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RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo evaluar la inclusidon de la cianobacteria Arthrospira
platensis en la alimentacion de postlarvas y juveniles de Litopenaeus vannamei, durante
42 dias. Para ello se disend un sistema experimental con cuatro tratamientos y tres
réplicas cada uno, cada unidad experimental estuvo conformada por un acuario con
agua de mar filtrada y esterilizada, donde se sembraron 241 postlarvas (PL20) de L.
vannamei (0.006 + 0.003 g). En el tratamiento control (Tc) la dieta consistié de alimento
comercial (45% proteina); en el primer tratamiento experimental (T1) los organismos
fueron alimentos con la harina de A. platensis adicionada en los piensos; en el segundo
tratamiento experimental (T2) la dieta fue de A. platensis filtrada como alimento vivo,
ademas del alimento comercial; y el ultimo tratamiento experimental (T3) consistié en la
inclusion de A. platensis en el pienso comercial y como alimento vivo. Se evalué el peso
promedio final, tasa de crecimiento (r), la sobrevivencia, y el recuento de hemocitos
totales (HTC). Al final del experimento, el T> fue 17.65 % superior que el Tc en el peso
promedio final, y el T3 fue 80.67 % superior que el Tc en el recuento de hemocitos totales
(HTC); sin presentar diferencias significativas (p>0.05). De manera similar, el T4 fue
15.74 % superior que el Tc con respecto a la sobrevivencia (p>0.05). La administraciéon
de la A. platensis como alimento vivo (T2 y Ts) resulté en valores significativamente
mayores en los parametros de crecimiento de L. vannamei (peso promedio final y tasa
de crecimiento) en contraste con su inclusién como harina en el alimento comercial (T+1)

(p<0.05).

Palabras clave: Litopenaeus vannamei, Arthrospira platensis, crecimiento, hemocitos.



ABSTRACT

The purpose of this work was to evaluate the inclusion of the cyanobacteria Arthrospira
platensis in the feeding of postlarvae and juveniles of Litopenaeus vannameifor 42 days.
For this, an experimental system was designed with four treatments and three replicates
each one; each experimental unit consisted of an aquarium with filtered and sterilized
seawater, where 241 postlarvae (PL20) of L. vannamei (0.006 + 0.003 g) were placed.
In the control treatment (Tc¢), the diet consisted of commercial food (45% protein); in the
first experimental treatment (T1) the organisms were fed A. platensis flour added to the
feed; in the second experimental treatment (T2), the diet consisted of the inclusion of
filtered A. platensis as live food, in addition to commercial food; and the last experimental
treatment (T3) consisted of the inclusion of A. platensis flour in the commercial feed and
as live food. Final average weight, growth rate (r), survival, and total haemocyte count
(HTC) were evaluated. At the end of the experiment, T» was 17.65% higher than T¢ in
final mean weight, and T3 was 80.67% higher than T¢ in total hemocyte count (HTC);
without presenting significant differences (p> 0.05). Similarly, T1 was 15.74% higher than
Tc with respect to survival (p> 0.05). The inclusion of A. platensis as live food (T2 and
Ts) resulted in significantly higher values in the growth parameters of L. vannamei (final
average weight and growth rate) in contrast to its inclusion as flour in commercial food

(p <0.05).

Keywords: Litopenaeus vannamei, Arthrospira platensis, growth, haemocytes.



1. INTRODUCCION

La produccién acuicola en el mundo se ha ido incrementando en los ultimos afos
gracias a su aporte al suministro de alimento y a la generacién de empleo, con un
menor impacto en las poblaciones naturales, lo que se traduce en la mejor opcion
frente a la explotacién de los recursos pesqueros (FAO, 2018). Sin embargo, como
toda actividad productiva presenta problemas, siendo la principal las elevadas
mortalidades en las primeras etapas de crecimiento de los organismos en cultivo,
debido principalmente a las enfermedades que contraen en cautiverio, lo que genera
grandes pérdidas econdémicas para el productor (Ahmed, Thompson y Glaser, 2019).
Actualmente se vienen implementando nuevas estrategias de bioseguridad durante
el cultivo e innovaciones tecnoldgicas; asi como el uso de biotecnologias en la
nutricion acuicola (FAO, 2018).

Precisamente, los investigadores han centrado su interés en la nutricion de
organismos acuaticos con la finalidad de mejorar el alimento suministrado,
considerando que ademas de cumplir con los requerimientos basicos del organismo;
este debe de mejorar el estado de salud de los organismos (Wells et al., 2016). En
consecuencia, actualmente se ha incrementado el uso de las microalgas como
alimento funcional, esto gracias a los multiples beneficios que presenta su ingesta,
entre ellos su efecto antioxidante y estimulador del sistema inmune (Cafavate, 2013;
2011; Gémez-Ariza et al., 2010). Entre las microalgas mas utilizadas tenemos las
cianobacterias Arthrospira platensis y Arthrospira maxima, y algunas cloroficeas
como Chlorella spp., Dunaliella spp. y Haematococcus pluvialis (Buono et al., 2014).
Destacando Arthrospira platensis por su alto valor nutricional y alto porcentaje de
proteina (55-70% de peso seco) (Habib et al., 2008; Hoseini, Khosravi-Darani y

Mozafari, 2013; Sanchez et al., 2003).



En el Peru, el cultivo de Litopenaeus vannamei representa una de las principales
industrias acuicolas, lo que se ve reflejado en los grandes porcentajes de cosecha y
el alto valor de sus divisas en las exportaciones (Ministerio de la Produccién, 2018).
Sin embargo, a pesar de la importancia de la industria camaronera en la economia
nacional, uno de los puntos criticos en el cultivo de L. vannamei es el alto porcentaje
de mortalidad, que alcanza hasta un 60% por campafia (Ministerio de la Produccion,
2010).

En ese sentido, la inclusion de A. platensis en la nutricion de los estadios iniciales de
vida de L. vannamei, caracterizada por una alimentacién filtradora, representa una
alternativa para la industria camaronera, al proveer de un alimento natural que por
sus elevados porcentajes de carotenoides beneficiaria el sistema inmunolégico de
los organismos haciéndolos mas resistentes ante la presencia de enfermedades, y
€en consecuencia a su crecimiento.

Por consiguiente, el proyecto tiene como objetivo incluir la cianobacteria A. platensis
en la dieta de post larvas y juveniles de L. vannamei, como aditivo en los piensos
comerciales y como alimento vivo en la columna de agua, y evaluar el efecto de su

inclusion en el crecimiento, sobrevivencia y recuento de hemocitos totales.



