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GLOSARIO

Microalga: Organismos de diferentes variedades o linajes de microalgas aisladas
que han sido cultivadas para la investigacion, por lo general son organismos

microscopicos fotosintéticos.

Cepa: Una variante genética de una especie que se ha aislado y cultivado en

laboratorio en un medio solido o liquido.

Medio de cultivo: Son sustancias que se utilizan para el crecimiento de
microrganismo o tejidos en ambientales controlados, considerantes GOptimas

condiciones como pH adecuado y condiciones fisicas.

Carotenos: Son una clase de pigmentos que por lo general se lo encuentran en

algas, bacterias y plantas responsables de colores rojos, naranjas y amarillo.

Estrés: El estrés en microrganismo acuéticos se da por cambios drasticos del medio
ambiente que los rodeas como la calidad de agua y temperaturas, lo cual provoca

respuestas en su fisiologia cono crecimiento o hinchamiento.

Longitud: Unidad de mediad de Sl (sistema internacional de Unidades), para medir

distancias pequerias.

Biomasa: Materia orgéanica proveniente de plantas, animales y microorganismos

utilizada con fuente de energia.

Macerado: Es un proceso de trituracion para extraer compuestos de interés.

Sobrenadante:  Es un liquido precipitado después de una mezcla ha sido

centrifugada o dejada en reposo, para que las particulas queden en el fondo.



ABREVIATURAS

D1: Control de Dunaliella

D2: Replica de control de Dunaliella spp

T1: Control de Thalassiosira

T2: Replica del control de Thalassiosira

Ca: Clorofilaa

Cb: Cloriflab

C(x-c): Carotenos totales

Dc: Densidad celular (cel/ml)

10*: Factor de dilucion

pg-mL-1: Cantidad de microgramos disuelta en un mililitro de solucién
rpm: Revoluciones por minuto

g: Unidad de masa equivalente a una milésima parte de 1 kg
vol: Volumen del cultivo en litros

IDL: indice de desarrollo larval

mm: Milimetros

NV: Nauplio 5

Z: Zoea

M: Mysis

Pl: Post-larva

nm: nandémetros



Resumen

La microalga Dunaliella spp. es una de las especies iddneas para la produccion de
carotenos totales, expresando cambios morfoldgicos y de coloracion. Dentro de la
acuicultura las microalgas juegan un papel fundamental para la alimentacién en los
primeros estadios larvarios de Litopenaeus vannamei de interés acuicola en el
Ecuador. Sin embargo, uno de los principales problemas en las primeras fases de
cultivos es la asimilacion y pigmentacion por alimentos comerciales, por lo que
surge la necesidad de experimentar con microalgas. La presente investigacion de
tipo experimental, realizada en el laboratorio de larvas Santa Maria y CIBPA, se
evalud el efecto de la microalga Dunaliella spp. con estrés de 5 dias a temperatura
ambiente y limitacion de nutrientes, en comparativa de la microalga comercial
control Thalassiosira para alimentacion de larvas de camaron de Nauplio V hasta
postlarval, durante un periodo de 6 meses, constando 6 corridas de
experimentacion. Posteriormente, se aplico las dos microalgas con la misma
concentracion celular cel/ml junto con los alimentos del protocolo de produccion,
utilizando 4 tanques con capacidad de 1 tonelada con 90.000 larvas en cada
tratamiento. Se registrd la concentracion de carotenos mg/l por cada dia de estrés,
el indice de desarrollo larvario por estadios al igual de la longitud total y
supervivencia. Los resultados obtenidos mediante la prueba de kruskall Wallis p >
0.05 determind que no hubo diferencias significativas entre tratamientos, asi mismo
la prueba U de Mann Whitney p > 0.05 presento los mismos analisis al no existir
diferencias entre las especies de microalgas. En base a esto, se evidencio que las
longitudes finales en el estadio de pl1 eran similares y que el porcentaje promediado
de la supervivencia de todos los bioensayos para Dunaliella spp. fue de 93.04 y

Thalassiosira 92.25% destacando que no existen diferencias significativas.

Palabras claves: microalgas, estrés, carotenos, larvas de camaroén, indice de

desarrollo larvario, longitud y sobrevivencia.



ABSTRACT

The microalga Dunaliella spp. is one of the ideal species for the production of total
carotenes, expressing morphological and color changes. Within aquaculture,
microalgae play a fundamental role in feeding the first larval stages of Litopenaeus
vannamei, which is of interest to aquaculture in Ecuador. However, one of the main
problems in the early stages of cultivation is the assimilation and pigmentation of
commercial foods, which is why the need to experiment with microalgae arises.
This experimental research, carried out in the Santa Maria larval laboratory and
CIBPA, evaluated the effect of the microalga Dunaliella spp. with 5-day stress at
room temperature and nutrient limitation, compared to the commercial control
microalga Thalassiosira for feeding Nauplius V shrimp larvae up to postlarval, for
a period of 6 months, consisting of 6 experimental runs. Subsequently, the two
microalgae were applied with the same cell concentration cel/ml together with the
food of the production protocol, using 4 tanks with a capacity of 1 ton with 90,000
larvae in each treatment. The concentration of carotenes mg/l for each day of stress
was recorded, as well as the larval development index by stages as well as the total
length and survival. The results obtained by the Kruskal-Wallis test p > 0.05
determined that there were no significant differences between treatments, likewise
the Mann-Whitney U test p > 0.05 presented the same analysis as there were no
differences between the microalgae species. Based on this, it was evident that the
final lengths in the pl1 stage were similar and that the average survival percentage
of all the bioassays for Dunaliella spp. was 93.04 and Thalassiosira 92.25%

highlighting that there were no significant differences.

Keywords: microalgae, stress, carotenes, shrimp larvae, larval development

index, length and survival



INTRODUCCION

Dentro de la acuicultura, las microalgas son microorganismos potenciales
sostenibles que han sido ampliamente utilizadas para la alimentacion de organismos
acuaticos debido a que poseen una fuente Unica de nutrientes para organismos
microscopicos (Khatoon et al., 2017). En el caso de las larvas de camardn, el cultivo de
microalgas en la acuicultura es fundamental porque son las principales formadoras de

biomasa debido a sus cualidades de tamafio reducido (Sanchez, 2020).

La capacidad de las microalgas, especialmente del género Dunaliella spp., ha sido
objeto de numerosos estudios debido a su facil cultivo por su condicion halotolerante y
su capacidad de sintetizar compuestos bioactivos y pigmentos, como clorofilas y
carotenos, esenciales en su respuesta de captacion de luz y la fotoproteccion (Arredondo
& Voltolina, 2017) (Herndndez & Labbé, 2014). Este género cuenta con una alta
capacidad de produccidon de compuestos ricos en lipidos y carotenos, captando gran

cantidad de radiacion solar (Garcia & Pastuzo, 2016).

Un estudio realizado por (L6pez et al., 2013) revela que mediante el cultivo de la
microalga Dunaliella spp. en dos fases una de crecimiento en fase verde y otra de pruebas
de estrés para acumulacion de caroteno la produccion de estos pigmentos puede
optimizarse mediante variaciones en las condiciones de cultivo, como el aumento de las
concentraciones salinas, temperaturas extremas 32 a 40°C, elevada intensidad luminosa
y limitacion de nutrientes (Pifia et al., 2004). Asimismo, la microalga marina Tetraselmis

sp., una clorofita flagelada, tiene una tasa de crecimiento rapido y puede soportar una
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amplia gama de temperaturas y valores de pH (Rahman et al., 2017). De la misma forma,
(Khatoon et al., 2017) aplicaron esta microalga con un alto contenido de nutrientes, lo

cual aumento la supervivencia de postlarvas de camardn y mejord el estrés oxidativo.

En Ecuador, el estudio de (Naranjo et al., 1999) evalu6 tres microalgas—
Chaetoceros gracilis, Isochrysis galbana y Dunaliella sp.—aplicadas en larvas de
camarén y artemia en cada subestadio, registrando el desarrollo larvario, la sobrevivencia,
la velocidad de metamorfosis y el crecimiento. En dichos estudios se observé un gran

efecto con C. gracilis y mezclas de microalgas.

Dunaliella salina contiene tres grupos de pigmentos: clorofilas, carotenoides y
ficobilinas, destacando la clorofila a y b y los carotenos, que representan
aproximadamente el 0,5% y 1,5% del peso de la biomasa celular, respectivamente (Jin &
Polle, 2009). El cultivo de microalgas ha promovido innovaciones metodoldgicas para la
obtencion de diversos compuestos, como pigmentos, mediante espectrofotometria, una
técnica que mide la cantidad de luz absorbida (Gémez, 1997). Para la extraccion de
carotenos de la microalga y larva, se tomé como referencia el estudio de (Arredondo &
Voltolina, 2017) y (Millan et al., 2023), basado en el protocolo de (Lichtenthaler &
Wellburn, 1983). Este protocolo describe la trituracion de muestras de artemia y
microalgas con solvente de acetona al 100% en hielo, en oscuridad y durante 24 horas en
refrigeracion. Se utilizé 2,5 ml de muestra para leer la absorbancia a 661.6 nm (clorofila
a), 644.8 nm (clorofila b) y 470 nm (carotenoides totales), presentandose las
concentraciones de estos pigmentos en mg/l. Para medir el desarrollo larval de L.

vannamei, se aplicé el indice de desarrollo larval, evaluando el crecimiento en longitud
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total (mm) y el contenido intestinal (Jamali et al., 2015); (Bermudes et al., 2017); (FAO,

2018); (Skretting, 2018) (Garcia et al.,2003).

Se ha identificado que la deficiencia dietética en las larvas de camardn
Litopenaeus vannamei esta vinculada a la asimilacion inadecuada de alimentos, lo cual
se relaciona con respuestas de baja calidad en el desempefio productivo y la manifestacion
de algunas enfermedades. Por otro lado, el estudio de (Pacheco & Sanchez, 2023) y
(Lopez, 2002) menciona que el desarrollo larval y la supervivencia del camaron dependen
del tipo, calidad y cantidad del alimento ingerido en esta etapa. Algunos estudios han
determinado el efecto significativo de los alimentos comerciales para larvas de camaron
y también el déficit de los medios de cultivo utilizados para distintas especies de

microalgas empleadas como alimento (Medina et al., 2021).

(Aguirre-Hinojosa et al., 2012) evidenciaron que en el cultivo intensivo comercial
de las larvas en los estadios de zoea y mysis de Litopenaeus vannamei, uno de sus
principales requerimientos pigmentarios se satisface tanto por los carotenoides naturales
encontrados en las microalgas, como es el caso del estudio de (Pacheco & Sanchez, 2023),
quienes mencionan que el desarrollo larval y la supervivencia del camarén dependen del
tipo, calidad y cantidad del alimento ingerido, especificamente microalgas diatomeas y

clorofitas.

Dunaliella salina ha desarrollado estrategias adaptativas que favorecen su

supervivencia en ambientes acuaticos con altas concentraciones de sal, deficiencia de
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nutrientes y alta irradiacion solar (Yaser et al., 2019). Esta especie es de gran interés para
la acuicultura porque juega un papel primordial en la nutricion de algunos peneidos, que
requieren microalgas como fuente de alimento durante sus primeros estadios larvarios
(Sato, 1980), (Currie, 2000). Otros estudios han abordado el aprovechamiento de esta
microalga con la finalidad de producir B-caroteno natural y glicerol, utilizado como
materia prima en varias industrias (Ben, 1993). La pigmentacién en los primeros estadios
de larvas de camaron es fundamental para observar la asimilacion de las diferentes dietas
aplicadas. Por tal motivo, se evalu6 la microalga Dunaliella spp. enriquecida con
carotenos con 5 dias de estrés limitando nutrientes y a temperatura ambiental, para
comprobar su efecto en el desarrollo de larvas de camaron blanco Litopenaeus vannamei

de nauplio V a post-larva 1.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La falta de pigmentos en larvas de camardn Litopenaeus vannamei durante sus
primeros estadios larvarios constituye una problematica significativa para la industria
acuicola. Esta falta de coloracion, debido a la naturaleza transltcida de los organismos,
depende en gran medida de su alimentacién, lo que convierte este problema en un desafio
recurrente, especialmente en el uso de dietas liquidas y sélidas. Una dieta inadecuada o

desequilibrada juega un papel crucial en la calidad de las larvas de camaron.

El alimento balanceado para larvas de camardn debe contener una combinacion
adecuada de nutrientes esenciales. La falta de estos nutrientes puede resultar en la no
ingesta del alimento, lo que ensucia el medio ambiente acuético, provocando pérdidas de
organismos, deformidades, baja resistencia a enfermedades y retraso en el desarrollo
larval. Ademés, factores como el aumento del pH y del amonio también estan
relacionados con una dieta deficiente, lo que lleva a alteraciones en la actividad
alimentaria y puede causar infecciones por bacterias oportunistas o transmisiones de

virus.

Para abordar este problema, una de las dietas con mayor importancia y valor
nutricional son las microalgas chlorophytas y diatomeas, que actualmente son las méas
utilizadas. Sin embargo, uno de los principales desafios es la consecucion de cultivos y
cepas puras, la obtencién de biomasa inicial, los métodos de recuperacion y la produccién

masiva de la biomasa.
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En Ecuador, existen investigaciones dentro de las universidades acerca de la
aplicacion de la microalga Dunaliella spp. en moluscos, pero no de forma estresada
aplicada a larvas de camardn. La escasez de investigaciones exhaustivas sobre la eficacia
de la microalga Dunaliella spp. enriquecida con carotenos con 5 dias de estrés de
limitacion de nutrientes y temperatura ambiental aplicada a larvas de camardn
Litopenaeus vannamei representa un vacio en el conocimiento. La carencia de
informacion en base a datos de esta dieta viva en cuanto a impacto en la supervivencia y
desarrollo es limitada representa un vacio en el conocimiento en productores en la fase
crucial que es el desarrollo larval. Por ello se planteé la siguiente interrogante ¢ Tendran
el mismo beneficio la microalga Dunaliella spp. enriquecida con carotenos y en
comparativa de microalgas convencionales Thalassiosira en su aplicacion a larvas de

camaroén Litopenaeus vannamei de Nauplio V a Post-larval?.
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3. JUSTIFICACION
En Ecuador, actualmente se han desarrollado numerosas aplicaciones de las
microalgas en diversos campos tecnoldgicos, incluyendo cultivos masivos, tanto vivos
como procesados, destacando particularmente su utilizacion en la acuicultura. Una
alimentacion adecuada en las primeras etapas de las larvas de camar6n Litopenaeus
vannamei asegura que no existan repercusiones significativas en su supervivencia y

rendimiento posterior.

La eleccidn de evaluar a Dunaliella spp. enriquecida con carotenos como objeto
de estudio se basa en la necesidad de abordar los desafios criticos para mejorar la
productividad y sostenibilidad de la acuicultura de camarones, especialmente durante las
etapas de desarrollo larvario. Esta microalga, conocida por ser una fuente natural rica en
carotenos, tiene la capacidad de acumular y producir una gran cantidad de este compuesto,
superando incluso a las fuentes vegetales. Evaluar Dunaliella spp. en condiciones de
cultivos con estrés de limitacion de nutrientes y temperatura ambiental natural representa

un avance crucial para la acuicultura.

