refieren por-
centajes similares de lipidos a los obtenidos
en nuesira experiencia (Jsochrysys gaibana,
15.8%, y Tetraselmis suecica, 13.1%);
embargo, para Chlorella sacharophila el por-
centaje observado por estos autores (9.8%) es
considerablemente menor que ¢l obtenido para
Chlorella sp. (20.9%) en este trabajo.

Rezeq y James (1987) observaron que el
porcentaje de lipidos totales, asi como la frac-
cion N-3 de los acidos grasos polinsaturados
HUFA (por su abreviatura en inglés), varia en
relacién con la concentracion de Chlorella sp.

ane ga cultiva a lag ratiferag. El miavxima
en qu& S8 cuiliva a 108 Iouieros. i maximo

porcentaje de lipidos totales (36.98%) y de la
fraccion N-3 (22.85%) obtenido por éstos se
prescma en la racion 37 x ]0{ cel. m: , que €s
1.76 veces mayor que el obtenido en nuestros
resultados. Caric et al. (1993) cuantificaron los
lipidos en los rotiferos, en las diferentes etapas
de crecimiento de las microalgas, encontrando
que sus concentraciones disminuyen conforme
la edad del cultivo aumenta, siendo maximas en
la fase exponencial. De lo anterior se desprende
la importancia de utilizar cultivos de microalgas
"jévenes" como alimento para rotiferos.

Con base en las determinaciones bioquimi-
cas (r\arhnh|dratr\c prntmnac y ||n|rine\ como

elementos que son transferidos a los rotlferos
por el alimento que consumen y que a Su vez
son importantes \copcualmcluc li‘piu(‘JS) para
el adecuado crecimiento y desarrollo de las
larvas de peces, el mejor alimento en nues-
tras condiciones de trabajo fue Chlorelia sp.,
con la mayor cantidad de lipidos y buenos
contenidos de proteinas y carbohidratos. Es
seguido por Narnochloropsis sp., con una
cantidad de lipidos muy similar a la obtenida
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different stages of growth of the microaigae
and found that their concentrations decrease as
the age of the culture increases, being highest
during the exponential phase. The above shows
the importance of using cultures of "young"
microalgae as feed for rotifers.

Based on the biochemical determinations
(carbohydrates, proteins and lipids), as ele-
ments that are transferred to the rotifers through
the food they consume and at the same time are
important (especially lipids) for the appropriate
growth and development of the fish larvae, the
best feed in this study was Chlorella sp., with
the highest amount of lipids and ample amounts
of proteins and carbohydrates. Nannochioropsis
sp. follows, with a lipid content similar to that
obtained for Nannochloris sp., although the
latter had a greater content of carbohydrates
and the former of proteins. Dried Spirulina sp.
had the lowest values of lipids, but a high
amount of proteins and a good portion of
carbohydrates.

The high densities obtained in the cultures
of the microalgae Nannochloropsis sp. and
Nannochloris sp. during short periods of time,

as well as their easy handling were als
as wei a5 il €asy nanding were ais¢ con-

sidered, since with dried Spirulina sp., even
though it is an inexpensive feed, easily obtained
in the market and does noi require special
handling or equipment, it is not possible to ob-
tain rotifers with appropriate nutritional quality.

CONCLUSIONS

Using the density of rotifers per unit of vol-
ume as a criterion for evaluating the feeds
tested during the study period, the best feed was
Nannochloris sp., followed by Nannochloropsis
sp., Chlorella sp. and, lastly, Spirulina sp.

Rased on the biochemical determinations

carried out on the rotifers tested with the differ-
ent feeds, the best feed was Chlorella sp., fol-
IUWCU Uy IVUIUIUL”[UFU[IAI.) bp, lVUﬂflUL’llU"lb
sp. and dried Spirulina sp.

Considering both criteria, as well as the
ease with which the microalgae are handled, it
is concluded that Nannochloropsis sp. and
Nannochloris sp., at a density of 25 x 10°
cells.ml”, are appropriate feeds for maintaining
the culture of rotifers.
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para Nannochloris sp., aunque esta ultima
presenté mayor contenido de carbohidratos y
Nannochloropsis sp. de proteinas y, finalmente,
Spirulina sp. deshidratada, con los valores mas
bajos de lipidos y con una elevada cantidad
de proteinas y una buena proporcion de
carbohidratos.

Asimismo, se consideraron las altas densi-
dades logradas en los cultivos de las microalgas
Nannochloropsis sp. y Nannochloris sp. en cor-
tos periodos de tiempo y la facilidad de manejo,
ya que con Spirulina sp. deshidratada, aunque
es un alimento barato, facilmente accesible en el
mercado y cuyo uso no requiere mano de obra
especializada ni de instalaciones especiales, no
se obtienen rotiferos con adecuada calidad
nutricional.

CONCLUSIONES

Tomando como criterio para la evaluacién
de los alimentos probados la densidad de
rotiferos por unidad de volumen a lo largo del
periodo experimental, el mejor alimento fue
Nannochloris sp., seguido en orden descenden-
te por Nannochloropsis sp., Chlorella sp. y
Spirulina sp.

Con base en las determinaciones bioquimi-
cas realizadas a los rotiferos tratados con los
diferentes alimentos, ¢l mejor alimento fue
Chlorella sp., seguido por Nannochloropsis sp.,
Nannochloris sp. y Spirulina sp. deshidratada.

Conjuntando ambos criterios, asi como la
facilidad de manejo de las microalgas, se con-
cluye que Nannochloropsis sp. y Nannochloris
sp., en una densidad de 25 x 10° cel.ml, son
alimentos adecuados para mantener el cultivo
de rotiferos.
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