2. MARCO TEORICO

2.1 Acuicultura en el mundo y en América Latina y el Caribe

La acuicultura representa uno de los sectores productivos de alimentacién de
mayor perspectiva, al alcanzar en el afio 2016 una produccion mundial de 80
millones de toneladas (54.1 millones Tm de peces de aleta, 17.1 millones Tm de
moluscos, 7.9 millones Tm de crustaceos y 938 500 Tm de otros animales
acuaticos), lo que representd un 47 % del total de la produccion pesquera mundial
(171 millones Tm). Esto sin considerar la produccién de plantas acuaticas que
alcanzé un total de 30,1 millones Tm, donde predominan las algas marinas, de las
cuales 89 000 Tm fueron registros de microalgas. De acuerdo, al registro de
especies producidas a nivel mundial de la FAO, 369 especies corresponden a
peces de aleta, 109 a moluscos, 64 a crustaceos, siete a anfibios y reptiles, nueve
a invertebrados acuaticos y 40 a algas acuaticas. De las principales especies de
crustaceos producidos mundialmente, Penaeus vannamei “Camaron patiblanco”
alcanzo un 53 %, seguido de Penaeus monodon “Langostino jumbo”, cuya
produccion fue 9 % (FAO, 2018).

En cuanto a la produccién acuicola en América Latina y el Caribe (ALC), registra
un avance significativo para el afio 2017, 2.9 millones Tm, lo que representa un
20.8 % del total de la produccién pesquera (14.1 millones Tm) en la region; y un
aporte del 3.7 % a los cultivos mundiales. De todos los paises de la region, Chile
y Brasil, concentran el 61 % de la produccion acuicola regional; y el Peru se
encuentra en sexto lugar, con un volumen de produccién de 97 000 Tm, lo que
representa un 3.5 % del total de la produccion en ALC. Ademas, Penaeus
vannamei “Camaroén patiblanco” constituye la especie mas producida en la region
con un total de 742.2 miles Tm en el periodo 2015-2017 (27 % del total de

especies) (Wurmann G., 2019).



2.2

2.3

En general, la produccion acuicola en ALC presenta buenas perspectivas debido
sobre todo a que, a comparacién con otras regiones del mundo, esta regién
presenta sitios y condiciones naturales para el desarrollo de la acuicultura. Sin
embargo, este crecimiento debe ir de la mano con la mejora de directivas publicas
que inviertan en tecnologia acuicola y mayor capacidad del capital humano

involucrado en la industria acuicola (Wurmann G., 2019).

Acuicultura en el Peru

Si bien es cierto, el desarrollo de la acuicultura en Peru es incipiente en
comparacion con los demas paises de ALC, en la ultima década esta industria
alcanzé un incremento del 13 % en su produccién (Saldarriaga y Regalado, 2017).
Y para el afio 2017 produjo una cosecha total de 100 455 Tm con un incremento
del 0.26 % con respecto al afio 2016 (Ministerio de la Produccion, 2018). Esta
produccién se orienta basicamente al cultivo de 3 especies: Oncorhynchus mykiss
en acuicultura continental; Litopenaeus vannamei y Argopecten purpuratus, en
acuicultura marina (Ruiz Rios, 2012). En lo referente a la acuicultura marina, esta
alcanzo en el ano 2017 una produccion total de 39 427 Tm, lo que represento el
39.2 % de la produccion acuicola nacional, siendo los productos con mayor
produccion Litopenaeus vannamei con 27 492 Tm y Argopecten purpuratus con

11 927 Tm (Ministerio de la Produccion, 2018).

Cultivo de L. vannamei en el Peru

El cultivo de Litopenaeus vannamei se viene desarrollando desde inicios de 1970
principalmente en la zona préxima a los manglares, cerca al Ecuador (Yépez,
2012), y en la actualidad también se desarrolla en Piura (Baltazar, Palacios y Mina,

2014).



La cadena productiva se inicia con la produccion de semillas o la importacion de
postlarvas 12 (PL 12) de laboratorios certificados en Ecuador. Estas postlarvas
son aclimatadas aproximadamente 15 dias en tanques raceways, para luego ser
trasladadas a los estanques de precria durante 30 dias, esto en caso de que la
empresa cuente con estos estanques, sino fuese de esta manera, la etapa de
aclimatacion en los estanques raceways se extiende a 45 dias en total. La
siguiente etapa es el cultivo propiamente dicho donde se siembran los juveniles
de L. vannamei en estanques de tierra de 1 a 20 hectareas de superficie hasta su
cosecha cuando alcanza su peso comercial (10-25 g) al cabo de 3 0 4 meses de
cultivo. Cabe precisar, que en muchas empresas se prefiere realizar la siembra
directa de las postlarvas a los estanques de tierra, para reducir la mortalidad del
traslado. El siguiente eslabon es la industria del procesamiento del producto y
finalmente su posterior venta en el mercado (Baltazar, Palacios y Mina, 2014;
Mendoza, Berger y Berger, 2016)

En lo referente a la produccion, este sector ha podido superar grandes
adversidades (Mendoza, Berger y Berger, 2016); muestra de ello es lo sucedido
en el afio de 1999, cuando la industria de langostinos alcanzé una produccion de
4312 Tm que cay6 a 615 Tm en el afio 2000 debido a la enfermedad de la mancha
blanca; sin embargo, gracias a las innovaciones en el cultivo y las medidas
sanitarias impuestas, la actividad se recupero (Ruiz Rios, 2012). En la actualidad,
esta industria presenta un crecimiento notable y viene generando grandes
producciones, por ejemplo, el afio 2017 la cosecha de langostinos represento el
27,37 % de la produccion acuicola nacional, con un total de 27 492 Tm, lo que
significé un incremento del 34.5 % respecto al afio anterior donde la cosecha fue

de 20 441 Tm (Ministerio de la Produccion, 2018).



Respecto a las condiciones 6ptimas de la calidad de agua en el cultivo de L.
vannamei es fundamental el seguimiento de los parametros quimicos, fisicos y
biolégicos en el sistema. Es necesario el seguimiento diario del oxigeno disuelto
(mg/L), temperatura (°C), salinidad (ups) y pH, para que se mantengan dentro de
los rangos aceptables para evitar problemas en la tasa crecimiento y la
proliferacion de enfermedades (Cuéllar-Angel et al., 2010; Fenucci, 1988). En el
caso del oxigeno disuelto el rango normal es entre 4 y 12 mg/L, y debe ser siempre
superior a 2 mg /L (Tabla 1). La temperatura del agua debe estar entre 20y 32°C,
con un 6ptimo entre 22 y 30°C (Tabla 1). En cuanto a la salinidad, L. vannamei
presenta un amplio rango de tolerancia que esta entre 0.5y 45 ups (Tabla 1); esta
condicion ha permitido que se extienda su cultivo a condiciones de baja salinidad,
sobre todo como una alternativa a la contaminacion que se presenta en los
ambientes costeros (Godinez, Chavez y Gémez, 2011). El valor de pH debe ser
cercano al neutro o ligeramente alcalino (entre 7 y 9 unidades) (Tabla 1); sin
embargo, valores de 5 unidades han demostrado no ser nocivos para los

langostinos (Cuéllar-Angel et al., 2010).

Tabla 1. Rangos aceptados de parametros fisicoquimicos en
el cultivo de L. vannamei.

Parametro Rango
Oxigeno 4 -12 mg/L
Temperatura 20-32°C
Salinidad 0.5-45ups
pH 7-9

FUENTE: Cuéllar et al. (2010)
Los sistemas de cultivo de L. vannamei se pueden dividir, segun la densidad de
siembra, expresada en cantidad de organismos o biomasa (kg) por unidad de area
(ha o0 m?) o volumen (m?), en extensivo, semi-intensivo, intensivo y super-intensivo.