La investigacion busca abordar una necesidad critica dentro de la industria
acuicola proporcionando informacidn valiosa sobre el uso de Dunaliella spp. enriquecida
con carotenos como estrategia nutricional para mejorar el desarrollo y la calidad de las
larvas de camardn Litopenaeus vannamei, especificamente en las etapas de Nauplio V a
post-larva 1. La aplicacion de estos conocimientos podria tener un impacto significativo

en la sostenibilidad y rentabilidad de la produccién acuicola de larvas de camarén.
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4. OBJETIVOS

4 .1 Objetivo General

Evaluar la microalga Dunaliella spp. enriquecida con carotenos en el desarrollo de larvas

de camaron blanco Litopenaeus vannamei de nauplio V a Postlarva 1.

4.2 Objetivos especificos

e Cuantificar el porcentaje de carotenos producidos por la microalga Dunaliella spp.
mediante pruebas espectrofotométricas.

e Examinar el desarrollo larval de Litopenaeus vannamei de nauplio V a Postlarva
1, mediante observaciones microscopicas.

e Comparar el efecto de la Dunaliella spp. enriquecida con carotenos y alga
comercial (Thalassiosira) evaluando el desarrollo y crecimiento de larvas de

camaron Litopenaeus vannamei de nauplio V a Postlarva 1.
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5 HIPOTESIS

HO: La aplicacion de la microalga Dunaliella spp. enriquecida con carotenos no tendra
efecto significativo en el desarrollo y crecimiento para larvas de camarén Litopenaeus

vannamei de nauplio V a Postlarva 1, en comparacion de la microalga comercial

Thalassiosira.
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6. MARCO TEORICO

6.1 Importancia de las microalgas

Son organismos fotosintéticos que habitan en una variedad de ambientes
acuaticos, como lagos, rios, aguas residuales y sustratos rocosos. Sus parametros
ambientales pueden tolerar una gran escala de temperaturas, salinidades y valores altos
de pH, con el Unico de beneficio de incrementar su productividad de biomasa (Gonzalez,

2015).

Los laboratorios de fitoplancton producen masivamente microalgas para uso
acuicola. Entre las microalgas clorofitas y diatomeas, destaca Dunaliella spp., conocida
por su alta produccion de carotenos totales, lo que le otorga un valor afiadido y notables

cualidades bioldgicas.

6.2 Descripcion de cultivo fases

Las microalgas son organismos microscopicos de diferentes micrometros, una de
las cualidades Unicas es que conservan una maquinaria fotosintética idonea de
transformas energia termo solar en biomasa con una eficiencia por triplicado mayor que

las plantas vasculares (Arcas & Andrade, 20008).

Para dar inicio al cultivo de microalgas es necesario contar el indculo puro que de

manera continua tenga la capacidad de entregar cultivos de calidad (Ynga & Nifio, 2017).

6.3 Medios de cultivo Guillard’s F/2 (Medio F/2)
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Uno de los medios de cultivo seleccionado para la produccién de microalgas es
Guillard’s F/2 para organismos de agua salada (Guillard & Ryther, 1962). Este medio es
soluble en agua y de origen natural, compuesto principalmente por materia inorganica, lo
que facilita el mantenimiento de cultivos axénicos (Nichols & Bold, 1965). Por lo tanto,

en esta investigacion se emplearon los fertilizantes descritos en la tabla 1.

Tabla 1. Fertilizantes de medio de cultivo Guillard F/2 para algas clorofitas

SOLUCION 1 (9/100 ml)
NaNO, 7.5
NaH,PO, — H,0 0.5

SOLUCION 3 (9/100 ml)
FeCls.6H,0 0.32
Na2Si05.9H,0 0.44
METALES TRAZAS 0.10 ml
Cu S04.5H20
ZnS04.7 H20
Zn Cl
CoCl2.6H20
MnCl2.4H20
Na2 M04.2H20

SOLUCION 4 (9/100 ml)
Cianocobalamina 0.5
Tiamina 0.1
Biotina 1

Método de aplicacion: para cultivos de 250 ml a 2 litros

Para cultivos de 250 ml a 2 litros, se lleva a cabo la preparacion de las cantidades
indicadas de nitrato, fosfatos y vitaminas en 100 ml de agua destilada para autoclavar.

Luego, se fertiliza con 1 ml por litro de cultivo.
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Método de aplicacion: para cultivos de masivos litros 50 L
Fertilizar con 0.25 ml de solucién por litro de cultivo.
Método de aplicacion: para cultivos de masivos litros 1000 L

Fertilizar con 125 ml de solucion por tonelada de cultivo.

6.4 Microalga Dunaliella spp.

La microalga Dunaliella salina descrita por (Teodorescu, 1905) perteneciente a la
clase Chlorophyceae, de la cual se conocen varias especies con diferentes variedades y
formas unicelulares y biflageladas, se encuentran entre las més estudiadas debido a su
produccion de pigmentos soportando ambientes salinos e hipersalinos (Morales et al.,

2020).

D. salina es un alga fotosintética que convierte el dioxido de carbono de la
atmosfera en energia y material celular debido a sus diferentes tipos de clorofila de la
célula, los pigmento que esta enmascarada son expresados por medio de coloracion

anaranjada presente de carotenos (Sanchez, 2020).

-
:
.
-

Figura 1. Observacion de Dunaliella spp. objetivo 40x.

Fuente: Fatima Quimi
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La figura 2 muestra el patron del conteo del hematocitometro, las células que se
encuentran en las cuadriculas A, B, C y D son contadas dependiendo de micrémetro

celular, el volumen del agua en cada cuadrado es de 1/10.000 en un milimetro.

p celular mayoresa b

P colulas menores ab p

Figura 2: Conteo en cdmara de Neubauer de acuerdo al tamafio de las células

microalgales.

Fuente: Ynga & Nifio, 2017.
6.5 Formula para el conteo celular:

N1+N2+N3+N4
= x

10*
4

DC

DC = densidad celular

N = promedio del conteo celular por cuadrantes

10* = factor de conversion

6.6 Curva de crecimiento de Dunaliella spp. para cultivos pequefios -

masivos

Para determinar la densidad celular, se utiliz6 un microscopio Omax M82ES
640x480 junto con un hematocitdbmetro o una cdmara de Neubauer. Estos datos son

fundamentales para calcular el volumen celular que se suministrara a las larvas. Ademas,
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permiten evaluar la condicién de los cultivos de microalgas al detectar la presencia de
contaminantes, considerando parametros poblacionales como la tasa de crecimiento
exponencial, expresada en su division celular y temperatura controlada de 20°C (Ynga &

Nifio, 2017).

Se puede evidenciar las curvas correspondientes a un cultivo de 250 ml de
Dunaliella spp. en 11 dias de cultivos con condiciones controladas su fase inicial de 3
cel/ml 10'5 y su fase exponencial de 43.5 cel/ml 10'5. Posteriormente se detalla la curva
de crecimiento en los cultivos masivos dos litros y carboys con temperatura de 20 °C
iniciando su cultivo con 10x10'5 cel/ml y con 5 dias de cultivo 43 x10'5, el cultivo de
carboys 50 litros 4 x10'5 cel/ml con tres dias de cultivos 50x10'5 cel/ml y finalmente el
cultivo masivo de 1 tonelada empezando con 12.5 x10'5 cel/ml con tres dias de cultivo

con la densidad celular de 20 x10'5 cel/ml.

Curva de crecimiento de Dunaliella spp. 250 ml

Curva de crecmiento 250 ml Dunaliella spp.

43.5

ce/ml 1075
= N NN W
U O U1 O

10

0 2 4 6 8 10 12

Dias de cultivo
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Curva De Crecimemiento Dunaliella spp.

N w B wn D
o o o o o

CEL /ML 1075

=
o

DIA 1 DIA2 DIA3 DIA4 DIA5DIA 1DIA2 DIA3 DIA1 DIA2 DIAS3

2 LITROS CARBOYS 50 L 1 TON
DIAS DE REPIQUE DE MICROALGA DUNALLIELLA

Grafica 1y 2. Curva de crecimiento Para el cultivo de microalga Dunaliella spp. se utilizo fiolas
de 250 ml y para cultivos masivos cultivos de 2 litros, en 2 carboys de 50 litros y posteriormente

los 1000 litros en tanques cilindricos.

Fuente: Elaboracién propia.

6.7 Carotenos producidos por microorganismos

Los carotenos se presentan en diferente coloracién como amarrillo, roja y naranja
dado estas caracteristicas dentro de campo acuicola son utilizados para subministrar en
sus dietas a crustaceos y peces, debido a los compuestos polienos, miscibles en lipidos y

solubilizantes organicos.

6.8 Caracteristicas de Dunaliella spp. estresada para la produccion de

carotenos
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El género Dunaliella ha surgido como uno de los principales productores de
carotenos de origen natural, reconocido en diversas industrias alimenticias y medicinales

(Gomez, 1997), (Hernandez et al., 1999).

Una caracteristica clave de este género es su capacidad para acumular 3-caroteno,
como respuesta fisioldgica a condiciones estresantes durante su cultivo (Romero et al.,
2008). Estos factores de estrés incluyen el aumento de la salinidad, la temperatura y la
limitacion de nutrientes (Guevara et al., 2005). A pesar de la abundante informacion
disponible sobre la produccion de -caroteno, se sabe poco sobre la obtencion de otros
carotenoides igualmente importantes comercialmente, como antioxidantes expresados en
microorganismos, que poseen propiedades bioactivas (Lépez-Elias, 2013) (Gutiérrez,

1996). Como se puede observar en la Figura 3 los cambios morfoldgicos y de coloracion de las

especies de Dunaliella.

Dunaliclia saling A9

Dunalivila bardawil

Figura 3: Cambios morfoldgicos de especies de Dunaliella bajo condiciones

estresantes.

Fuente: Algae, 1644

6.9 Pigmentos totales
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Los pigmentos naturales son biomoléculas presentes en la biomasa de microalgas,
entre los que se encuentran carotenoides, ficobilinas y clorofilas, astaxantinas las cuales
pueden corresponder hasta con el 0.50 % a 1.50% del peso seco de la biomasa, los
pigmentos con mayor importancia a nivel de investigacién son los carotenos, debido a los

atomos de carbono que la conforman (Garcia & Pastuzo, 2016).

La influencia de la variabilidad de condiciones de los cultivos de la microalga
Dunaliella para la produccion de pigmentos consisten en el aumento a condiciones
extremas de salinidad, temperatura y limitacion de la absorcion de nutrientes (Yépez &

Morales, 1998), (Gomez & Gonzélez, 2005).

Salinidad

Los cambios de salinidad provocan estreses osmoticos, puede dificultar los
procesos de fotosintesis en | celular, esta dificultad para realizar la fotosintesis disminuye
la capacidad de crecimiento. Varias investigaciones han descrito que varias cepas de la
microalga Dunaliella spp. al incrementar las salinidades expresa mayor cantidad de

carotenos (Zepeda, 2017).

Temperatura

La temperatura influye en la fotosintesis de las microalgas, puede afectar la
produccion de pigmentos, como mencionan la informacion cientifica de varios autores
que la temperatura de 18 a 35 ° aumenta los niveles de carotenos, sin embargo, a
temperaturas mucho mas altos como los 40 °C estimulan la carotenogenesis (Zepeda,

2017).
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6.10 Carotenos aplicados en la acuicultura

Se han utilizados las microalgas de diferentes formas en harina, vivas, congelada
y procesadas para diferentes crustaceo y peces, debido a sus componentes nutricionales
lo cual las hace atractivas en este campo principalmente por los pigmentos que producen,

vitaminas astaxantinas, acidos grasos polisaturados y minerales.

Dentro de la acuicultura se la aplicado viva, pero porque potencializada es decir
con dias de estrés aplicando a alimentado a larvas de camar6n, en la presente
investigacion se estresara las microalgas por cinco dias con parametros de salinidad a 35

%o y temperatura solar.

6.11 DESCRIPCION DE LARVAS DE CAMARON Litopenaeus vannamei

6.11.1 Descripcién del sistema de cultivo intensivo

Las fases larvarias en un sistema de produccion empiezan con los estadios y
subestadios, en consideracidn de los parametros fisicos y quimicos de agua y las técnicas
aplicada, las importante es la temperatura controlada en las cuales se aplican revisiones
frecuentes en el desarrollo larvario en relacion con los cambios morfoldgicos de
organismos , su alimentacion principal se basa en fitoplancton las cepas de microalgas
aptas para la acuicultura en base a sus requerimientos nutricionales, artemia comercial,

balanceado comercial y probioticos (AQUALAB S.A, 1998).

Los laboratorios de larvas de camardn suelen utilizar sistemas de acuicultura
intensiva para criar y cultivar las larvas de camaron en condiciones controladas. Estos
sistemas pueden variar en disefio y complejidad, pero generalmente incluyen los
siguientes componentes (ver figura 4):
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Figura 4. Esquema del sistema de cultivo de 1 tonelada a) lineas de aireacion b) lineas

de calefaccion.

Fuente: Elaboracion propia.

6.11.2 Caracteristicas de los estadios larvarios

Aproximadamente tienen una duracion cercana a las 3 a 4 semanas dependiendo
de las especies y condiciones de los cultivos, esto es fundamental para los cambios en su
morfologia externa e interna como hepatopancreas, rostrum, antenas y anténula, en la
etapa de nauplio nadan por medio del movimiento de los tres pares de apéndices parecido
a un remo produciendo movimiento en forma de zig-zag tienen fototropicos y nadan en
direccion de la luz; en la etapa zoea (nado hacia al frente), logran nadar con la primera 'y
segunda antena, como en la etapa naupliar, con la ayuda de los desarrollados primero y
segundo maxilipedos; se evidencia durante la etapa mysis (nado hacia atras), antena
reducidas y nadar se vuelve una funcion del pereiépodo, con ciertaayuda de los tres pares
de maxilipedos, la forma del cuerpo es encorvado, con la cabeza hacia abajo; en esta etapa

no son atraidos por la luz (Martinez, 2018); citado por (Cabrera & Lara, 2015).
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6.11.2.1 Estadios Larvarios

Nauplio V: Esta fase la longitud es de 0.5 mm de promedio, dentro de las
caracteristicas principales es que tiene fototactismo positivo, cuerpo mas o menos
aplanada, estructuras hinchadas semejante a perillas presentes en las bases de las
mandibulas, 6rganos presentes no visibles, su alimentacion constituye a reservas vitelinas

(ver figura 5).

Figura 5. Observacién de Nauplio V en el microscopio.

Fuente: Fatima Quimi.

Zoea 1: Seguido de la fase naupliar, se presenta el estadio de zoea se subdivide
en tres subestadios, donde se visualiza en cefalotérax y abdomen, su longitud del cuerpo
0.86 a 1.3 mm., cuerpo aplanado, ojos sésiles presentes, primer y segundo maxilipedos

funcionales, proceso en desarrollo furcal y sistema digestivo visible (ver figura 6).
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Figura 6. Observacion de Zoea 1 en el microscopio.