En Peru se maneja el cultivo semi-intensivo, el cual considera densidades entre
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10 y 30 PL/Litro en viveros o raceways, y entre 20 y 30 organismos/m? en

estanques de engorde (Yépez, 2012).

2.4 Litopenaeus vannamei

2.4.1 Clasificacion taxonémica

De acuerdo al «World Register of Marine Species» (2020) la posicion

taxondmica de esta especie es la siguiente:

e REINO: Animalia

e PHYLUM: Arthropoda

e SUBPHYLUM: Crustacea

e SUPERCLASE: Multicrustacea

e CLASE: Malacostraca

e SUBCLASE: Eumalacostraca

¢ SUPERORDEN: Eucarida

¢ ORDEN: Decapoda

e SUBORDEN: Dendrobranchiata

e FAMILIA: Penaeidae

¢ GENERO: Litopenaeus

o ESPECIE: Litopenaeus vannamei (Bone, 1931)
¢ NOMBRE COMUN: “Camarén Patiblanco”, “Langostino”

2.4.2 Habitat y ciclo de vida de L. vannamei

L. vannamei es nativo de la costa Oriental del Océano Pacifico, desde Sonora
en México hasta Tumbes en Perl, cuyas aguas tropicales normalmente
superan los 25° C todo el afio (FAO, 2016).

El ciclo de vida de esta especie es complejo, ya que transcurre entre las aguas
someras y oceanicas del Pacifico. Los especimenes adultos viven y desovan
en mar abierto, mientras que la postlarva (PL) migra a las aguas costeras
(estuarios, lagunas costeras o manglares) para desarrollar la etapa juvenil
hasta la etapa pre adulta. Cuando las hembras maduras (30-45 g) desovan
(100 000 - 250 000 huevos), la incubacién sucede aproximadamente 16 horas

después de la fertilizacion (externa). Luego de la eclosion, la primera etapa



larval es denominada nauplio; esta es plancténica y se nutren de su reserva
embrionaria. Las siguientes etapas larvarias son: protozoea, mysis y postlarva
temprana; estas continlan siendo plancténicas por algun tiempo, se
alimentan del plancton y son transportados a la costa por las corrientes del
mar. Las postlarvas cambian su alimentacién por detritos y organismos del

bentos (Dugassa y Gaetan, 2018; FAO, 2016).
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Figura 1. Ciclo de vida de L. vannamei. FUENTE: Hendrickx Michel E. (2002)

2.4.3 Morfologia externa de L. vannamei

El cuerpo de un individuo desarrollado de L. vannamei se divide en un cefalon
(5 segmentos), un térax (8 segmentos), y un abdomen (6 segmentos). El
cefaldn y el térax estan unidos en un cefalotérax. Cada uno de los segmentos
del cuerpo posee un par de apéndices. Presenta un par de ojos pedunculados
y un par de anténulas (primer par de antenas) y un par de antenas (segundo

par de antenas). Los apéndices bucales son: las mandibulas, las maxilulas
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(primeras maxilas) y las maxilas (segundas maxilas). Los 8 segmentos
toracicos estan divididos en 2 grupos: los maxilipedos (los 3 primeros pares)
y los pereiépodos (los 5 pares restantes). Los maxilipedos, funcionalmente,
se incorporan a los 3 pares de apéndices bucales. Los pereidopodos tienen
una funcion principalmente locomotora o prensil, y estan cada uno de ellos
consta de un exopodito y un endopodito; este ultimo conformado por 7 artejos
(coxopodito, basipodito, isquiopodito, meropodito, carpopodito, propodito y el
dactilopodito). Los apéndices de los primeros 5 segmentos abdominales son
los pledpodos, que son generalmente biramificados, y los apéndices del sexto
segmento abdominal son los urépodos, que se componen de un protopodio y
de dos ramas (exopodio y endopodio); ademas este Ultimo segmento
presenta una estructura de forma triangular: el telson (Hendrickx Michel E.,

2002).
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Figura 2. Morfologia externa de L. vannamei. FUENTE: Hendrickx Michel E. (2002)



2.5 Arthrospira platensis

2.5.1 Clasificacion taxondmica

De acuerdo a «Algaebase» (2020) la posicion taxondmica de Arthrospira

platensis es la siguiente:

. IMPERIO: Procariota

. REINO: Eubacteria

. SUBREINO: Negibacteria

. PHYLUM: Cianobacteria

. CLASE: Cianophyceae

. SUBCLASE: Oscillatoriophycidae
. ORDEN: Oscillatoriales

e  FAMILIA: Microcoleaceae
«  GENERO: Arthrospira V4
. ESPECIE: Arthrospira platensis (Gomont, 1892) T»

. NOMBRE COMUN: “Spirulina”

2.5.2 Habitat y ciclo de vida

Arthrospira platensis se encuentra en una gran variedad de habitats como el
suelo, pantanos, agua dulce, agua salobre, agua de mar y aguas termales;
sin embargo, hay condiciones que favorecen su crecimiento: agua salina
alcalina (> 30 g/L), pH alto (8.5 - 11.0 unidades), con un alto nivel de radiacién
solar en altitud en los trépicos. Algunos de los lugares que presentan estas
condiciones, y donde podemos encontrar naturalmente a A. platensis son los
lagos altamente alcalinos de Africa y México (Habib et al., 2008).

Respecto al ciclo de vida celular de A. platensis, Janson (1998) y Sanchez
et al. (2003) sefialan que este inicia con un tricoma (filamento) maduro que se
divide en varios filamentos pequefios (hormogonios), los cuales crecen con el
tiempo y se convierten nuevamente en un tricoma espiral. Este ciclo se puede
caracterizar en 4 etapas fundamentales: la fragmentacion del tricoma,

crecimiento de la célula de hormogonia, el proceso de maduracién y la
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elongacién del tricoma. La multiplicacién de la microalga ocurre solo por
fragmentacion, donde el tricoma maduro se divide en filamentos pequefos
llamados hormogonios gracias a la destruccién de una célula inteealar (célula
de sacrificio o necridio). En los hormogonios, la division celular ocurre por
fisibn binaria en un plano en angulo recto con el eje largo del tricoma. El

crecimiento es longitudinal hasta la elongacion.

Célua de sacrificio
(Necridio)

Hormogonia
células

Figura 3. Ciclo de vida de A. platensis. FUENTE: Sanchez et al. (2003)

2.5.3 Morfologia

Esta cianobacteria presenta una caracteristica morfolégica propia de su
género: la disposicion de los tricomas cilindricos multicelulares en una hélice
abierta a lo largo de toda su longitud (forma helicoidal de los filamentos o
tricomas), que se mantiene solo en un ambiente liquido o medio de cultivo.
Los tricomas presentan un color verde azulado (debido a que su principal
pigmento fotosintético es la ficocianina), estan envueltos por una vaina

delgada y estan compuestos de células vegetativas. Estos tricomas son
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solitarios, flotan libremente y muestran motilidad de deslizamiento (Habib
et al., 2011; Janson, 1998). Los tricomas tienen una longitud de 50 a 500 ym
y un ancho de 3 a 4 um. Ademas, una caracteristica importante es que las
cianobacterias tienen una pared celular que contienen peptidoglucano, un
heteropolimero sensible a la lisozima, que confiere forma y proteccion

osmotica a la célula (Habib et al., 2011).

2.5.4 Composicion bioquimica

Arthrospira platensis presenta un alto valor de proteina (55-70 % en peso seco)
con todos los aminoacidos esenciales, lipidos (6-13% en peso seco), entre los
que predominan los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) principalmente el
acido y-linolénico (36 % del total de PUFA), ademas contiene vitaminas como
la B1 (tiamina), B2 (riboflavina), B3 (nicotinamida), B6 (piridoxina), B9 (acido
félico), B12 (cianocobalamina), vitamina C, vitamina D y vitamina E; pigmentos
como la clorofila a, xantéfila y el B-caroteno, ademas de las ficobiliproteinas c-
ficocianina y aloficocianina; y es una fuente rica de potasio, entre otros
minerales (Habib etal., 2011; Hoseini, Khosravi-Darani y Mozafari, 2013;
Sanchez etal.,, 2003). Si bien es cierto, el crecimiento y la composicion
bioquimica de las microalgas pueden variar dependiendo de las condiciones
del cultivo, el uso extendido A. platensis como alimento funcional se debe
principalmente a su alto grado de digestibilidad por la ausencia de celulosa en
la pared celular y la facilidad de su cultivo (Habib et al., 2011; Vitén y Macias,

2016).
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2.6

2.7

Cultivo de Arthrospira platensis

El cultivo comercial de A. platensis tuvo su origen en el lago Texcoco en México,
a inicios de la década de 1970. Desde entonces su cultivo se fue extendiendo en
el mundo debido a su rapido crecimiento y gran aporte como insumo de proteina,
en comparacién con la produccion agricola.

La produccién de “Spirulina” puede realizarse en sistemas cerrados (biorreactores
de laboratorio, el cual no supone una produccion industrial) y abiertos (elegidos
para la produccién industrial). Este ultimo consiste en la utilizacién de estanques
con un islote central donde opera un sistema de paletas para la agitacion
constante de la microalga (Sanchez et al., 2003).

Los medios de cultivo para el crecimiento éptimo de cianobacterias son el BG11,
Zarrouk, entre otros. Ademas, factores ambientales como la luminosidad
(fotoperiodo 12/12, 4k luxes), temperatura (35- 37 °C), tamafio de inoculacion,
velocidad de agitacion, solidos disueltos (10 - 60 g/L), pH (8.5 - 10.5), calidad del
agua, presencia de macro y micronutrientes (C, N, P, K, S, Mg, Na, Cl, Cay Fe,
Zn, Cu, Ni, Co, W); influyen de gran manera en la productividad de esta microalga.
En cuanto a la temperatura, si bien es cierto el rango 6ptimo en laboratorio es
entre 35y 37 °C, al aire libre puede ser cultiva hasta en 39 °C por unas horas, sin
mostrar danos en la microalga, siendo su temperatura minima de cultivo a 15 °C

durante el dia e inferior a esta durante la noche (Habib et al., 2008).

Parametros inmunolégicos utilizados como indicadores de salud en

camarones peneidos

El uso de parametros inmunologicos es comun para evaluar las condiciones de
salud de los organismos. Entre los parametros mas utilizados en camarones estan

el recuento total de hemocitos (HTC), tiempo de coagulaciéon de hemolinfa,
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2.8

concentracion de proteinas totales, etc. EI HTC representa uno de los parametros
mas utilizados en camarones peneidos para evaluar el efecto de diferentes
condiciones ambientales. Los valores de HTC son muy variables dependiendo los
diferentes estados del camarén, sin embargo, los autores concuerdan en que el
aumento de HTC proporciona una mayor proteccién al individuo, debido a que
estos son los principales efectores de las respuestas inmunitarias (Morales y

Cuéllar-Anjel, 2014).

Las microalgas como alimento funcional en acuicultura

En la actualidad, los investigadores han centrado su interés en la nutricién de
organismos acuaticos con la finalidad de mejorar el alimento suministrado, en ese
sentido el concepto de alimento funcional ha cobrado relevancia. Olmos et al.
(2015) definen los alimentos funcionales como los alimentos que promueven el
crecimiento y la salud de los organismos cultivados, que sean sostenibles con el
medio ambiente y econdmicamente viables. Ademas, los alimentos funcionales
son referidos también como aditivos alimentarios (por ser afadidos a la mezcla
base del alimento) y algunos de ellos como inmunoestimuladores (por modular la
respuesta inmunitaria); y en general estos incluyen a los prebidticos, probiodticos,
simbidticos, extractos de plantas, nucleétidos, inmunoestimulantes como el B-
glucano, ademas de hongos, macroalgas, microalgas y sus derivados. Ademas,
su uso representa un alternativa frente a los antibiéticos, que podrian transferir la
inmunidad de especies bacterianas patégenas a los humanos (Van Doan et al.,
2019; Miranda, Lopez-Alonso y Garcia-Vaquero, 2017; Encarnagao, 2016; Ringa
et al., 2012; Dawood, Koshio y Esteban, 2018).

Las microalgas son consideradas alimentos funcionales porque contiene
compuestos bioactivos o fitoquimicos que benefician la salud de los organismos

mas alla de su nutricion basica (Wells et al., 2016). Algunos de los beneficios que
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2.9

presenta su ingesta son el efecto antioxidante y estimulador del sistema inmune
(Canavate, 2011; 2013; Gomez-Ariza et al., 2010).

Es asi que en los ultimos afios la produccion de microalgas ha presentado un gran
crecimiento en comparacion con otras fuentes naturales, debido a que pueden
desarrollarse en sistemas eficientes y controlados lo que hace posible cultivarlas
en diferentes partes del mundo, incluso en regiones que presentan condiciones
climaticas adversas donde no prosperan otros cultivos, ademas presentan un
metabolismo flexible lo que hace posible la produccion de moléculas especificas
(Buono et al., 2014; Christaki, Florou-Paneri y Bonos, 2011).

Las microalgas pueden ser anadidas a la dieta de diferentes maneras: como
alimento vivo y como insumo en la produccién de piensos; especificamente en el
cultivo de peces y crustaceos, esta biomasa se utiliza como aditivo alimentario
(Canavate, 2011; Gomez-Ariza et al., 2010).

Entre las microalgas mas utilizadas, debido a su valor nutritivo, destacan las
cianobacterias Arthrospira platensis y Arthrospira maxima, y algunas cloroficeas
como Chlorella spp., Dunaliella spp. y Haematococcus pluvialis (Buono et al.,
2014). Siendo la cianobacteria mas utilizada Arthrospira platensis como
ingrediente complementario y como suplemento de proteinas y vitaminas para las

dietas de organismos acuaticos (Andrade et al., 2018).