Fuente: Fatima Quimi.
Zoea 2: Una de las caracteristicas visibles en este estadio es longitud del cuerpo
1.3 - 2.mm, ojos pedunculados presentes, rostrum y espinas supraorbitales desarrollado,

segmentacion abdominal aparente (ver figura 7).

Figura 7. Observacion de Zoea 2 en el microscopio.

Fuente: Fatima Quimi.
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Zoea 3: En estos subestadios la longitud del cuerpo 2.14 - 2.5 mm, segmentacion
abdominal marcada; espinas dorsales y laterales estan presentes en la mayoria de
metameros. Los urépodos no estdn completamente desarrollados. Presencia de las quelas

en el tercer maxilipedo (ver figura 8).

Figura 8. Observacion de Zoea 3 en el microscopio

Fuente: Fatima Quimi

Mysis 1: Esta tercera fase también tiene 3 subestadios, cada uno de ellos con un
promedio de duracion de 28 a 36 horas, presentan fase carnivora, su morfologia la
longitud del cuerpo es de (2.5 — 3 mm). Cuerpo tipico desarrollado en forma de camardn,
pereiépodos bien desarrollados, primera y segunda antenas reducidas, urépodos
desarrollados, presentes vestigios del pledpodo principal, su nado es hacia atrds con

pequerios saltos, su cabeza es ancha (ver figura 9).
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Figura 9. Observacion de Mysis 1 en el microscopio.

Fuente: Fatima Quimi

Mysis 2: Longitud de cuerpo (3- 3.50 mm), presentes los vestigios de pledépodos
no segmentados, presencia del telson, su alimentacion dentro de los cultivos es

suplementada por otro tamarfio de alimento balanceado (ver figura 10).

Figura 10. Observacion de Mysis 2 en el microscopio
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Fuente: Fatima Quimi

Mysis 3: Longitud de cuerpo (3.70 — 4 mm). pledpodos segmentados

desarrollados (ver figura 11).

Figura 11. Observacion de Mysis 3 en el microscopio
Fuente: Fatima Quimi

Post-larva: Al complementarse la formacion de los periopodos pasan a la fase de
pre-juvenil, donde la morfologia se asemeja a la de un adulto, su nado vuelve hacia
adelante, comuna cabeza mas ancha que la mysis 3, su dieta es completamente seca de
balanceado, la longitud de cuerpo (3.70 - 4.52 mm), pledpodos segmentados desarrollados

(ver figura 12).
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Figura 12. Observacion de Post-larva en el microscopio.

Fuente: Fatima Quimi.

6.11.3 DESCRIPCION DE DIETAS DE LOS ESTADIOS

ALIMENTACION

La alimentaciéon representa un aspecto crucial para las larvas de camardn
Litopenaeus vannamei, ya que los tipos de alimentos seleccionados influyen directamente
en su calidad, lo que a su vez impacta en su desarrollo y supervivencia. La eleccién de la
dieta puede variar segun el protocolo o la técnica aplicada en la produccidn, lo cual puede

determinar el éxito o el fracaso del cultivo (Arellano, 1993; Skretting, 2018).
Célculo de la Biomasa
Para el calculo de la Biomasa se utiliza la siguiente formula:
B = PxNt
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B= Biomasa

P= peso promedio

Nt= ndmero de individuos actuales

Conversion alimenticia

Se define como la cantidad de alimento subministrados en gramos para obtener un
gramo de organismo. Es una medida del peso del alimento abastecido en kg por la

biomasa existente.

TCA = peso de alimento subminitrados (g)/ Biomoasa (g)

6.11.4 DATOS REFERENCIAL.:

Dieta liquida: Dentro del laboratorio de larvas de camaro6n la dieta liquida se
agrega en baldes, por millon de nauplio 2 g se disuelve en agua, la suministracion variara
del técnico. Por lo general sus particulas micro encapsuladas tienen una consistencia
suave y humedecida, facilitando filtracion, se utiliz6 los alimentos como Royal seafood,
HGS-7 y Biomin Aquuaestar, Zeolita, Shrimp Lyte (Prokura), y vitamina C (Gonzélez,
2022). Ver tablas referenciales en anexos, se calcul6 de acuerdo a la tabla de alimentacion

de la laboratorio y referencias del empaque de cada alimento.

Dieta seca: Se alimenta la larva con dieta seca, en la que se incluyen alimentos en
polvo y granulos por lo general suelen contener combinaciones de nutrientes esenciales
vitaminas entre otros, su aplicacion depende del estadio y la cantidad de siembra se
empieza con 5 gr por millon encada tanque, las dietas comerciales, se disuelven en agua
y se procede a alimentar a los tanques cada 4 horas para las dosis en polvo o secos Royal

sea food 5- 50 micras (Ver tabla en anexos 11 pag 83).
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Dieta viva: La dieta viva para las larvas en los primeros estadios larvarios consiste
principalmente en algas, que son la principal fuente de alimentacién desde que llegan los
nauplios hasta alcanzar la etapa de PL 1 (Brito et al., 2006). Los autores cuantificaron las

microalgas Thalassiosira. y Dunaliella spp. mediante una formula especifica:

Cantidad deseada%ell x volumen de tanque

Cantidad total microalgas cel/ml

Esta formula proporciona un valor en litros, mismo que sirve para aplicar en 1

dando un promedio de la dosificacion es sus estadios larvarios de:

o Zoea 1y 2=150,000 cel/ ml
° Zoea 3 = 60,000 cel/ml
° Mysis 1, 2,y 3 =10,000 cel/ml

° Post- larva 1 = 10,000 cel/ml

La microalga Dunaliella spp. se aplicé por duplicado para mantener la densidad
celular durante todos los dias de cada experimentacion, Thalassiosira se aplico tres veces
durante toda la experimentacion una solo vez al dia debido a que esta microalga se replica
muy rapido, se establecié el método de ampliacién entre la microalga clorofita y la
diatomea para mantener las densidades celulares de las dos microalgas (ver en anexos

tablas generales pag.101).

6.11.5 VARIABLES QUIMICAS

6.11.5.1 pH (potencial de hidrogeno):

Es la concentracion de iones hidrogeno de una solucion, este parametro indica el

grado de acidez, si el agua esta acida o basica, en la acuicultura es el consumo de CO2 el
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proceso de fotosintesis que conduce a un aumento de pH y la produccion de CO2 con la
respiracion conduce a una baja del pH. Los valores oscilan de 6,5 hasta 9 en el agua, es
considerada como buena para el cultivo de camarones. Si el pH es inferior a 5 todo el
tiempo, generalmente el agua tendra acido sulfarico elevado y sera nocivo para larvas de
camarones, si esto sucede habra que hacer un tratamiento recomendado la aplicacién de

cal. Para la medicion de pH se utilizé test y kit por colorimetria (FAO, 2018).
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Figura 13. pH en larvas de camardn en los 6 bioensayos realizados

Fuente: Elaboracion propia

6.11.5.2 Oxigeno Disuelto (OD):

El oxigeno disuelto (OD) en los tanques de larvas es la cantidad oxigeno medida
en la columna de agua, para larvas de camardn las concentraciones de oxigeno en los
tanques de larvicultura son de 3 a 5 mg/l, aunque pueden variar las concentraciones de
oxigeno de 5a 12 mg/l son las mas recomendadas, la disminucion de oxigeno se por la
presencia de bacterias oportunistas y gran cantidad de microalgas, es fundamental
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mantener adecuados los niveles de oxigeno ya que favorecen el crecimiento y viabilidad
larvas, para medir este parametros se utilizo el equipo DO91900, agitando la sonda para

medir la cantidad de oxigeno disuelto (Lema,2023).

Entre los rangos del oxigeno en por corrida se mantuvieron, con pocas variaciones
en la corrida 3 en el tratamiento de Dunaliella 5.8 mg/l asi mismo, se elevo el oxigeno en
la corrida 4 a 7 mg/l, demostrado que en las demas corridas y tratamientos se mantuvieron

en los rangos de 6.2 -6,8 mg/l proporcionalmente (Grafico 14).

OXIGENO mg/L
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6.6

6.4

6.2
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Figura 14. OD (mg/l) en larvas de camarén en los 6 bioensayos realizados

Fuente: Elaboracion propia

6.11.5.3 Amonio NH4:

El amonio es una de los factores limitantes mas importantes en los sistemas de

cultivo intensivo de camarén esto se debe a la acumulacion de desechos toxicos
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nitrogenados. Dado los compuestos de amonio es el mas toxico en comparacion al nitrito
y nitrato, el amonio esta presente en formas ionizadas (NH4) y en forma no ionizada
(NH3), el aumento de amonio se relaciona con exceso de alimentacion en los tanques de
larvas de camaron, por ellos se debe controlar los suministros de las dietas aplicadas. Se

utilizo el equipo YSI 9300 - KIT para determinar el amonio (Cobo., et al 2014).

Se presenta en la Figura 15 la concertacion de amonio promediadas de todos los
bioensayos por corridas donde en la corrida 2 se observan 0.6 mg/l en los 4 tratamientos,

manteniendo rango de 0.3 a 0.4 mg/l de amonio en las demas corridas experimentales.

NH4

Valores en mg/L

Figura 15. NH4 (mg/l) en larvas de camar6n en los 6 bioensayos realizados

Fuente: Elaboracién propia

6.11.6 VARIABLES FISICAS
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6.11.6.1 Salinidad:

La salinidad, medida en g/kg %o, representa la cantidad total de materia sélida
disuelta en un litro de agua de mar. La interaccion ionica en el agua de mar determina su
conductividad eléctrica, siendo mayor la conductividad a mayor salinidad. Por lo general,
el agua de mar tiene una salinidad de 35 ppm, pero en los laboratorios de larvas se maneja
una salinidad que va desde 30 ppm en los estadios de siembra hasta 25 ppm en el estadio
de post-larva. La medicién de la salinidad se realiz6 con un refractdmetro con
compensacion de temperatura automatica y se ajusté diariamente con agua salobre desde
el estadio de nauplio V hasta el de postlarva I. Los registros de este parametro en todos

los bioensayos muestran una salinidad promedio de 26 a 28 %eo.

Como se puede observar en la Grafica 16, se registraron ligeras variaciones,
excepto en la corrida 1 donde la salinidad promedio fue de 26.15 %o, mientras que en las

demas corridas experimentales se mantuvo en 28 %o.
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Figura 16. Salinidad (ppt) en larvas de camar6n en los 6 bioensayos realizados

Fuente: Elaboracion propia

6.11.6.2 Temperatura:

La temperatura para la especie Litopenaeus vannamei, requerida para su
desarrollo oscila entre 30- 34°C para los primeros estadios larvarios, si dentro del cultivo
existen baja temperatura de 25- 27 °C provoca retraso larval entre otros factores de mala
asimilacion de alimento. La temperatura es considerada uno de los parametros con mas
importancia en relacion a la calidad del agua, debido a que de este parametro depende los
cambios acerados o retardados de metamorfosis, a mayor temperatura cambios de estadio
a menor temperatura retraso larval. El registro de la temperatura se realizo con el
multiparametro digital DO91900, todos los dias durante la fase de experimentacion, se
introdujo la sonda para medir la temperatura con rangos 32°C y 34°C durante todas las

experimentaciones (Ver figura 17) (Lema,2023).
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Figura 17. Temperatura en larvas de camardn en los 6 bioensayos realizados

Fuente: Elaboracion propia

6.12 ANALISIS ESTADISTICOS

Se empleara la Prueba de Kruskal-Wallis para detectar posibles diferencias
significativas entre los tratamientos. La prueba U de Mann-Whitney sera utilizada para
comparar las medias de dos muestras provenientes de la misma poblacion, asi como para
determinar si las medias de dos muestras son iguales o diferentes. Ademas, se aplicara la
correlacion de Pearson para examinar la relacion entre el porcentaje de carotenos y la
temperatura. Para llevar a cabo el analisis estadistico descrito y evaluar las diferencias
significativas en cada uno de los tratamientos, se utilizo el programa Restudio en su ultima

version, PAST 4.09 y mintab.
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7. METODOLOGIA

7.1 Tipo de investigacion

La presente investigacion esta desarrollada con un método experimental aplicado
con enfoque cualitativo y cuantitativo, debido a que se registraran datos numéricos de
larvas de camardn L. vannamei y caracterizacion de asimilacion la microalga estresada 5
dias PM018 Dunaliella spp del laboratorio CIBPA en comparacion del control con la
microalga comercial Thalassiosira para larvas de camaron, se utilizaron 4 tanques
experimentales de 1 tonelada 2 repeticiones para cada microalga, se controld los

parametros fisicos y quimicos durante los 6 corridas de experimentacion.

Este trabajo se desarrollé con microalgas (PMO018), aislada desde la Peninsula de
Santa Elena, perteneciente al proyecto CUP: 91870000.0000.384095, que tiene el
permiso del Ministerio del Ambiente, Agua y Transicion Ecolégica (MAATE): codigo

MAATE-DBI-CM-2022-0264.

7.1.1 Metodologia experimental:

Esta investigacion es de enfoque experimental debido a que el investigador
manipula una 0 mas variables de estudio, para controlar el aumento o disminucion de esas
variables y su efecto en las conductas observadas. Dicho de otra forma, un experimento
consiste en hacer un cambio en el valor de una variable (variable independiente) y

observar su efecto en otra variable (variable dependiente).

El trabajo tiene dos fases de laboratorio la de produccion de microalga con 5 dias
de estrés en su cultivo masivo de 1 tonelada y la experimentacion aplicada a larvas de

camaron.
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7.2 FASE DE LABORATORIO PARA MICROALGAS.

7.2.1 Produccion de la Biomasa de Dunaliella spp

El cultivo de microalgas se realizd de manera secuencial, empleando el medio /2
de Guillard (1975) como medio de cultivo. Para obtener la biomasa de Dunaliella spp. el
proceso comenzd con cultivos pequefios se utilizé agua de mar estéril con una salinidad
de 35 %o y temperatura controlada de 20 °C, donde se inocul6 el agar en tubos de ensayo
de 10 ml, seguido de repiques a 250 ml y luego a 1.5 litros. Posteriormente, se paso a la
fase de cultivos masivos, aumentando gradualmente la cantidad de agua a 50 litros hasta
completar su tercer dia de fase exponencial y finalmente se paso al cultivo de 1 tonelada,
con su tercer dia de fase exponencial el cultivo paso a ser estresado por 5 dias a

temperatura ambiente y limitacion de nutrientes (ver figura 18) y (tabla 2).

b
C
i ERRE
Medio de cultivo agar l ' ' '
oo ensay Fiola 1.5 ml e
d
g
< tlenelnda
Cultivode 3 0 s
oon ok sk Cultivo de 50 litro Cultivo de 1 Tonelada
estrés

Figura 18. Fase de cultivo de microalga de Dunaliella spp en medio de cultivo Guillard f/2, se

fertilizo 1 ml de solucién 1, 2 'y 4 por litro de cultivo.