Uso de alimentos funcionales en camarones peneidos

El uso de inmunoestimuladores en el cultivo del camardn conlleva a la reduccion
del riego de contraer enfermedades cuando se presenten situaciones de estrés
propias del cultivo, como las manipulaciones por muestreos o sifones, cosechas
parciales, trasferencias; o por variaciones ambientales por recambio de agua,

inclusion de quimicos al agua, etc. (Berger, 2000).
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La mayoria de los reportes cientificos sobre los beneficios del uso de alimentos
funcionales en el cultivo de camarones peneidos, mencionan principalmente el
uso de componentes biolégicos que hacen el papel de moléculas de alarma que
activan el sistema inmune (inmunnoestimuladores), tales como fragmentos de
péptidos muramil, lipopolisacaridos (LPS), lipopéptidos, aciloligopéptidos,
extraidos de las paredes celulares de bacterias, y R-glucanos, extraido de la pared
celular de levaduras y hongos (Moullac et al., 1998; Rodriguez, 2017); los cuales
administrados de diferentes formas muestran un incremento de los parametros
inmunitarios (Campa-Cérdova et al., 2010; Setyawan et al., 2018; Pefia-Navarro,
Vargas-Cordero y Varela-Mejias, 2013; Luna Gonzalez et al., 2013; Rivera L.M.,
Trujillo L.E., Pais-Chanfrau J.M., Nunez J., Pineda J., Romero H., Tinoco O.,
Cabrera C., 2018).

Ademas, un menor numero de estudios en camarones peneidos describen los
beneficios del uso de las microalgas como alimentos funcionales en los
organismos cultivados cuando se consumen directamente o través de sus
derivados (compuestos activos). Es asi que Lépez-Elias et al. (2016) evaluaron
los parametros inmunolégicos y sobrevivencia en organismos de Litopenaeus
vannamei que fueron alimentados con dietas con 1 % (T1) y 2 % (T2) de Dunaliella
sp. (cultivada en condiciones de estrés para contener una mayor concentracion
de carotenos), otro grupo de camarones fueron infectados con el virus del
sindrome de mancha blanca (WSSV) y no fueron alimentados con Dunaliella sp.
(T3) y un blanco (camarones sin alimentacién con Dunaliella sp. y no infectados).
Los resultados muestran un incremento de la actividad de la lisozima, aglutinina,
fenoloxidasa y profenoloxidasa, asi como la resistencia a infecciones cuando L.

vannamei fue alimentado con Dunaliella sp.
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Por su parte, Ge et al. (2016) evidencian que el uso de Platymonas helgolandica,
Chlorella vulgaris y Chaetoceros mulleri en un sistema de cocultivo con L.
vannamei sin intercambio de agua tiene efectos positivos en la calidad del agua
(incremento del OD, mantenimiento del pH, disminucion del TAN y menores
valores en el recuento de Vibrio en el agua del tanque y en el estbmago e intestino
del camarén) y en la productividad del cultivo (mayor peso promedio final,
rendimiento y supervivencia), en comparacion con el control, el cual no presentaba
microalgas.

Una atencion importante en la tematica de estos estudios en camarones peneidos
lo representa Arthrospira (Spirulina) platensis, gracias a su alto valor en proteina.
Al respecto, Tayag et al. (2010) comprobaron que la administracién del extracto
de agua caliente de Spirulina platensis mediante inyeccidon e inmersion en
Litopenaeus vannamei mejord su respuesta inmunitaria (recuento de hemocitos
totales, la actividad de la fenoloxidasa, generacion de aniones superéxido,
actividad de la superdxido dismutasa, actividad de la glutation peroxidasa y la
actividad de la lisozima) y aumento la actividad fagocitica, la eficiencia de
eliminacién y su resistencia cuando fue expuesto a Vibrio alginolyticus.

Ademas, Silva-Neto et al. (2012) evaluaron la preferencia alimenticia y la tasa de
crecimiento de Litopenaeus vannamei alimentado con dietas suplementada con
harina de Spirulina, presentado como resultados que la harina de Spirulina
agregada al 0.5% en una dieta completa para juveniles de L. vannamei, con un
14% de harina de soya, fue significativamente mas preferida que la dieta control
(dieta complementada con 0,5% de un atrayente comercial), ademas no hubo

diferencias significativas en la tasa de crecimiento.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipdtesis
3.1.1 Hipotesis de investigacion

La adicién de Arthrospira platensis como alimento funcional en la dieta de
Litopenaeus vannamei mejora el crecimiento, sobrevivencia y el recuento total

de hemocitos.

3.1.2 Hipétesis nula

La adicion de Arthrospira platensis como alimento funcional en la dieta de
Litopenaeus vannamei no mejora el crecimiento, sobrevivencia y el recuento

total de hemocitos.

3.2 Objetivos
3.2.1 Objetivo general

Evaluar la adicion de Arthrospira platensis como alimento funcional en la dieta
de Litopenaeus vannamei y su efecto en el crecimiento, sobrevivencia y el

recuento total de hemocitos.

3.2.2 Objetivos especificos
e Evaluar la adicion de Arthrospira platensis como alimento vivo y aditivo en
los piensos de Litopenaeus vannamei.
o Determinar el peso promedio final, la tasa de crecimiento y sobrevivencia
de Litopenaeus vannamei.

e Evaluar el recuento total de hemocitos de Litopenaeus vannamei.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Lugar y periodo de ejecucion

El ensayo se realizé en el Laboratorio de Acuicultura de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru. La
prueba inicié el 2 de noviembre del 2019 y culminé el 14 de diciembre del 2019,

lo que comprendié una duracion total de 43 dias (6 semanas).

Figura 4. Laboratorio de Acuicultura "La Huaca"

4.2 Diseio experimental

Se utilizé un disefio experimental en bloques al azar que conté con tres
tratamientos y un control, con tres repeticiones cada uno. La unidad experimental
consistid de un acuario con agua de mar, alimento comercial con o sin A.

platensis, A. platensis filtrada y postlarvas de L. vannamei.

El tratamiento experimental N°1 (T4) consisti6 en la harina de A. platensis
afadida en una proporcion de 5g/Kg de alimento comercial. El tratamiento
experimental N°2 (T.) consistio en la adicion de A. platensis como alimento vivo
y el alimento comercial. El tratamiento experimental N°3 (T3) consistié en la

harina de A. platensis afiadida en una proporcion de 5g/Kg de alimento comercial
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y la adicién de A. platensis como alimento vivo. El control (T¢) consistio en el
alimento comercial que usualmente utiliza la langostinera para la alimentacién

de las postlarvas de L vannamei (Tabla 2).

Tabla 2. Disefio experimental en bloques al azar con tres tratamientos y un control,

cada uno con tres repeticiones

Tratamientos

Réplicas

Tc T4 T2 Ts
R1 Tc. T14 T24 T34
R2 Tc2 T2 T22 Ts2
R3 Tcs T13 T23 T33

El sistema experimental consisti6 de un total de 12 acuarios de vidrio
rectangulares de 60 L de capacidad total (59 cm de largo x 29 cm de ancho x 39
cm de alto). Todas las unidades experimentales contaron con un sistema de
aireacion constante que consistié en una manguera microporosa conectada a un
blower de 2 HP a través de una red de tuberias que las abastecia de aireacién a
los acuarios. La temperatura en el acuario se mantuvo constante a 30° C,
mediante la utilizacion de termostatos de 300 W.