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 2. Calcular la Fase exponencial del crecimiento de la microalga Dunaliella spp para poder

cuantificar el nUmero de células/ml

Produccion de la Biomasa

a) Cepario — matrax 7 dias

b) Recipiente de 250 ml Duracion 11 dias — fase exponencial
c) Recipientede 1.5L 3 dias fase exponencial

d) Recipiente de 50 litros Se cultiva 3 dias

Temperatura controlada de 20°C
e) Recipiente de 1 tonelada (800L) Repique para estresar
Estrés para obtencién de carotenos: limitacion de nutrientes y temperatura ambiental
5 dias de estres
Fase de alimentacion 2.000.000 — 800.000 (cel/ ml)

Fuente; Elaboracion propia
La produccion de pigmentos o carotenoides en este estudio esta influenciada por
un factor ambiental como es la temperatura, disminucién de nutrientes (Meléndez-

Martinez et al.,2005).

7.2.2 Factor de estrés en cultivo masivo de 1 tonelada.

La temperatura ambiental y limitacion de nutrientes, manteniendo la salinidad de 35%o

en toda la produccion de microalgas desde los cultivos pequefios hasta masivos.

Temperatura solar ambiental: La temperatura ambiental es un factor crucial en el
cultivo de microalgas debido a que influyen significativamente en su crecimiento y
fotosintesis, inicialmente en los cultivos pequefios con temperatura controlada de 20 °C,
posteriormente en este estudio los cultivos masivos exteriores de 1 tonelada para la
produccion de carotenos se sometieron a estrés por 5 dias, alcanzando una temperatura

ambiental extrema a 40 °C con variabilidad ambiental en los demas dias de estrés de 30
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°C respectivamente, un factor crucial es la interaccién de luz — temperatura debido a que

la temperatura incrementa de manera equitativa con la intensidad luminica, este

parametro no dafia al cultivo por la capacidad y las condiciones extremas que puede

soportar la microalga (Guevara et al., 2016).

Limitacion de nutrientes: es un método empelado para la acumular de carotenos en la

microalga, implica restriccion de la disponibilidad de ciertos nutrientes esenciales, como

el medio de cultivo Guillard /2, en su respuesta a este déficit afecta en gran medida a la

fotosintesis (Garcia et al., 2020).

Tabla 3. Observaciones microscopicas y caracteristicas morfoldgicas de cada dia de estrés de la microalga Dunaliella

spp. con 5 dias de estrés

Dia DIA1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIAS
O_bserva
ciones
COLORACION | verde natural verde verde pélido verde semi amarillo
amarillento palido
CELULA. con flagelos y con flagelos y Algunas células pocas Muy poca
mucha movilidad movilidad con flagelos y poca | células con movilidad y
movilidad flagelos y sin flagelo
poca células anchas
movilidad
poca ancha
Fotografias
\\\* < @ -
(e
@ &

Fuente: Elaboracion propia
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Dias de estrés: Durante toda la experimentacion se considerd estresar los cultivos de
Dunaliella spp. por cinco dias debido a que la densidad celular bajaba gradualmente. Para
evitar problemas del cultivo se cubiertos con plastico; ademas, los cultivos estuvieron
expuestos a un fotoperiodo natural de 12 horas luz y 12 horas oscuridad con salinidad a

35 %o, se evidencia los cambios morfoldgicos celulares de las microalgas ver en (tabla 3).

Posteriormente al quinto dia de estrés se conservo las microalgas estresadas en con una

tele negra, para su posterior aplicacion a larvas de camaron durante 8 dias.

7.2.3 Protocolo para la obtencién de carotenos de Dunaliella spp.

Los porcentajes de carotenos se los midi6 en las unidades de mg/L de la cepa de
Dunaliella spp. Con absorbancia de clorofila a y b para determinar carotenos totales por

(Arredondo & Voltolina, 2017).

Férmula de clorofilas y carotenos.
Co =11.24A4616 — 2.04A6445 =
Cp = 20.134g445 — 42945616 =

10004479 — 1.9Ca — 63.14 Cb

x+c 214

Solvente acetona pura: 100%

7.2.3.1 Pasos para la extraccion de carotenos de microalgas utilizando acetona al
100%:

1. Preparacion de la muestra:

Se recolecto la biomasa de la microalga Dunaliella spp. en cada uno de los 5 dias

estrés, para la obtencion de la biomasa himeda, se utilizo la centrifuga HERMELE Z30,
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tubos falcon de 250 ml a 3500 rpm por 5 minutos, se repetia el proceso una vez mas, con

ayuda de mechero se pasaba los tubos falcon de 250 ml para secar la muestra.

Se peso exactamente 0.3 gramos de biomasa hiumeda de microalgas estresadas y
se las transfirié a un tubo de ensayo. Se Agrego 10 ml de acetona al 100% al tubo que

contiene las microalgas.

2. Extraccién:

Se mantuvo en reposo la muestra a 4°C durante 24 horas, en la oscuridad para permitir la

extraccion de los carotenos o pigmentos.

3. Homogeneizacion:

Transcurrido el periodo de reposo, se colocé la muestra para homogeneizarla con ayuda
de un vortex a una velocidad de 2500 rpm durante 3 minutos para asegurar una extraccién

eficiente de pigmentos.

4. Separacion del sobrenadante:

Se deja reposar la muestra por 30 minutos a temperatura de 4 °C en la oscuridad, para

separar el sobrenadante de los residuos celulares.

5. Enfriamiento:

Se transfirid el sobrenadante a un recipiente previamente enfriado con hielo para
mantener las condiciones Optimas y preservar la integridad y calidad de los compuestos

extraidos.

6. Segunda extraccion:

Sa afiadio 10 ml adicionales de acetona al 100% al residuo remanente y repitiendo el

proceso de homogeneizacion en el vortex a 2500 rpm durante 3 minutos. Se deja reposar
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por 15 minutos y posteriormente se transfiere el sobrenadante al mismo recipiente

enfriado con hielo.

7. Tercera extraccion:

Repetir el proceso de homogeneizacion con el vortex descrita anteriormente, pero esta

vez reducir el tiempo de reposo a 5 minutos para extraer cualquier caroteno sobrante

8. Volumen final:

Comprobo que el volumen total del sobrenadante en el recipiente sea
aproximadamente de 30 ml. En caso contrario, ajustar el volumen agregando acetona al

100% segun sea necesario para alcanzar la cantidad requerida.

9. Lectura de absorbancia (ABS):

Preparar un blanco utilizando en la celda de vidrio y colocar 2.5 ml de acetona al 100%.

Realizar las lecturas de absorbancia de las muestras utilizando 2.5 ml del sobrenadante
obtenido en el espectrofotometro UV- VIS GenesisTM model i5, utilizando la longitud

de onda especifica requerida para la deteccion de carotenos.

Posteriormente realizados los pasos, leer con absorbancia (ABS) de la formula que se
requiera. Relacionado asi la densidad Optica, se medira la densidad a una longitud de onda
de 661.6 ,644.8 ,470 nm. La cual se expresara por su espectro de absorcion que indica el

grado de absorbancia o colorimetria contiene la especie de Dunaliella spp.

Los carotenos en general han sido ampliamente utilizados para diversos beneficios en la
acuicultura por sus pigmentos naturales y funciones antioxidantes, las celulas de la

microalga Dunaliella spp. enriquecidas con caroteno con limitacion de nutrientes
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disminuyen su actividad fotosintética y por lo consiguiente el exceso de irradiacion causa

dafo celular aumentando su tamario y produciendo caroteno como posible fotoprotector.

Los Beta -carotenos es el tipico caroteno de las microalgas presupuestan 1% de biomasa
seca, aunque en condiciones de estrés como es el caso de Dunaliella spp. que puede llegar

hasta 10% de su biomasa celular (Jin & Polle, 2009).

7.3 FASE DE LABORATORIO DE LARVAS DE CAMARON

El laboratorio de larvas Santa Maria el cual esta ubicado en la calle principal de la
comunidad de Palmar, cuyas coordenadas geograficas son 2°01'15.2"S 80°43'31.6"W.
Dedicado a la exportacion de larvas de camaron blanco Litopenaeus vannamei (ver en la

figura 4).

Figura 19. Mapa de Santa Elena y Laboratorio de larvas Santa Maria

Fuente: Extraido de Google Maps, 2023

Larvas de camaron Litopenaeus vannamei se sembraron en 4 tanques experimentales cada
tanque tiene la capacidad de 1 tonelada. Esta fase se llevo a cabo en 6 meses de
experimentacion hasta completar 6 corridas, se considero el tiempo del desarrollo larvario

de 8 dias de Nauplio V y Post- larval.

El disefio de la investigacion consiste en la fase de laboratorio por medio de

observacion microscopica de los estadios larvarios de Litopenaeus vannamei en cual se
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tomo un factor muy importante para el crecimiento la aplicacion de microalgas Dunaliella
spp con estrés por 5 dias y control Thalassiosira junto las dietas comerciales y parametros

fisicos quimicos (pH, amonio, temperatura, salinidad y oxigeno) ver tabla en anexos.

Se recopilo toda la informacion en una ficha de campo (ver en anexos) en el cual
se registrd la dosificacion de las dietas liquida, solida y viva, desde el estadio de Nauplio
V hasta Post-larva 1, se visualiz6 el tracto digestivo para asimilacion del alga por medio

de coloracion.

7.3.1 DISENO DEL ESTUDIO

Este estudio se basa en la experimentacion de aplicar la microalga Dunaliella spp
en condiciones de estres, a tanques de cultivos de larvas de camarédn de 1 tonelada, los
disefios experimentales se los realizo por duplicado, es decir 8 dias por en 6 corridas
experimentales mensuales, mediante la aplicacion de técnicas estadisticas y analisis no

paramétricos de los organismos (ver figura 5).
Experimentacion en laboratorio

D1: Control + Dunaliella spp + dietas comerciales

D2: Replica del control + Dunaliella spp + dietas comerciales

T1: Control + Alga comercial (Thalassiosira) + dietas comerciales

T2: Replica del Control + Alga comercial (Thalassiosira) + dietas comerciales
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Parametros en consideracion temperatura y, salinidad

e E = =
o
- . -

Figura 20. Disefio experimental figura a) tanques de 1 tonelada cepa de origen natural
Dunaliella spp (2 réplicas) (2 réplicas) b) tanques de 1 tonelada (2 réplicas) alga
comercial (Thalassiosira);

Fuente: elaboracion propia

Analisis. Se reemplazo la microalga comercial y se utilizé de la microalga Dunaliella
spp. obtenida la biomasa en el laboratorio CIBPA. Por medio de las propiedades que

contienen obtencidn de carotenos a base de estrés luminico solar y salinidad normal.

7.3.2 DESCRIPCION DE LOS ESTADIOS LARVARIOS: NAUPLIOV A

POST- LARVA 1.

Se trabajo con 90 larvas por litro de agua, considerando que el volumen de agua sea 800

litros a 1 tonelada, con volumen de siembra de 90.000 larvas de Litopenaeus vannamei.

7.3.3 INDICE DE DESARROLLO LARVARIO

Metodologia de (Godinez et al., 2005) Modificado por (Bermudes-Lizarraga et
al., 2017). La evaluacién de IDL es cada 24 horas: con la revision microscopica de la
muestra de 15- 20 larvas tanque experimental con el tratamiento y control que se revisaron
in vivo en un microscopio para determinar la etapa del desarrollo, las muestras no se
devolvieron a los tanques por lo cual la cantidad de organismos disminuyo. El IDL se

calculo con la ecuacion: ID = (3ini )/N, donde i es el valor asignado a cada fase de
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desarrollo larval (nauplio V=0; zoea I-1ll: 1-3; mysis I-111: 4-6; PL1=7), ni es la cantidad

de larvas de laetapa i, y N es la cantidad total de organismos analizados en la muestra.

Tabla 4. Valores asignados en cada fase del desarrollo larval

ESTADIO VALOR ASIGNADO A | DESCRIPCION
LARVARIO CADA FASE DE
DESARROLLO LARVAL
NV 0 ID = (Qini)/N
Z1 1 ni es la cantidad de larvas de la etapa i
Z2 2 N es la cantidad total de organismos
Z3 3 analizados en la muestra (3).
M1 4 i es el valor asignado a cada fase de
M2 5 desarrollo larval (nauplio VV=0; zoea I-1II:
M3 6 1-3; mysis I-111: 4-6; PL1=7).
PL1 7

Fuente: Bermudes-Lizérraga (2017)

En base a este indice, se evalué el desarrollo o metamorfosis de las larvas durante
su crecimiento, es decir, se empled para determinar si alguno de los ensayos alimenticios
a acelera o retarda el cambio de un estadio a otro durante el desarrollo larvario del

camaron (Godinez et al., 2005).

7.3.4 METODO PARA OBSERVACIONES MICROSCOPICAS:

Se tomaron 4 muestras (250 ml cada una) en distintos puntos de los tanques, procediendo
a las revisiones de cada uno de los estadios. De acuerdo con la metodologia de (FAO
,2018), citado por (Skretting, 2018), para los criterios de observacion y estimacion del
contenido intestinal se lo clasifico como vacios (Blancos - amarillento 50%), moderado

(café claro 60- 70 %) y llenos (amarillo 100%).
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VACIO SEMI-LLENO LLENO

Figura 21. Observaciones microscépicas

Fuente: Elaboracion propia

7.3.5 MEDICION DE LONGITUD TOTAL DE L. vannamei

Para el inicio y al final de la fase experimental las larvas de camaron, se midio la
longitud total y el ancho, se tomd una muestra representativa de organismos de cada
tratamiento o grupo experimental, se las fijo con lugol acidificado para conservarlas las
estructuras y evitar descomposicion (Moreno, 2008).

Se utilizo un recipiente de 150 ml el cual se pas6é por todo el tanque de una
tonelada para extraer 15 a 20 larvas de camardn y poder realizar la medicion de la talla.

Tabla 5 Mediciones de larvas de camardn en los estadios de nauplio hasta post-larva.

Nauplio Zoea 1 — Post larva | Zoea 2, Zoea 3, Mysis 1, Mysis

2, Mysis 3 y post larva

3delatarde | 4 am. Después de 24 horas

Fuente: Elaboracion propia
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El desarrollo larvario se evalué mediante observacidén microscopica, lo longitud total de
la larva se midié con un binocular objetivo micrometro desde la punta del rostro hasta el
final de la cola (longitud total) (Jamali et al., 2015), con hojas de papel milimétrico para
referenciar las medidas en mm (milimetros), con programa Windows Download ImageJ

bundled with 64-bit Java 8. Instructions, visualizados en el estereoscopio (ver en tabla 5).

Tabla 6 Mediciones de larvas de camarén

Estadios LONGITUD (mm)
NV 0.5

Z1 0.8-1

Z2 1.13-2

Z3 1.80-2.7

M1 2.6-3.5

M2 3.02-4

M3 3.5-4

PL1 4-55

Fuente: (FAO, 2018)
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Figura 22 Programa Windows Download ImageJ bundled with 64-bit Java 8. Instructions

a. longitud total para programar: b. longitud media requerida y c. objetivo micrometro.

Fuente: Elaboracion propia

En esta aplicacion calculo la longitud en milimetros segin rangos descritos

bibliograficamente, con ayuda de micrometro de escalas de (0-100), se lo calibro y para

1.37mm demicrémetro(x)
100

obtener la medida en mm se multiplico por = 0.014mm , para obtener la

longitud de tramo medido segun las escalas contadas.