En cada unidad experimental se sembraron aleatoriamente 241 postlarvas de 20
dias (PL20) de L. vannamei (0.006 = 0.003 g) en un volumen efectivo de 15 L de
agua marina filirada y esterilizada (16 PL/L), hasta el dia 37 de cultivo (cuarta
semana) cuando se incrementé el volumen de agua a 30 L (8 PL/L).

El agua de mar requerida para la limpieza diaria de los acuarios y para el
recambio de agua fue traida del Instituto del Mar del Peru (IMARPE) y

almacenada en bidones con aireacion constante.
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Figura 5. Sistema experimental (izquierda: Tcy T1; derecha: T2y Ts)

4.3 Cultivo de A. platensis

El cultivo de A. platensis se realizé en el Laboratorio de Acuicultura de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. La cepa utilizada fue traida del
Instituto del Mar del Pert, donde fue cultiva con medio Guillard /2.

El cultivo inicial se realizé en matraces de 500 mL donde se utilizé 250 mL de cepa
de A. platensis y 250 mL de medio de cultivo Bg11. El desdoble del cultivo se hizo
cada 7 dias, siendo trasvasado a matraces de 1 L (cultivo intermedio), bidones de
4 L (cultivo intermedio), y posteriormente a bidones de 6 L (cultivo final),
completando el volumen total con agua de mar artificial (preparada con agua
destilada y sal marina comercial), a una salinidad de 30 g/L. Para estas tres
ultimas fases se utilizd6 medio de cultivo Bayfolan en una cantidad de 0.3 mL, 0.4
mL y 0.5 mL para los volumenes de 1, 4 y 6 L, respectivamente. Este sistema de
cultivo se mantuvo bajo condiciones de laboratorio, con aireacion constante, a una
temperatura ambiental de 25 °C, fotoperiodo de 24:0 h e intensidad luminica de

4500 lux.
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Figura 6. Cultivo de A. platensis (izquierda: cultivo inicial en matraz de 500 mL;
derecha: cultivo final en bidén de 6L)

4.4 Aclimatacion de postlarvas de L. vannamei

Las postlarvas de 12 dias (PL12) fueron trasladadas desde la Langostinera
Tumbes SAC hasta Lima, via aérea. Antes de su traslado, el agua donde se
encontraban las postlarvas fue inyectada con oxigeno para su asegurar su
sobrevivencia durante el viaje. A su arribo al aeropuerto fueron transportadas
inmediatamente al Laboratorio de Acuicultura de la Facultad de Ciencias
Biologicas, UNMSM.

La aclimatacion se realizé en un acuario de vidrio rectangular de 500 L (80 cm de
largo x 120 cm de ancho x 60 cm de alto), con un volumen efectivo de 200 L de
agua marina traida del litoral de Chancay en Lima. Previamente a llegada de las
postlarvas, el agua de mar fue dejada para su maduraciéon durante 7 dias en un
acuario con aireacion constante y a temperatura de 30°C. Ademas, se agreg¢ al
agua de mar un mix del cultivo del rotifero Brachionus plicatilis (1L) y la microalga

Chlorella peruviana (1L) para mejorar la productividad del agua.
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Las postlarvas llegaron en una bolsa doble de plastico sellada herméticamente
contenida en una caja de tecnopor. Para la aclimatacién, se coloco la bolsa abierta
en el acuario y se realizaron recambios de agua de ambos lados hasta que los
valores de oxigeno disuelto y temperatura fueran iguales. En ese momento se
facilité la salida de los organismos hacia el acuario.

Durante la aclimatacién los organismos fueron alimentados 6 veces al dia con el
alimento comercial Nicovita Origin Camarén 0.3 (300 um de calibre) de la marca
Nicovita. La aclimatacion tuvo una duracién de 7 dias, luego de este tiempo las
postlarvas fueron trasladadas a los acuarios de experimentacion de manera
aleatoria. Previamente se realizé la primera biometria registrando 2900 postlarvas

de L. vannamei con un peso promedio inicial de 0.006 + 0.003 g.

W\ Ionoizasiond

Figura 7. Aclimatacion de postlarvas de L. vannamei
4.5 Alimentacion de L. vannamei

El alimento balanceado que se utilizo fue de la marca comercial Nicovita para
camarones con 45 % de proteina, que fue proporcionado por la Langostinera

Tumbes SAC (Tabla 3).
23



4.6

El alimento balanceado se adiciond a una frecuencia de 6 dosis durante los
primeros 30 dias de cultivo, luego la dosis fue reducida a un numero de 5 para los
dias restantes. La cantidad de alimento proporcionado estuvo en funcién a la
biomasa, con una tasa de alimentacion inicial del 25 % de la biomasa, la cual fue
disminuyendo 1 % por dia. El alimento para los primeros 7 dias fue Nicovita Origen
Camaron 0.5 (500 um de calibre), y Nicovita Origen Camarén 0.8 (800 um de
calibre) para los demas dias.

Este alimento se agrego al control y al tratamiento T, sin adicionar la harina de
microalga. Solo en los tratamientos T+ y T3 se le adiciond harina de microalgas.

Tabla 3. Contenido nutricional del alimento balanceado de Nicovita® Origin Camarén

Nutriente Contenido (%)
Proteina Minimo 45
Grasa Minimo 10
Humedad Méaximo 12
Ceniza Maximo 15
Fibra Maximo 2

Adicién de A. platensis al alimento comercial (T1y T3)

Para la obtencién de la harina de A. platensis se filtré el cultivo liquido en fase de
saturacion con una malla de 75 ym, de esta manera se logro separar el agua y la
pasta humeda de la microalga. La pasta humeda resultante se colocé en una
estufa a 30°C durante 24 horas obteniéndose la pasta seca, la cual fue macerada
para conseguir la harina.

La adicion de la harina de A. platensis en una proporcion de 5g/Kg de alimento
comercial, se realizé diluyendo la harina de la microalga con agua destilada en un
Becker y se homogenizé con ayuda de una bagueta. La harina disuelta se adiciond
al alimento comercial y se homogeniz6 con una espatula. La fuente con el alimento

se cubridé con papel aluminio y se colocé en una estufa a 30 °C durante 24 horas.
24



Figura 8. Adicion de la harina de A. platensis en el alimento (izquierda: pasta seca de A.

platensis; derecha: alimento comercial adicionado con A. platensis)

Figura 9. Izquierda: Alimento comercial; derecha: alimento adicionado con A. platensis

4.7 Adicion de A. platensis como alimento vivo a L. vannamei (T2 y Ts)

El volumen utilizado se determin6 en base a la tasa de filtracion de L. vannamei
alimentado con A. platensis, de acuerdo a la metodologia de Brito, Brito y Pereira,
2010. Para ello se disefié un sistema experimental en bloques al azar que contd
con 3 tratamientos de 3 repeticiones y un control cada uno, el que fue
acondicionado en un bafo maria. Cada unidad experimental estuvo conformada
por un beaker de 500 mL (agua de mar filtrada + cultivo liquido de A. platensis)
que se mantuvo con aireacién constante. El primer tratamiento (T1) consistié en
495 mL de agua de agua de mar filtrada y 5 mL de A. platensis; el segundo

tratamiento (T2) consistio en 490 mL de agua de mar filtrada y 10 ml de A.
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platensis; y el tercer tratamiento (T3) consistié de 485 mL de agua de mar filtrada
y 15 mL de A. platensis. La prueba se realizé para dos tamafios diferentes
(longitud total) de postlarvas de L. vannamei. En el primer grupo de tamafio (1.2 +
0.0697 cm) el numero de organismos por beaker fue de 6 y en el segundo grupo
de tamano (2.4 + 0.1003 cm), de 4. En los beakers control no se colocaron
postlarvas. Con una camara Sedgewick Rafter se realizé el conteo de tricomas/mL
contenidos en cada beaker, al inicio de la prueba (concentracion inicial) y al
trascurrir dos horas (concentracion final).

El calculo de la tasa de filtracidn se realiz6 mediante las siguientes operaciones
(Peters y Downing, 1984):

V (k-
TF (mL/individuo/hora) = %
donde TF: tasa de filtracion, V: volumen de prueba, y N: numero de animales.

LnCb; — LnCbh,

k (coeficiente de crecimiento) = T

donde Ln: logaritmo neperiano, Cbs. concentracion celular en el control al tiempo
t, Cho: concentracion celular inicial en el control, y T: periodo experimental.

LnC; — LnC,

f (coeficiente de alimentacion) = T

Una vez hallados los valores de tasa de filtracion, se hizo una extrapolacion de
este valor considerando una concentracién promedio del cultivo final de A.
platensis de 45000 tricomas/mL.

Considerando que en esta etapa L. vannamei presenta una tasa de filtracién
acelerada, la obtencion del valor final del volumen utilizado se realizé mediante
regresion lineal simple (Tabla 4). Debido a que el volumen final de A. platensis
para ser filtrado y agregado como alimento vivo se calculé en funcion de la longitud
total de L. vannamei, este vario semanalmente de acuerdo con la biometria

realizada a los organismos de los tratamientos T2 y Ts (Tabla 5).
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Tabla 4. Volumen utilizado de A. platensis para ser filtrado y agregado a los

tratamientos T2 y T3 por unidad experimental.

Semana Volumen de A. platensis (mL)
1

49
99

128
168

D O AW N

Cabe recalcar que se considerd agregar el volumen inicial de 6 mL para la primera
y la segunda semana del cultivo para aclimatar a los postlarvas a su alimentacién
con A. platensis.

Tabla 5. Longitud promedio * desviacion estandar de organismos

de L. vannamei de los tratamientos T2y T3

Semana Longitud promedio (g)

1 0.84 £ 0.21
3 1.89+£0.17
4 2.69+0.29
5 3.15+0.36
6 3.79+0.37

Para adicionar A. platensis como alimento vivo a las unidades experimentales de
los tratamientos T2 y T3 se utilizé la metodologia descrita por Macias-Sancho et al.
(2017), la cual consistié en filtrar un volumen determinado del cultivo en fase de
saturacion en una malla de 10 um. La biomasa filtrada fue lavada con agua destilada

y agregada a las unidades experimentales.
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4.8

4.9

Figura 10. Biomasa filtrada de A. platensis (a: volumen de la microalga a agregar, b:

biomasa obtenida, c: lavado de la biomasa, d: adicién a los acuarios)

Limpieza y mantenimiento del cultivo

Los acuarios fueron sifoneados a primera hora del dia con la finalidad de eliminar
los restos de heces y comida. Durante los 30 primeros dias de cultivo el sifoneo
fue diario, los dias restantes el sifoneo se realizé interdiario. Inmediatamente
después del sifoneo se agregd el agua necesaria para mantener el volumen de
agua inicial, teniendo en cuenta también los niveles de evaporacion del agua.
Diariamente se realizo la limpieza de las paredes de los acuarios, y se eliminaron

las mudas y los organismos muertos.

Control de parametros fisicoquimicos del agua

Los parametros fisicoquimicos se midieron 3 veces al dia (8:30; 13:30 y 18:30
horas). Con el multiparametro Ysi Professional Plus se registraron los valores de
temperatura (°C), concentracion de oxigeno (mg/L) y pH (unidades); para medir la
salinidad (ups) se utilizé el refractdmetro portatil Vee Gee STX-3.

28



4.10 Tasa de crecimiento de L. vannamei

Para la evaluacion del crecimiento en peso (g) de los organismos se considero
una muestra del 25% de la poblacion total (60 organismos por unidad
experimental). La biometria se realizd semanalmente, para lo cual los
organismos fueron capturados y agrupados en 6 beakers con 10 postlarvas cada
uno; inmediatamente se filtr6 el contenido de los beakers y se pesaron las
postlarvas utilizando una balanza analitica de 0.001 g de sensibilidad.

Para determinar la tasa de crecimiento de los organismos se utilizé el modelo
planteado por Hernandez-llamas y Ratkowsky (2004), en el cual el peso

promedio de un individuo (w) en el tiempo (f) esta dado por:
1—rt ’
we = wi + (Wp = wy) [( r )/(1 _ rc)]

Donde, w;es el peso inicial, wr es el peso final, r esta relacionado a la tasa de
crecimiento entre el inicio y el final del experimento y ¢ es el tiempo del

experimento.

Figura 11. Biometria de L. vannamei.
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4.1

412

Evaluacion de la sobrevivencia de L. vannamei

Para la determinacion de la sobrevivencia (%) se hizo un conteo total de los
organismos por cada unidad experimental al final de la experimentacion. Para
ello se redujo el nivel del agua a 10 L y se extrajeron los organismos por grupos
de 10 individuos. Al final del recuento los organismos fueron devueltos a los
acuarios y se completé el agua hasta el nivel inicial (30 L).

La sobrevivencia fue calculada como:

N
S =100 * t/Nl_
Donde, S esta expresado en porcentaje.

Recuento total de hemocitos (THC)

Se considerd el recuento total de hemocitos (THC) como Unico parametro
inmunoldgico que permita conocer el estado de salud de los organismos. Para
ello se extrajo individualmente la hemolinfa de 10 langostinos por cada unidad
experimental considerando solo los organismos de mayor tamano.

Previo a la toma de muestra se llevdé a cabo el acondicionamiento de los
organismos. En este procedimiento se colocaron los individuos seleccionados
en un bano frio (6°C por debajo de la temperatura inicial) para reducir su
metabolismo. Para ese fin se utilizdé una caja de tecnopor, se lleno hasta la mitad
con agua del mismo acuario y se colocaron placas congelantes dentro de bolsas
ziploc. Cuando se registrd la disminucion de la temperatura, se colocaron los
organismos durante 5 minutos (Pascual, Sanchez y Rosas, 2003); transcurrido
este tiempo se tomé al individuo y fue secado con una franela.