7.3.6 Protocolo para carotenos de larva de camarén y artemia

Para establecer el protocolo de carotenos en larvas, se siguid los pasos indicados
por (Millan et al.2023) con modificaciones, basado en la metodologia de (Lichtenthaler

& Wellburn, 1983).

Para la obtencion de carotenos se trituraron muestras de larvas de camaron en el
estadio de pll, con 3 gramos de larvas se obtuvieron 0,3 gramos biomasa que
posteriormente se aplico acetona al 100% en un bafio de hielo en la oscuridad y se dejaron
reposar durante 24 h en refrigeracion a 4 °C. El sobrenadante se recuperé por
centrifugacion a 3,220 rpm durante 15 min a 4 °C. Posteriormente, se realizd una doble
extraccion del precipitado y se mezclaron los sobrenadantes resultantes. Luego, se utilizo
una celda de cuarzo para leer las muestras en el espectrofotémetro a 661.6 nm (clorofila
a) ,644.8 nm (clorofila b) y 470 nm (carotenoides totales). Las concentraciones de estos

pigmentos se presentan en mg/L.
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Analisis estadisticos

La informacion obtenida de todos los bioensayos realizados se registro y tabulo en hojas
de célculo de Microsoft Excel, luego se procedié a comprobar las diferencias
significativas mediante la prueba no paramétrica anova de una via y prueba de Levene,
Kruskall-Wallis (p > 005) y Mann Whitney para comparar las medias de las muestras en

el programa estadistico de R-estudio y Past 4.03.
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8. RESULTADOS

e Cuantificacion de carotenos de Dunaliella spp.

Se registro el porcentaje de carotenos de la microalga Dunaliella spp. en diferentes
bioensayos, se determind la concentracion méaxima de carotenos alcanzada desde el
primer dia al quinto dia estrés del cultivo masivo de una tonelada, se obtuvieron los
siguientes resultados: bioensayo 1 la temperatura varia entre 32 'y 35 °C con de carotenos
en 0.58 a 2.17 mg/I observando un incremento progresivo con el tiempo, bioensayo 2 la
temperatura se mantuvo constante en 30 °C excepto el dia 3 (35°C) con 0.83 a 1.83 mg/I
de carotenos se observé un incremento menos pronunciado que el bioensayo 1, bioensayo
3 la temperatura varia entre 32 a 38 °C con 0.73 a 2.79 mg/l se presentd variabilidad en
la temperatura e aumento de la concentracion de carotenos, bioensayo 4 la temperatura
de 33 a 40 °C la concentracion de carotenos de 1.12 a 4.03 mg /I se observé un aumento
de carotenos en los ultimos dias, bioensayo 5 la temperatura va desde 34 a 40 °C con
1.30 a 4.78 mg/l de concentracion de carotenos coincidiendo con los valores de
temperaturas, y, por ultimo el bioensayo 6 con temperatura de 32a 38 °C con 0.43a2.22
mg/l observando moderado incremento de concentracion de carotenos, indicando que la
produccion de carotenos se ve influencia por el tiempo y positivamente por la altas

temperaturas ambientales (tabla 7 y Grafica 3).

Tabla 7 Bioensayos realizados segun la temperatura y concentracién de caroteno obtenidos dentro
de los 5 dias de experimentacion siendo Temperatura (T) y Carotenos (C), media (x) y desviacion
estandar (S)
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Caroteno Dunaliella T C
. . Temperatura
Bioensayo Dia [°C] spp
[mg/L]
Dia1 35 0,58 S:1.244 | S:0.6048
Dia 2 34 1,09
1 Dia3 32 1.39 %:341 %:1.39
Dia 4 34,5 1,72
Dia5 35 2,17
Dia 1 30 0,83 S: St
2.236068 | 0.4088643
Dia 2 30 0,84
2 Dia 3 35 1,06 x31 X114
Dia 4 30 1,15
Dia5 30 1,83
Dia 1 33,5 0,73 S: St
2.302173 | 0.826662
Dia 2 35 0,96
3 Dia 3 38 1,06 X349 X133
Dia 4 36 1,15
Dia5 32 2,79
Dia 1 34 1,12 S: S
2774887 | 1.10025
Dia 2 33 173 % 35.8
4 Dia 3 35 1,89 X211
Dia 4 37 2,08
Dia5 40 4,03
Dia 1 34 1,30 S: St
2.774887 | 1.565385
Dia 2 35 1,69
5 Dia 3 37 3,73 X372 X315
Dia 4 40 4,27
Dia5 40 4,78
Dia 1 38 0,43 S St
2.302173 | 0.6841564
Dia 2 35 0,79
6 Dia 3 32 1,14 X344 X120
Dia 4 34 1,46
Dia5 33 2,22

Fuente: Elaboracion propia

La grafica proporcionada muestra la relacion entre la temperatura y el contenido

de carotenos en el cultivo masivo de 1 tonelada en 5 dias de estrés en varios bioensayos,

los rangos de la temperatura desde 30y 40 ° C, se representa con colores distintos cada

bioensayo, se observé que la respuesta de las microalgas al contenido de carotenos varia

entre los diferentes bioensayos, los bioensayos 4 y 5 muestras una clara tendencia de
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aumento de carotenos con el incremento de temperatura sugiriendo la alta tolerancia de
adaptacion de la microalga Dunaliella spp. Seguido de los bioensayos 1, 2,3 y 6 que

mantuvieron rangos similares de temperatura con un leve incremento de carotenos al

transcurrir de los dias.

4- i BIOENSAYO
1
Do 34 o 2
c ™
() 3
5 ‘ i
(1] —& 4
O 2- ; —
2
5 6
1- | g " ———
30.0 325 35.0 375 40.0
Temperatura

Grafica 3 Concentracion de caroteno VS temperatura cada bioensayo realizado

Fuente: Elaboracion propia

En la (Gréafica 4) Segun el analisis de correlacion de Pearson con un intervalo de
confianza del 95% realizado mediante R, se encontré que las variables "temperatura” y
"concentracion de caroteno” presentan una correlacion significativa (valor p = 0.00181)

(Gréfica 4, Anexo ).
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Caroteno

30.0 325 35.0 s 400
Temperatura

Grafica 4. Correlacion de caroteno y temperatura segun los dias de experimentacion y
bioensayos.

Fuente: Elaboracion propia

Por consiguiente, en la Gréafica 5 se traz6 una linea de tendencia para mostrar el
porcentaje de carotenos en relacion con los dias de estres, con un coeficiente de
determinacion (R-cuadrado) del 39.7%. Los datos indican que a medida que transcurren
los dias de experimentacion, aumenta la concentracion de caroteno, esto se debe a variable
de temperatura de cada bioensayo. Por ejemplo, en los Bioensayos 4 y 5, en el quinto dia
de estrés, los valores de carotenoides fueron de 4.03 y 4.78 mg/l, respectivamente, en los

datos obtenidos de la microalga estudiada.
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Grafica de linea ajustada
caroteno = 0,2147 + 0,5060 dia

5 4,78 s 0,874484
o R-cuad. 41,8%
4,24 R-cuad.(ajustado) 39,7%
[ ] 4,03
&t 3,73 e
[ ]
3 2,79

caroteno

1 2 3 4 5
dia
Grafica 5. Linea ajustada de caroteno segun los dias de experimentacion y bioensayos

Fuente: Elaboracion propia

e Relacion de desarrollo larval de Litopenaeus vannamei de nauplio V a Post
larva.

Segun los datos obtenidos en la Gréfica 6, se observaron curvas correspondientes
al indice de desarrollo larval del camardn, sometidos al control (Thalassiosira-T1y T2)
y al tratamiento (Dunaliella spp. - D1y D2) de microalgas. Se observo que los cambios
morfoldgicos en Litopenaeus vannamei no difieren significativamente entre Thalassiosira
y Dunaliella spp, ya que las medias promediadas de los estadios larvales para cada
tratamiento (D1 = 3.28124, D2 = 3.31588, T1 = 3.27504, T2 = 3.29667) y las medianas
(D1 =3,D2=3.033, T1 =3.13, T2 = 3.25) son similares. Se calcul6 el valor del indice
de desarrollo larval final promedio de todos los bioensayos, dando como resultado 6.78

para Dunaliella spp y 6.91 para Thalassiosira (Gréfica 7).

La prueba de Kruskal-Wallis no mostrd diferencias significativas entre las

repeticiones de cada microalga (valor p = 0.8009), y la prueba de Mann-Whitney
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determind que no hubo diferencias notables entre las especies ni por el nimero de

bioensayos realizados (W = 47925.3, valor p = 0.8826) (Anexo Il). Esto evidencié que

tanto el control como el tratamiento con las diferentes microalgas no influyeron de manera

significativa en el desarrollo larval del camardn. (Anexo 1)
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Grafica 6. Indice de desarrollo larval de Thalassiosira (T)y Dunaliella spp (D) en seis
bioensayos diferentes siendo asi su IDL final de cada los bioensayos realizados Bioensayo
1D:7-T7,;Bioensayo 2 D: 6,50 - T 7; Bioensayo 3 D:7 - T: 7, Bioensayo 4: D;6.20 - T
:7; Bioensayo 5 D: 7 - T;7 y Bioensayo 6 D:7 — T: 6.5.

Fuente: Elaboracion propia
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Grafica 7. Relacion del indice de desarrollo larval y las corridas de las microalgas en la

experimentacion.

La Grafica 8a y 8b representa el promedio de supervivencia de cada estadio de
Litopenaeus vannamei y la concentracion de células de cada especie de microalga. Se
observo que el numero de células/ml de las microalgas Dunaliella spp fue de 64,415; Z =
49,550; M = 43,639; PL = 37,892, y se aplicd por duplicado para mantener la densidad
celular. Para Thalassiosira, los valores fueron NV = 59,200; Z = 51,792; M = 43,417; PL
= 36,983. En relacién con los porcentajes de supervivencia promedio de cada uno de los
bioensayos, Dunaliella spp presentd un 100% en el estadio N, 97.17% en Z, 95.75% en
My 93.042% en PL, mientras que para Thalassiosira, los valores fueron de 100% en NV,
96.833% en Z, 94.917% en M y 92.25% en PL. Ademas, se detallan los valores de la
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concentracion celular de los 6 bioensayos realizados en cada uno de los estadios en la

tabla 9 y la supervivencia en el estadio de post-larva en la tabla 8.

Tabla 7. Detalles de la supervivencia de post-larva en cada uno de los bioensayos.

Tabla de Supervivencia de Estadios de Post-larva

D1 D2 T1 T2
Bioensayo 1 94 94 93 93
Bioensayo 2 92 93 90 91
Bioensayo 3 94 95 93 93
Bioensayo 4 92 89 91 90
Bioensayo 5 94 935 93 94
Bioensayo 6 93 93 92 94
Promedios 1 93.166 92.916 92 925
Promedios 2 93.042% 92.25%

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 8. Detalles de la concentracion celular de cada uno de los bioensayos en cada uno
de los estadios larvarios de experimentacion ver tabla general (Anexos 11 pag 93).

Concentracion celular cel/ml promediado de NV- PL

NauplioV Zoeal Zoeall Zoealll Mysisl Mysis Il

Mysis 111 Post-larva

D1 63.333 55.500 47.330 44333 47.000 38.333 43.333 37.367
D2 65.500 57500 49.000 43.667 44.833 43.667 42.667 38.417
Promedio  64.417 49.556 43.639 37.892
T1 60.567 56.000 51.660 39.667 45.333  48.000 39.667 37.467
T2 57.833 62.160 54.330 46.917 35.333 47.167 45.000 36.500
Promedio 59.200 51.792 43417 36.983
Fuente: Elaboracion propia
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Supervivencia Vs Concetracién celular Dunaliella spp
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Grafica 8. Ay b Concentracién celular de microalgas VS supervivencia de Litopenaeus

vannamei

Fuente: Elaboracion propia
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Para las observaciones microscopicas en cada uno de los estadios se registraron los datos
de contenido intestinal los datos fueron promediados de los 6 bioensayos realizados para
las dos microalgas de estudio Dunaliella spp. y Thalassiosira, se demuestra los criterios
para el control y calidad de larvas no fueron significativamente diferentes entre ambas

microalgas (ver tabla general en anexos 7- 10 tabla genera pag.86).

Tabla 9. Criterios de observacion de contenido intestinal

Tabla general de las observaciones microscopicas

Criterios de Tratamientos
contenido intestinal

D1 D2 T1 T2
Lleno 84% 92% 82% 93%
Moderado 16% 8% 18% 7%
Vacio 0% 0% 0% 0%

Fuente: Elaboracion 'propia

e Evaluacién el desarrollo y crecimiento de larvas de camardn Litopenaeus

vannamei de nauplio V a Post- larva
Se realizo pruebas de normalidad y homogeneidad Levene de varianza previo a la

utilizacion de los analisis de estadisticos.

La comparacion del efecto de microalga enriquecida con carotenos y la microalga
comercial, se muestra mediante la evaluacion del desarrollo y crecimiento de las larvas
comparando sus estadios y subestadios en los 6 bioensayos realizados en la Grafica 9,
que detalla los resultados por repeticion y especie de microalgas. A partir de los datos de
longitud y estadio de Litopenaeus vannamei, se observa que, en las repeticiones de los
tratamientos, las larvas de camaron tienen un desarrollo y longitudes similares entre los
de Zoea y Mysis, pero que difieren en las etapas de Nauplio y Post-larva entre especies
de microalgas (Grafica 10) En este sentido, la prueba de Mann Whitney realizada indico
que no existen diferencias significativas de longitud entre los estadios y subestadios de
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Litopenaeus vannamei por especie de microalga (W = 1131, p-valor = 0.8811), asi mismo
la prueba de Kruskal-Wallis no presentdé cambios significativas entre las repeticiones de
cada microalga (p-valor =0.466) respectivamente en cada uno de los estadios larvarios
(Anexo I11). Esto demuestra que tanto la microalga comercial como la microalga estresada

Dunaliella spp. tienen igual beneficio para alimentar a larvas de camaron.
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Grafica 9. Longitud de los estadios de Litopenaeus vannamei con cada microalga, caja de
bigotes de cada estadio de camardn segln las especies de microalgas evaluadas (ver tabla en
anexos 21 pag 94) de (méaximo longitudinal= max), (minino=min), (media = X), Tratamientos
Dunaliella spp. (D1- D2) y Thalassiosira (T1- T2) .

Fuente: Elaboracion propia

Se muestran las cajas de bigotes de cada estadio de camaron segun las especies de
microalgas evaluadas, la estadistica no paramétrica de Mann Whitney para nauplio p-

valor=0.383, zoea p-valor=0.802, mysis p-valor=0.861, post larvas p-valor=0.141.

Longitud de Nauplio Longitud de Mysis
—— —
054 — : i
34
052 — !
E 32 — e i
050 — .
0.434
s 0.451 3
2 048 — ' >
=1 H =) 30 H
5 : 3
046 — T H
i ‘
044 — |
b,
042 — ° 26 — 8
T T T T
o L o L
Especie Especie
Longitud de Protozoeal Longitud de Post-larva
H |
150 — : : 44 — !
-
145 — 143 145 H
43 —
E 140 — : i E 427
2 ' _— 2 42 o 418
o 1 o
= 135 ! .
| T
130 — 41 — |
125 40 — :
° =
T T T T
Q Lot Q ¥
Especie Especie

Grafica 10. Longitud en los estadios nauplio, zoea mysis y post-larva de todos los
bioensayos realizados por especies de microalgas.
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No se describieron diferencias significativas para ninguno de los tratamientos de cada uno
de los subestadios de zoea y mysis de todos los bioensayos realizados. Este hecho se
demuestra en la (Grafica 11) para cada uno de los tratamientos al aplicar la prueba no
paramétrica Kruskal Wallis para zoea | -valor=0.385, zoea Il p-valor=0.443 , zoea Il p-
valor=0.711 , mysis | p-valor=0.361 , mysis Il p-valor=0.443 y mysis |1l p-valor=0.443
y Mann Whitney para zoea | p-valor=0.644 , zoea Il p-valor=0.285 , zoea Ill p-
valor=0.402 , mysis | p-valor=0.707 , mysis Il p-valor=0.225y mysis Il p-valor=0.840,
evidenciando que no hay variaciones notables entre tratamiento y especies de microalgas.
Luego analizando sus medias promediadas de los bioensayos realizados se describid
diferencias mininas entre longitudes en cada subestadio. (Anexos 13 19 pag. 92) se

muestra cajas de bigotes para cada subestadio en cada uno de los bioensayos por tratamiento.

Subestadios de Zoea y Mysis

Longitud Zoea | Longitud Zoea Il

17
164
154

1505
14 !

13-

Longitud (mmj)

1.2

Microalgas Micrealagas

Longitud de Zoea Il Longitud de Mysis |

24

232

20-

3z

30

L 42 BET-

26

Longitud (mm)

24-

2z-

204

Microalgas Microalgas

62
Permiso MAATE -DBI-CM-2022-0264



Longitud (mm)

3B

36

344

324

3.04

284

264

24

221

Longitud de Mysis I Longitud de Mysis Il

=

™
=]

fd
=]

|
]

$ITEL: EY

]
B

s !

|
&

Longitud {(mm)

| . e
. L

it
(™

) Microalgas
Microalgas

Grafica 11. Longitud de los camarones en subestadio de zoea y mysis de todos los
bioensayos realizados.

La Gréafica 12 muestra cajas de bigotes con los datos de longitud de los camarones en el
estadio de post-larvas segun las repeticiones de cada tipo de microalga. Se observé que
los valores minimos de longitud para Dunaliella spp. (min = 3.48 mm) y Thalassiosira
(min = 3.6 mm) difieren entre si. Ademas, se calculé que el valor maximo longitudinal
para Dunaliella spp. (méax = 5.70) es mayor que el de Thalassiosira (max =5) (Tabla 11).
En consecuencia, las pruebas estadisticas realizadas respecto al estadio de post-larva
mostraron que Kruskal-Wallis no presentd diferencias significativas entre las repeticiones

de cada microalga (p-valor = 0.5871) (Anexo V).

63
Permiso MAATE -DBI-CM-2022-0264



Longitud Post-larva Bioensayo 1

50 — _ < <
i
'
1
'
1 T °
45 — -
)
3 423 y
= j H i i
! H 1 :
40 — E E v . o .
. 1 o
! sl
i o
E o
T T T T
.~ o~ - o~
(=] (=] = -
Especie
Longitud Post-larva Bioensayo 3
5.0 — e =T
|
1
)
1
1
1
]
'
45 —
- 4.32
=
g’ 0
s 1
5 i
R —
40 — "
- !
1
1
]
)
1
1
i
3.5 — p—
| | | I
-— o >~ o
(=] a - [
Especie

Longitud Post-larva Bioensayo 5

'
48 - '
‘ o
46 H
- o
44
B
}? 42 —
40 - i d
38 -
36 -
(-]
I I I
a a [
Especie

T o0

Longitud

Longitud

Longitud Post-larva Bioensayo 2

50

45

4.0

35

Especie

T2

Longitud Post-larva Bioensayo 4

50 —
e
1
]
1
]
]
]
|
45 —
40 —
|
1
1
]
]
]
1
35 — i
—re
[ I | I
- o - o~
o o = —
Especie

Longitud Post-larva Bioensayo 6

50

45

4.0

35

Especie
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Tabla 10. Medidas de tendencia central de las repeticiones de las especies de las
microalgas del estadio de post-larva en los seis bioensayos.

Bioensayo Etiqueta  Minimo Maximo Promedio Q1 Q2 Q3
D1 3,50 5,00 4,39> 4,12 4,23 4.8

1 D2 3.8 5,00 4,35 4,2 4,3 4,5
T1 3,6 4,70 4,36 4,23 4,5 4,6

T2 3,89 5,00 4,3 4,2 4,231 432

D1 3,48 5,12 4,15 3,54 4,23 4,55

5 D2 4,19 5,53 4,08 3,40 4,12 4,50
Tl 4,12 4,60 4,05< 4,01 4,11 4,14

T2 4,01 4,50 4,06 3,85 4,04 4,31

D1 4,29 4,6 4,38 > 4,29 4,32 4,53

3 D2 4,19 4,83 4,32 4,19 4,32 4,87
Tl 4,30 4,57 4,32 4 4,34 4,7

T2 4,30 4,8 4,37 > 4,03 4,35 4,5

D1 4,70 5,23 4.31 4.12 4.3 4.49

4 D2 4,50 5,70 4.44 4.2 4.5 4.7
Tl 4,36 5,00 4.29 3.7 4.5 4.6

T2 4,50 5,00 4.24 3.6 4.5 4.5

D1 4,50 5,00 4.29 4 4.23 4.56

5 D2 4,50 5,00 4.27 4.2 4.23 4.32
T1 4,50 5,00 4.25 4.2 4.3 4.5

T2 4,23 5,00 4.19 4.12 4.23 4.35

D1 4,12 5,00 4,16 4 4.22 4.33

6 D2 4,10 5,00 4.08 3.70 417 4.5
T1 4,00 5,00 4.02< 3.68 4.06 4.30

T2 3,99 5,00 3.96 < 3.5 4 4.2

Fuente: Elaboracion propia

Los analisis de carotenos en las larvas de camardn resultaron fundamentales para
determinar las diferentes tonalidades obtenidas al aplicar ambas microalgas, permitiendo
asi comparar su influencia en la pigmentacion ug-mL de estos organismos. En este
contexto, se utilizo la longitud del estadio méas avanzado de esta especie de camardn para
calcular el promedio de las repeticiones de cada especie, con el fin de luego calcular la
correlacion de Pearson (p-evalue 0.516) en relacién a la concentracion de caroteno
(Grafica 13). Posteriormente, en la Tabla 12 se detallan los porcentajes de carotenos de
las larvas para cada uno de los tratamientos. Se observa que la concentracion minima de

caroteno (0.87 mg/L) se registro en el promedio de longitud de 4.25 mm del camaron para
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la microalga Thalassiosira, mientras que la concentracion mas alta de caroteno fue de
1.46 mg/L en el promedio de longitud de 4.19 mm para Dunaliella spp. El andlisis
estadistico indicd que no existe una correlacion significativa entre la longitud de

Dunaliella spp y la concentracion de caroteno (p-valor = 0.2035, IC=95%).

Tabla 11. Valores de carotenos de cada uno de los tratamientos en pg-mL—1

Concentracion mg/L de carotenos de larva de camardn en el estadio de post-larva

Tratamient  Bioensayo Bioensayo Bioensayo Bioensayo Bioensayo Bioensayo Promedi Media

0 1 2 3 4 5 6 o}
pg-mL-1
D1 1.02 15 151 4.01 1.3 155 1.815
1.46
D2 0.99 1.07 1.02 1.69 0.75 1.12 1.10 0
T1 0.86 0.67 0.71 1.27 0.27 1.14 0.82
0.86
T2 0.92 0.87 1.11 0.85 0.58 1.15 0.913
Fuente: Elaboracion propia
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Grafica 13. Correlacion de Pearson de los longitud y carotenos de larvas de camaron
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Se comparo las longitudes medias promedio de post-larva de las dos microalgas
Dunaliella spp. y Thalassiosira ya que con los datos mostrados en la Grafica 14 de los
bioensayos realizados arrojaron diferencias minimas obteniéndose 4.27 mmy 4,19 mm
respectivamente. De igual forma en la gréfica 15 se presenta el promedio de carotenos
adquiridos en las larvas de camardn con las dos microalgas de estudio siendo Dunaliella
spp. la que muestra mayor porcentaje de carotenos siendo 1.46 mg/l, por lo contrario de

Thalassiosira 0.886 mg/I respectivamente.

Longitud en el estadio de Post-larva

45

44

43 -

424

Longitud (mm)

41

40

3.9

Microalgas

Grafica 14 Longitud y concentracion de caroteno de cada especie D (Dunaliella spp) y
T (Thalassiosira).
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Fuente: Elaboracion propia.

Estos hallazgos sugieren que no se encontraron diferencias significativas en el indice de
Desarrollo Larval (IDL) con (p >0.005) y en cuanto a longitud total entre los diferentes
tratamientos con microalgas aplicadas y estadios larvarios no se observaron valores
relevantes significativos con (p-valor = 0.8811). Ademas, la tasa de supervivencia mas
alta se observd en las larvas alimentadas con Dunaliella spp. (93.04%), la cual fue similar
a la obtenida con Thalassiosira (92.25%). Al analizar el estadio de post-larva, no se
encontraron diferencias significativas entre las microalgas, sin embargo, analizando sus
medias existe una diferencia notable entre las repeticiones de cada microalga. Por lo tanto,

se acepta la hip6tesis nula y se rechaza la hipo6tesis alternativa.
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10. DISCUSIONES

(Sedjati et al., 2019) Cosecho el cultivo de Dunaliella en el 6 dia fase verde, con
parametros de temperatura ambiente de 24°C, en consideracién de su fase pico
logaritmica, la mayor produccion de carotenos en su estudio fue (21ug. g-1 de biomasa
himeda) con salinidad de 25 %o, mientras que salinidad de 35%o fue de (9.54 pg. g-1 de
biomasa humeda). Como demuestra este estudio con parametros de temperatura
ambiental de variable, deficiencia de nitrogeno y salinidad de 35%o en el 5 dia de estrés
Dunaliella spp con cambios morfoldgicos notables su mayor contenido de carotenos fue
de 4,78 mg/I.

El estudio de (Tinoco et al., 2015) caracterizo el uso de microalga Dunaliella
como suplementd alimenticio, los pigmentos expresados en coloracion amarillo, con
condiciones extremas de 5 a 40 °C, 40 °C almacenadas al aire con actividad de agua
menor la degradacién de carotenos se produce mas rapido. De acuerdo con los cambios
morfoldgicos y celulares de la microalga en este estudio con temperatura ambiental de
30°a 40 °Cy coloracion amarilla.

No obstante (Garcia et al, 2018) demostro que la concentracion de carotenos de la
microalga Dunaliella sp. sin estrés es de 0.157 mg/l — 0.52 mg/l, basado en estos valores
referenciales del autor, se destaca que en la presente investigacion coincide con la
cantidad de carotenos de la microalga sin estrés 0.43 mg/l, aumentando diariamente de
los bioensayos realizados. (Lépez et al., 2013) con el medio de cultivo f/2 en su cultivo
exterior de 7- 8 dias lo carotenos totales fueron 1.80 mg/l en cultivos normales y
temperatura de 29 °C. lo que se demuestra en el este estudio que en los primeros dias de
estrés se expresan proporcionalmente de 0.43 hasta 1.5 mg/l de carotenos obtenidos

respectivamente.
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Contrario a lo que demuestra (Yimei Xi, 2022) en su estudio con condiciones
controladas dié a conocer que la microalga verde Dunaliella spp. es un organismo
adecuado para estudiar la sefalizacion del estrés debido a que carece de capas de pared
celular, utilizé luz intermitente de 50 Hz con la luz continua obtuvo de biomasa humeda
con valores altos de carotenos de 10 mg/l en 20 dias y en 5 dias de 4.20 mg/l sin estrés.

Asi mismo (Gonzélez, 2022) al estresar las microalgas 295 molphotons con
fotoperiodo de 12 h luz y oscuridad obtuvo en 20 dias 5, 7 mg/ml como maximo valor
durante su experimentacion, la expresion de carotenos dependera de las condiciones de

cultivo al que se encuentren expuestas y el tipo de ambiente que los rodea.

Asi mismo otro aporte a la investigacion corresponde a (Escobedo et al., 2021) y
demas antecedentes de diferentes investigaciones mencionan que la iluminacion artificial,
la temperatura y luz solar son factores claves que puede mejorar la cantidad de biomasa
de microalgas, mejorando la fotosintesis y permitiendo aumentar los productos de interés
en las microalgas.

Por otro lado, La investigacion de Lopez, 2017 y colaboradores junto con la
informacion cientifica de (Medina et al.,2021) coinciden que las altas concentraciones de
carotenos en la microalga Dunaliella spp. mejora la respuesta del sistema inmune del
camaroén lo que conlleva a organismo mas resistentes a diferentes enfermedades. De la
misma forma (Madhumathi & Rengasamy, 2011) observaron la microalga Dunaliella
viva junto a los pellets a 35 ppt durante 20 dias de estrés a temperatura ambiente (27 -
30°C), en el alimento de Litopenaeus monodon, donde obtuvieron como control positivo
obtuvieron 100 % supervivencia y crecimiento igual en las diferentes concentraciones de
microalgas 2x10%, 5x10% , 10x10* cel/ml. Sin embargo, durante la investigacion actual
se obtuvo una concentracion de celular de 6x10%, 5x10%4x10* y 3.8x10* cel/ml por los
estadios de nauplio, mysis y post-larva, respectivamente de los bioensayos realizados.
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Los resultados de (Godinez et al., 2005) aplicando diferentes concentraciones de
distintas microalgas, mencionan que estas influyen en el indice de desarrollo larval junto
con las sub alimentacién aplicada sobre la cual las larvas se encuentran expuestas siendo
asi la densidad celular 90.000 cel/ml con una supervivencia de 92% como resultado en su
investigacion. De acuerdo con los aportes de esta investigacion el indice de desarrollo
larval en cada uno de los estadios se puedo observar que en la corrida 2 y 4 los valores
fueron menor en cuanto a la concentracion celular promediada de los estadios larvarios
de 54.000 y 46.000 cel/ml y supervivencia de 90 y 89 % que en las otras corridas

experimentales. Lo cual coincide con los resultados de la investigacion referencial.

Los estudios de (Pifiaetal., 2004) y (Jaime et al., 2000) examinaron el crecimiento
y desarrollo de larvas de camaron Litopenaeus vannamei en las etapas desde zoea | hasta
mysis |11, utilizando diferentes tratamientos de microalgas diatomeas y clorofitas,
rotiferos y larvas de artemia con diversas concentraciones celulares. A pesar de aplicar
concentraciones variables de microalgas, no se encontraron diferencias significativas en
la supervivencia y crecimiento de las larvas, con una longitud promedio de mysis Il de
3.6 mm y un indice de Desarrollo Larval (IDL) de 6.2, con una supervivencia del 50%.
En cuanto a los promedios generales del IDL, Dunaliella spp. en etapa de mysis con
longitud de 3.20 mm mostr6 un IDL de 6.78 con una supervivencia del 93.04%, mientras

que Thalassiosira 3.24 mm present6 un IDL de 6.91 con una supervivencia del 92.04%.

En contraste, (Torres-Ochoa et al., 2019) utilizaron tanques de cilindro de 70 litros
con 11,900 larvas de camaron Penaeus vannamei, aplicando microalgas endémicas del
Golfo en diversas combinaciones con probioticos. Observaron una mayor supervivencia

y un tamafio maximo en mysis | de 3 mm con la mezcla de microalgas y probidticos,
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mientras que los tratamientos solo con microalgas no mostraron diferencias significativas.
Ademas, en un estudio con tanques experimentales de 1 tonelada y densidades de siembra
de 90,000 larvas alimentadas con dos microalgas en diferentes concentraciones, junto con
dietas comerciales, no se encontraron diferencias significativas en los bioensayos

realizados.

El estudio realizado por (Jaime, 2006) utiliz6 una combinacion de harina de
spirulina y microalgas de varios géneros, incluida Dunaliella, aplicadas a L. schmitti. En
cuanto a la longitud total, se encontraron diferencias significativas en el aumento de
tamafio del crustaceo, que vario entre 1.98 y 3.16 mm. Ademas, el estudio de (Pérez &
Pasquier, 2007) & (Pérez, 2007) demostraron que el uso de microalgas Tetraselmis, tanto
congeladas como vivas, resulté en una mayor supervivencia y diferencias significativas
en el crecimiento longitudinal en comparacion con la dieta viva. Especificamente, se
observaron longitudes de 0.5 mm en Nauplio V, 0.95 mm en Zoea I, 1.5 mm en Zoea Il
y 2.5 mm en ZIII. En conclusion, estos estudios destacan que la talla en cada uno de los
estadios, desde nauplio hasta post-larva, varia dependiendo de la alimentacién

proporcionada.

Este estudio presenta los resultados de los promedios de los 6 bioensayos
realizados utilizando microalgas clorofitas Dunaliella spp. y diatomeas Thalassiosira por
cada estadio nauplio 0.48 mm, zoea 1.43 mm, mysis 3.20 y post-larva 4.27 asi mismo
para el tratamiento de Thalassiosira nauplio 0.494 mm, zoea 1.45mm, mysis 3.24mm y
post-larva 4,19 respectivamente, de igual modo para los subestadios de Zoea y Mysis para
Dunaliella spp Zoea |1 0.87 mm Zoea Il 1.38 mm Zoea 11 2.05 mm y Thalassiosira Zoea

| 0.877mm, Zoea Il 1.43 mm Zoea Il 2.07mm respectivamente. Semejante a los valores
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del estudio de (Jamali et al., 2015) en cuanto al crecimiento y supervivencia de larvas
de camaron Litopenaeus vannamei desde el estadio de zoea | hasta zoea 11, alimentando
con diferentes microalgas diatomeas y clorofitas, donde lo mejores resultados obtuvo de
longitud con las mezclas de Tetraselmis Zoea | 1.05 mm, Zoea 111 2,20 mm, Zoea Il 3.08
mm y diatomeas Chaetoceros y Isochryis Zoea | 1.05 mm, Zoea Ill 2,32 mm, Zoea Il
4,35mm , utilizando similares densidades celulares de 10.000 cel/ml y 50.000 cel/ml
obtuvo mayor supervivencia, para que se tenga un cultivo exitoso varios autores
mencionan que utilizar dietas mixtas de microalgas mejora la supervivencia y calidad

nutricional de larvas de camardn Litopenaeus vannamei.
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10. CONCLUSIONES

Los analisis de carotenos totales de la microalga Dunaliella spp. revelaron
diferencias significativas en la coloracion y concentracion de carotenos a medida que
transcurrian los dias de estrés, con una salinidad de 35 %o y temperaturas maximas de
40°C. Especificamente, los bioensayos 4 y 5 mostraron las concentraciones mas altas de

carotenos en la microalga de estudio, con 4.03 y 4.78 mg/L respectivamente.

En cuanto al indice de desarrollo larval (IDL), la inclusién de Dunaliella spp.
como alimento microalgal para las larvas de camardn Litopenaeus vannamei no revelo
diferencias notables en comparacion con la otra microalga, Thalassiosira. Sin embargo,
se observo un ligero retraso larval en los bioensayos 11 (IDL de 6.50) y IV (IDL de 6.20)
con Dunaliella spp., aunque mantuvo los rangos IDL en los deméas bioensayos. En
términos de supervivencia, Dunaliella spp. mostré6 un promedio mayor en el Gltimo
estadio de post-larva, con un 93.04%, mientras que Thalassiosira registro un 92.25%.
Ambas microalgas mantuvieron rangos similares en los criterios de observacién

microscopica de llenos, semillenos y vacios.

Las variables de longitud total en cada estadio larvario de Litopenaeus vannamei
no mostraron diferencias significativas entre las microalgas, y al comparar las medias de
longitud por estadio, se evidenciaron diferencias minimas, lo que sugiere que ambas
microalgas tienen efectos y beneficios similares en la acuicultura. Por ultimo, los valores
de correlacion entre los carotenos de las larvas y la longitud no mostraron una correlacion
significativa. En el estadio de post-larva, el tratamiento con Dunaliella spp. mostré una
concentracion promedio de carotenos de 1.46 mg/L, mientras que para Thalassiosira fue

de 0.866 mg/L.
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11. RECOMENDACIONES

e Realizar estudio a futuro de supervivencia en camaroneras para determinar si los

organismos alimentados con la microalga Dunaliella spp tienen mayor resistencia.

e Realizar bioensayos con diferentes dias de estrés, solo aplicando la microalga
junto con diferentes probidticos para observar cambios de coloraciones y

resistencia a diferentes patdgenos.

e Se propone realizar varios ensayos con densidades de siembra mayores, aplicado

Dunaliella spp en los estadios de Zoea hasta Mysis I11.
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13. ANEXOS

Anexo. 1. Correlacion de Pearson de los pardmetros de temperatura y concentracion de caroteno de las microalgas

Pearson's product-moment correlation

data: DatosCORTempCar$Temperatura and DatosCORTempCar$Caroteno
t = 3.4468, df = 28, p-value = 0.00181
alternative hypothesis: true correlation is not equal to O
95 percent confidence interval:
0.2309498 0.7571845
sample estimates:
cor
0.5458057

Anexo. 2 Pruebas estadisticas de comparacion y contraste del indica de desarrollo larvario entre las especies y
repeticiones de experimentacion

Wilcoxon rank sum test with continuity correction
data: DATOSMANNT_Quimi$IDL and DATOSMANND_Quimi$IDL
W = 4741, p-value = 0.8826
alternative hypothesis: true location shift is not equal to O
Kruskal-wallis rank sum test

data: IDL by variable
Kruskal-wallis chi-squared = 0.063564, df = 1, p-value = 0.8009
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Anexo. 3 Pruebas estadisticas para la comparacion y contraste de la longitud de estadios y especies

Kruskal-wallis rank sum test

data: Longitud by Estadio

Kruskal-wallis chi-squared = 44.082, df = 3, p-value = (_.998
wilcoxon rank sum exact test

data: LONESPTS$Longitud and LONESPD$Longitud

W = 1131, p-value = 0.8811
alternative hypothesis: true location shift is not equal to 0

Anexo. 4 Pruebas estadisticas para la comparacion y contraste de la longitud de estadio de Post-larva y especies

Kruskal-wallis rank sum test

data: Longitud by Especie
Kruskal-wallis chi-sauared = 0.29482. df = 1. p-value = 0.5871

Wilcoxon rank sum test with continuity correction

Anexo. 5 Prueba de homogeneidad Levene IDL

Test for equal means

Sum of sqrs df Mean square F P (same)
Between groups: 0.376227 3 0.125409 0.02267 0.9954
Within groups: 1073.4 194 5.53297 Permutation p (n=99999)
Total: 1073.77 197 0.9954

Components of variance (only for random effects):

Var{group): -0.109277 Var(error): 5.53297 ICC: -0.0201481
omega2: 0

Levene’s test for homogeneity of variance, from means P (same): 0.9032
Levene’s test, from medians P (same): 0.9159

Welch Ftest in the case of unequal variances: /=0.02274, df=107.6, p=0.9953

Anexo. 6 Correlacién de Pearlson de los ,;)ard-metros de Idngitud y con-éen_tracién de caroteno para el estadio de Post-
Larva
data: DatosCorLonCariLongitud and DatosCorLonCariCaroteno
t = 1.3105, df = 22, p-value = 0.2035
alternative hypothesis: true correlation is not egual to O
95 percent confidence interval:
-0.1506573 0.6066387
sample estimates:
cor
0.2690935
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Anexo. 7 Tablas11 de los criterios de observaciones microscopicas

Criterios para la observacion y estimacién del organismo
Anadlisis general de los criterios de clasificacion para el control de calidad de larva skretting, 2018
OBSERVACIONES MICROSCOPICAS D1
Criterios | Puntuacion | Nv | z1 Z2 Z3 | M1 | M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Dunaliella spp 1
Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X
Moderados (café) 60-70% 5 2%
Vacio (blanco- amarillento) 0
50%
Criterios para la observacion y estimacién del organismo
Criterios | Puntuacién | Nv | z1 Z2 Z3 | M1 | M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Dunaliella spp 2
Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X
Moderados (café) 60-70% 5 3% 2% 1%
Vacio (blanco- amarillento) 0
50%
Criterios para la observacion y estimacién del organismo
Criterios | Puntuacién | Nv | Z1 Z2 |Z3 |M1 | M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Dunaliella spp 3
Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X
Moderados (café) 60-70% 5 1%
Vacio (blanco- amarillento) 0
50%
Criterios para la observacion y estimacién del organismo
Criterios | Puntuacién | Nv | Z1 Z2 | Z3 |M1 | M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Dunaliella spp 4
Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X
Moderados (café) 60-70% 5 3% | 2% | 1%
Vacio (blanco- amarillento) 0
50%
Criterios para la observacién y estimacion del organismo
Criterios | Puntuacién | Nv | Z1 Z2 | Z3 |M1 | M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Dunaliella spp 5
Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X
Moderados (café) 60-70% 5
Vacio (blanco- amarillento) 0
50%
Criterios para la observacion y estimacion del organismo
Criterios | Puntuacién | Nv | z1 Z2 Z3 |M1 | M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Dunaliella spp 6
Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X
Moderados (café) 60-70% 5 1%
Vacio (blanco- amarillento) 0 16
50%
Anexo. 8 Tablas12 de los criterios de observaciones microscopicas
Criterios para la observacion y estimacion del organismo
Analisis general de los criterios de clasificacion para el control de calidad de larva skretting, 2018
OBSERVACIONES MICROSCOPICAS T1
Criterios para la observacion y estimacion del organismo
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Criterios | Puntuacion | Nv | 71 Z2 Z3 |M1 | M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Thalassiosira 1

Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X
Moderados (café) 60-70% 5 1% 2%

Vacio (blanco- amarillento) | 0

50%

Criterios para la observacion y estimacion del organismo

Criterios | Puntuacion | Nv | Z1 Z2 Z3 |M1 | M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Thalassiosira 2

Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X
Moderados (café) 60-70% 5 2% 1%

Vacio (blanco- amarillento) | 0

50%

Criterios para la observacion y estimacién del organismo

Criterios | Puntuacion | Nv | Z1 Z2 Z3 |M1 | M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Thalassiosira 3

Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X
Moderados (café) 60-70% 5 1% 1%

Vacio (blanco- amarillento) | 0

50%

Criterios para la observacion y estimacién del organismo

Criterios | Puntuacion | Nv | Z1 Z2 Z3 |M1 | M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Thalassiosira

Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X
Moderados (café) 60-70% 5 2% | 1% 1%

Vacio (blanco- amarillento) | 0

50%

Criterios para la observacion y estimacién del organismo

Criterios | Puntuacién | Nv | Z1 Z2 Z3 |M1 | M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Thalassiosira 5

Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X
Moderados (café) 60-70% 5 1% 1%

Vacio (blanco- amarillento) | O

50%

Criterios para la observacion y estimacion del organismo

Criterios | Puntuacién | Nv | Z1 Z2 Z3 |M1 | M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Thalassiosira

Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X
Moderados (café) 60-70% 5 2% | 1% 1%

Vacio (blanco- amarillento) | O 18
50%

Anexo. 9 Tablas13 de los criterios de observaciones microscopicas

Criterios para la observacion y estimacion del organismo
Analisis general de los criterios de clasificacion para el control de calidad de larva skretting, 2018
OBSERVACIONES MICROSCOPICAS D2

Criterios | Puntuacion [Nv [ z1 [Z2 [Zz3 [M1 | M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Dunaliella spp 1
Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X

Moderados (café) 60-70% 5

Vacio (blanco- amarillento) 0
50%
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Criterios para la observacion y estimacion del organismo

50%

Criterios | Puntuacion [Nv | z1 [Zz2 [z3 [M1 | M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Dunaliella spp 2

Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X
Moderados (café) 60-70% 5 2% 2%

Vacio (blanco- amarillento) 0

50%

Criterios para la observacion y estimacién del organismo

Criterios | Puntuacion [Nv | z1 [Zz2 [z3 [|M1 | M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Dunaliella spp 3

Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X
Moderados (café) 60-70% 5

Vacio (blanco- amarillento) 0

50%

Criterios para la observacion y estimacién del organismo

Criterios | Puntuacion [Nv | z1 [Zz2 [z3 [M1 | M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Dunaliella spp 4

Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X
Moderados (café) 60-70% 5 1% 2% | 1%

Vacio (blanco- amarillento) 0

50%

Criterios para la observacion y estimacién del organismo

Criterios | Puntuacion [Nv | z1 [Zz2 [z3 [|M1 | M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Dunaliella spp 5

Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X
Moderados (café) 60-70% 5

Vacio (blanco- amarillento) 0

50%

Criterios para la observacion y estimacién del organismo

Criterios | Puntuacion | Nv [ z1 | Z2 |Zz3 [M1 [M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Dunaliella spp 6

Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X
Moderados (café) 60-70% 5

Vacio (blanco- amarillento) 0 8

Anexo. 10 Tablas14 de los criterios de observaciones microscopicas

Criterios para la observacion y estimacién del organismo
Analisis general de los criterios de clasificacion para el control de calidad de larva skretting, 2018
OBSERVACIONES MICROSCOPICAS T2

Criterios para la observacion y estimacién del organismo

Criterios | Puntuacion | Nv | Z1 Z2 Z3 |M1 | M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Thalassiosira 1

Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X
Moderados (café) 60-70% 5 2%

Vacio (blanco- amarillento) | 0

50%

Criterios para la observacion y estimacion del organismo

Criterios | Puntuacion | Nv | Z1 Z2 Z3 |M1 | M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Thalassiosira 2

Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X
Moderados (café) 60-70% 5
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Vacio (blanco- amarillento) | 0

50%

Criterios para la observacion y estimacion del organismo

Criterios | Puntuacién | Nv | 71 Z2 Z3 |M1 | M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Thalassiosira 3

Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X

Moderados (café) 60-70% 5 1% 1%

Vacio (blanco- amarillento) | 0

50%

Criterios para la observacion y estimacion del organismo

Criterios | Puntuacién | Nv | Z1 Z2 Z3 |M1 | M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Thalassiosira

Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X

Moderados (café) 60-70% 5 2%

Vacio (blanco- amarillento) | 0

50%

Criterios para la observacion y estimacion del organismo

Criterios | Puntuacién | Nv | Z1 Z2 Z3 |M1 | M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Thalassiosira 5

Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X

Moderados (café) 60-70% 5 1%

Vacio (blanco- amarillento) | 0

50%

Criterios para la observacion y estimacion del organismo

Criterios | Puntuacién | Nv | Z1 Z2 Z3 |M1 | M2 | M3 |PL1
Contenido intestinal Thalassiosira 6

Lleno (amarillo) 80-100% 10 X X X X X X X X

Moderados (café) 60-70% 5 1%

Vacio (blanco- amarillento) | 0 7
50%

DOSIS

G2 21:00

BIOMIN 1:00

HGS-7 500

TODAS LAS
EM DOSIS
TODAS LAS
VITAMINAS | DOSIS
Anexo. 11 Tablas 15 TABLA DE ALIMENTACION
TABLA DE ALIMENTACION
NV- 71 BALANCEADO: ROYAL SEA FOOD 5-50 - ROYAL LIQUIDO
600L
21:00 1:00 5:00
0.5/0.2 0.5/0.2 0.5/0.2
G2 Biomin HGS-7 EM VITAMINAS
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08¢

0.8¢g

129

4 ml

0329

Z2 BALANCEADO: ROYAL SEA FOOD 50- 100 - ROYAL LIQUIDO
600L 9:00 13:00 17:00 21:00 1:00 5:00
0.5/0.2 0.5/0.2 | 0.5/0.2 0.9/04 0.9/04 0.9/04
G2 Biomin HGS-7 | EM VITAMINAS
08¢ 08¢ 129 4mi 0.32¢
Z3 BALANCEADO: ROYAL SEA FOOD 50- 100 - ROYAL LIQUIDO
600L 9:00 13:00 17:00 21:00 1:00 5:00
0.9/04 0.9/04 0.9/04 1.3/04 1.3/04 1.3/04
G2 Biomin HGS-7 | EM VITAMINAS
08¢ 08¢ 12¢ 4 ml 0.26 ¢
M1 BALANCEADO: ROYAL SEA FOOD 50- 100 - ROYAL LIQUIDO
800L
9:00 13:00 17:00 21:00 1:00 5:00
1.3/04 1.56/04 | 1.56/04 1.56/04 1.56/04 1.56/04
G2 Biomin HGS-7 | EM VITAMINAS
08¢ 08¢ 12g 4 ml 0.26 ¢
M2 BALANCEADO: ROYAL SEA FOOD 50- 100 - ROYAL LIQUIDO
800L 9:00 13:00 17:00 21:00 1:00 5:00
1.56/04 1.56/04 | 1.56/04 1.56/04 1.56/04 1.56/04
G2 Biomin HGS-7 | EM VITAMINAS
08¢ 08¢ 129 16 mi 0.26 ¢
M3 BALANCEADO: ROYAL SEA FOOD 100- 200 - ROYAL LIQUIDO
1
tonelada 9:00 13:00 17:00 21:00 1:00 5:00
1.56/04 1.56/04 | 1.56/04 1.86/04 1.56/04 1.56/04
G2 Biomin HGS-7 | EM VITAMINAS
08¢ 08¢ 12¢ 16 ml 0.26 ¢
M3 BALANCEADO: ROYAL SEA FOOD 100- 500
Tonelada
PL1 9:00 13:00 17:00 21:00 1:00 5:00
Tonelada 1.76 1.76 1.76 1-Jan 1.76 1.76
G2 Biomin HGS-7 | EM VITAMINAS
08¢ 08¢ 12g 16 mi 0.26 g
91
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Anexo. 12 Tablas general de supervivencia de Litopenaeus vannamei

Supervivencia % de Litopenaeus vannamei

Bioensayo 1

Estadios D1 D2 T1 T2
larvarios

NV 100 100 100 100
Z 97 96 98 97
M 95 95 96 95
PL 94 94 93 93
Bioensayo 2

Estadios D1 D2 T1 T2
larvarios

NV 100 100 100 100
Z 98 99 96 96
M 97 96 93 94
PL 92 93 90 91
Bioensayo 3

Estadios D1 D2 T1 T2
larvarios

NV 100 100 100 100
Z 97 98 98 98
M 96 97 96 95
PL 94 95 93 93
Bioensayo 4

Estadios D1 D2 T1 T2
larvarios

NV 100 100 100 100
Z 97 96 96 95
M 95 95 95 94
PL 92 89 91 90
Bioensayo 5

Estadios D1 D2 T1 T2
larvarios

NV 100 100 100 100
Z 96 97 96 98
M 95 96 94 97
PL 94 935 93 94
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Anexo. 13 medias muestrales de los 6 bioensayos realizados por tratamientos en estadios de Nauplio V
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Anexo. 14 Medias muestrales de los 6 bioensayos realizados por tratamientos en estadios de Zoea 1
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Anexo. 15 Medias muestrales de los 6 bioensayos realizados por tratamientos en estadios de Zoea 2
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Anexo. 16 Medias muestrales de los 6 bioensayos realizados por tratamientos en estadios de Zoea 3
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Anexo. 17 Medias muestrales de los 6 bioensayos realizados por tratamientos en estadios de Mysis 1
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Longitud de Mysis 2 de los 6 bioensayos
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Anexo. 18 Medias muestrales de los 6 bioensayos realizados por tratamientos en estadios de Mysis 2
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Longitud de Mysis 3 de los 6 bioensayos
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Anexo. 19 Medias muestrales de los 6 bioensayos realizados por tratamientos en estadios de Mysis 3
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Conteo celular de microalgas Dunaliella y Thalassiosira cel/ml

ESTADIOS Tratamientos Bioensayo 1 Bioensayo 2 Bioensayo 3 Bioensayo 4 Bioensayo 5 Bioensayo 6
D1 60.000 70,000 67.000 60,000 60.000 63.000
NV D2 56.000 72,500 75.000 62,000 60.000 67.500
T1 60.000 63,400 60.000 60,000 60.000 60.000
T2 40.000 67,000 60.000 60,000 60.000 60.000
D1 60.000 50,000 60.000 50,000 52.000 61.000
71 D2 65.000 50,000 60.000 50,000 60.000 60.000
T1 80.000 40,000 50.000 40,000 63.000 63.000
T2 82.000 60,000 51.000 60,000 60.000 60.000
D1 48.000 45,000 50.000 45,000 48.000 48.000
72 D2 50.000 45,000 54.000 45,000 50.000 50.000
Tl 60.000 45,000 40.000 45,000 60.000 60.000
T2 70.000 45,000 40.000 45,000 63.000 63.000
D1 60.000 40,000 40.000 30,000 48.000 48.000
73 D2 62.000 45,000 40.000 35,000 40.000 40.000
T1 50.000 38,000 34.000 36,000 40.000 40.000
T2 42.500 40,000 32.000 43,000 62.000 62.000
D1 56.000 43,000 41.000 30,000 56.000 56.000
M1 D2 53.000 40,000 37.000 33,000 53.000 53.000
T1 54.000 45,000 35.000 30,000 54.000 54.000
T2 32.000 30,000 38.000 30,000 50.000 32.000
D1 30.000 40,000 40.000 40,000 50.000 30.000
M2 D2 40.000 52,000 40.000 50,000 40.000 40.000
T1 56.000 40,000 40.000 40,000 56.000 56.000
T2 48.000 50,000 50.000 50,000 48.000 37.000
D1 40.000 50,000 50.000 50,000 30.000 40.000
M3 D2 40.000 50,000 46.000 50,000 30.000 40.000
T1 30.000 50,000 48.000 50,000 30.000 30.000
T2 40.000 50,000 50.000 50,000 40.000 40.000
D1 43.000 30,000 40.000 40,000 34.200 37.000
PLL D2 42.000 31,500 40.000 44,000 33.000 40.000
T1 33.600 44,000 50.000 30,000 33.600 33.600
T2 32.000 43,000 50.000 30,000 32.000 32.000

Anexo 20 Tabla de Longitud promedio de cada uno de los bioensayos, en los estadios de Nauplio, Zoea 1, Zoea 2, Zoea 3 , Mysis 1,Mysis2 , Mysis

3y Post- larvas
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ESTADIOS CONTEODE | CONTEODE |CONTEODE |CONTEODE |CONTEODE | CONTEO DE
TONLADA TONLADA TONLADA TONLADA TONLADA TONLADA

NV 1.250.000 1.850.000 1.250.000 2.650.000 2.250.000 2.000.000
Z1 1.200.000 1.500.000 1.000.000 2.000.000 1.200.000 1.200.000
Z2 1.100.000 800.0000 800.0000 1.00.000 1.100.000 1.100.000
Z3 1.000.000 800.0000 800.0000 800.0000 1.000.000 1.000.000
M1 1.000.000 1.000.000 1.000.000 1.000.000 1.000.000 1.000.000
M2 800.000 800.000 800.000 950.000 800.000 890.000
M3 800.000 800.000 800.000 800.000 800.000 840.000
PL1 800.000 800.000 800.000 800.000 800.000 800.000

Anexo 21 Tabla de Longitud promedio de cada uno de los bioensayos, en los estadios de Nauplio, Zoea 1, Zoea 2, Zoea 3, Mysis 1,Mysis2 , Mysis 3 y Post-
larvas Dunaliella spp (D) y Thalassiosira (T)
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NV D1 D2 T1 T2 Z1 D1 D2 T1 T2 Z2 D1 D2 T1 T2

N 6 6 6 6|N 6 6 6 6| N 6 6 6 6
Min 0.435 0.458 0.485 0.415 | Min 0.765 0.733 0.789 0.809 | Min 1.33 1.213 1.357 1.264
Max 0.524 0.517 0.521 0.545 | Max 0.98 0.918 1.018 0.935 | Max 151 1.442 1.55 1.675
Sum 2.892 2.89 3.012 2.917 | Sum 5.25 5.218 5.287 5.164 | Sum 8.406 8.224 8.579 8.592
Mean 0.482 0.4816667 0.502 0.4861667 | Mean 0.875 0.8696667 0.8811667 0.8606667 | Mean 1.401 1.370667 1.429833 1.432
Std. error 0.01527962 0.00961827 0.00476095 0.02036405 | Std. error 0.03260675 0.02827681 0.03350464 0.01714189 | Std. error 0.03128684 0.03529463 0.02913808 0.0559869
Variance 0.0014008 0.00055507 0.000136 0.00248817 | Variance 0.0063792 0.00479747 0.00673537 0.00176307 | Variance 0.0058732 0.00747427 0.00509417 0.0188072
Stand. dev 0.03742726 0.02355985 0.0116619 0.04988153 | Stand. dev 0.07986989 0.06926375 0.08206928 0.04198889 | Stand. dev 0.07663681 0.08645384 0.07137343 0.1371393
Median 0.4935 0.4765 0.5025 0.487 | Median 0.8695 0.892 0.87 0.856 | Median 1.382 1.396 1.4225 1.414
M1 D1 D2 T1 T2 M2 D1 D2 T1 T2 M3 D1 D2 T1 T2

N 6 6 6 6 N 6 6 6 6N 6 6 6 6
Min 1.977 2.05 2.69 2.785 | Min 2.557 2.31 2.84 3.031 | Min 3.204 3.42 3.401 3.551
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Max 2.97 3.04 31 3.145 | Max 3.51 3.68 3.33 3.213
Sum 16.294 16.553 17.212 17.388 | Sum 18.929 19.087 18.822 18.975
Mean 2.715667 2.758833 2.868667 2.898 | Mean 3.154833 3.181167 3.137 3.1625
Std. error 0.1516128 0.1448142 0.06979478 0.0561213 | Std. error 0.1335107 0.1881015 0.06687999 0.02908235
Variance 0.1379187 0.125827 0.02922787 0.0188976 | Variance 0.1069506 0.212293 0.0268376 0.0050747
Stand. dev 0.371374 0.354721 0.1709616 0.1374685 | Stand. dev 0.327033 0.4607526 0.1638219 0.07123693
Median 2.8405 2.856 2.8745 2.8325 | Median 3.194 3.277 3.155 3.1955
Z3 D1 D2 T1 T2 PL1 D1 D2 T1 T2

N 6 6 6 6|N 6 6 6 6
Min 1.61 1.35 1.98 2.004 | Min 4.145 4.075 4.01 3.96
Max 2.328 2.317 2.19 2.1 | Max 4.398 4.45 4.351 4.366
Sum 12.601 12.016 12.546 12.366 | Sum 25.633 25.676 25.255 25.117
Mean 2.100167 2.002667 2.091 2.061 | Mean 4.272167 4.279333 4.209167 4.186167
Std. error 0.1085592 0.1382133 0.03171435 0.01725688 | Std. error 0.0438607 0.06933526 0.05882653 0.06185274
Variance 0.07071057 0.1146175 0.0060348 0.0017868 | Variance 0.01154257 0.02884427 0.02076337 0.02295457
Stand. dev 0.2659146 0.338552 0.07768398 0.04227056 | Stand. dev 0.1074363 0.169836 0.144095 0.1515076
Median 2.18 2.098 2.096 2.08 | Median 4.285 4.314 4.268 4.2145
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Max

Sum
Mean

Std. error
Variance
Stand. dev

Median

4.05

22.475
3.745833
0.1264965
0.09600817
0.3098518
3.8095

3.914
22.146
3.691
0.07124137
0.030452
0.174505
3.7045

3.898
22.135
3.689167
0.0875589
0.04599937
0.2144746
3.74

4.02

22.436
3.739333
0.07895132
0.03739987
0.1933905
3.696
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Anexo 22 Cultivo de la microalga Dunaliella spp Anexo 23 Lineas de aireacion de tanques de cultivo

Anexos 24 Tanques de cultivos 4 experimentales de 1 Anexo 25 Repiques de microalgas en ltonelada
toneladas 2 con Dunaliella'y 2 con Thalassiosira
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Anexo 26 Lectura de las ABS Anexos 27 Conteo celular de Dunaliella spp.

Anexos 28 Observaciones de dias de estrés de Anexo 29 Extraccion de carotenos
microalga Dunaliella spp.
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Anexo 30 Resultado de protocolo de extraccion de carotenos
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Anexos 31 DIA 1 tanque de 1 tonelada para estrés

Anexo 32 DIA 2 tanque de 1 tonelada para estrés
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Anexo 23 DIA 4 tanque de 1 tonelada para estrés
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Anexo 35 DIA 5 tanque de 1 tonelada para estrés
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