Para la extraccion de la hemolinfa se utilizd una jeringa hipodérmica desechable
de 1 ml con 100 uL de solucion anticoagulante fria (2-8 °C) (solucidn isotonica

para camarén, SIC-EDTA), la cual se descarto justo antes de la extraccion. La
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hemolinfa se extrajo del seno ventrolateral del abdomen insertando la aguja
suavemente a través de la membrana artrodial de la quinta pata. Seguidamente,
la hemolinfa fue depositada en un trozo de parafilm, colocado sobre una placa
congelante. Inmediatamente, con ayuda de una micropipeta, se tomé6 10 yL de
hemolinfa y se colocé en un tubo Eppendorf que contenia 20 pL de solucién SIC-
EDTA, considerando una proporcién de 1:2 (Vargas-Albores, Guzman y Ochoa,
1993). A esta mezcla, finalmente se agreg6 90 uL de formol al 5 %, considerando
una proporcion de 1:3 (Rubio-Gastélum et al., 2014).

Para el recuento total de hemocitos (THC) se introdujo la mezcla diluida en una
camara de Neubauer de 0,1 mm de profundidad y 0,0025 mm?, se dejo distribuir
homogéneamente las células durante 1 minuto y posteriormente se realizo el
conteo de hemocitos de 2 areas de 1 mm?. El numero total de hemocitos se
determiné aplicando la siguiente formula:

THC (células/ ml) = PPC x FD x 10000

Donde, PPC es el promedio de las particulas contadas, FD es el factor de

dilucién.
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1. Acondicionamiento de los organismos

2. Extraccion de hemolinfa

]

3. Recuento total de hemocitos en camara
Neubauer

Figura 12. Flujograma de la metodologia utilizada para la obtencion de la hemolinfa de

L. vannamei y el recuento total de hemocitos (THC)
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4.13 Analisis estadisticos

Se analizé6 si la media de las variables entre los tratamientos fue
significativamente diferente. Para definir las diferencias entre los tratamientos,
se utilizé diagramas de cajas y pruebas estadisticas. Debido a la cantidad de
datos se utilizaron pruebas estadisticas no parameétricas. La prueba de Kruskal
Wallis (KW) se utilizd para evidenciar si existio diferencia por lo menos en uno
de los grupos; en el caso de existir diferencia, se aplicé la prueba de Multiple
Comparacién de Kruskal Wallis (KWmc), para determinar cuales de los grupos
fueron diferentes entre si. Se consideré como nivel de confianza un 95%, por lo
que si el p-value es menor de 0.05 se evidencia que las diferencias son
significativas tanto en la prueba de KW como para la prueba de KWmc. Los datos

fueron procesados con el software estadistico R.
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5. RESULTADOS

5.1 Parametros fisicoquimicos del agua

Durante el desarrollo de la prueba en todos los tratamientos la media de la
temperatura fue de 30.75 £ 0.28 °C, variando entre 29.7 a 31.5 °C, presentado su
minimo valor en el dia 15 de la prueba en el T1 a las 18:30 h, y su maximo valor en
eldia6enel Tsalas 13:30 h.

Con respecto a la concentracion de oxigeno (O2) y el pH, estos presentaron un
comportamiento similar debido a que las variaciones de CO; y O; regularmente
controlan el pH observado en el sistema. Es asi, que la concentracion de oxigeno
disuelto en promedio fue de 5.28 + 0.25 mg/L, presentando un valor minimo de 4.27
mg/L el dia 36 de la prueba en el T3 a las 13:30 h y un maximo valor de 5.88 mg/L
el dia 1 de la prueba en T¢ a las 18:30 h. Asi mismo, el valor promedio del pH fue
de 8.15 = 0.13 unidades, presentando un valor minimo de 7.69 unidades el dia 35
de la prueba en el Tz a las 13:3 h y un maximo valor de 8.32 unidades el dia 4 de la
prueba en T1 a las 08:30 h. En general, estos dos parametros se mantuvieron
constantes hasta el dia 20 del experimento; sin embargo, entre el dia 33 al 36 del
experimento muestran un decaimiento, para luego recuperarse.

La salinidad en promedio fue de 35.15 + 0.94 ups, presentando un valor minimo de
31 ups el dia 21 de la prueba en el T¢ a las 8:30 h y un maximo valor de 39.67 el dia
12 de la prueba en Tz a las 13:30 h.

Graficamente, los parametros fisicoquimicos, no presentan diferencias marcadas;
sin embargo, se pueden observar leves diferencias para los parametros de
temperatura y oxigeno; es asi que las pruebas estadisticas evidencian que hubo
diferencias significativas entre los tratamientos para el caso de la temperatura, a
excepcion de los tratamientos Tc Y T, (p.value<0.05), de igual manera hubo
diferencias entre los tratamientos para el oxigeno disuelto, con excepcion de Ty To.
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El pH y la salinidad no presentaron diferencias entre los tratamientos (p.value>0.05)

(Figura 13).
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Figura 13. Diagrama de cajas de valores de temperatura, saturacion de Oz, pH y salinidad

por tratamiento: Tc (caja ploma), T1 (caja roja), T2 (caja verde), Ts (caja azul).

Finalmente, los valores medios para los parametros fisicoquimicos del agua se

muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Media y desviacion estandar de los parametros fisicoquimicos

durante toda la prueba

Parametro Media * desviacion estandar
Temperatura (°C) 30.75+£0.28

Oxigeno disuelto (mg/L) 5.28 +0.25

pH 8.15+0.13

Salinidad (ups) 35.15+£0.94
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5.2 Crecimiento de L. vannamei

Los resultados de la evaluacion del crecimiento en peso (g) de L. vannamei se
presentan en la Figura 14, donde se puede observar que la variabilidad por
tratamiento no es muy grande y que hasta el dia 15 del experimento no existen
diferencias marcadas entre los tratamientos, sin embargo, en el dia 22 (tercera
semana) se empieza a notar una diferencia en peso entre los tratamientos, a
excepcion de la prueba control y el tratamiento T» que siguen curvas muy
similares. El tratamiento T, es el tratamiento en el cual el organismo se mantiene
con mayor peso en el tiempo; mientras que el tratamiento T1 es el que menos

favorece al crecimiento.
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Figura 14. Peso promedio por individuo de L. vannamei (g) por tratamiento (Tc: negro, T1:
rojo, T2: verde, Ts: azul). La desviacion estandar por cada tratamiento también es

representada en las areas sombreadas
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Al finalizar la prueba se obtuvo el peso promedio final por cada tratamiento.
Graficamente se observan 3 grupos, el primero conformado por el T, el cual
obtuvo el mayor peso promedio final (0.60 £ 0.05 g), el segundo grupo conformado
por T4, el cual presenta el menor valor (0.51 £ 0.08 g), y el tercer grupo conformado
por Tc y T3 con un peso promedio final de 0.51 + 0.08 g y 0.51 + 0.05 g,
respectivamente (Figura 15).

Las pruebas estadisticas evidencian que existe diferencia significativa unicamente

entre T1y To.
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Figura 15. Diagrama de cajas del peso promedio final por tratamiento (Tc: negro, T+: rojo,

Ta2: verde, Ts: azul)

Ademas, los resultados de la evaluacion del crecimiento mediante el modelo de
Hernandez-Llamas y Ratkowsky (2004) muestran un buen ajuste en todas las

réplicas (Figura 16).

Los resultados para r muestran 3 grupos definidos: uno conformado por Tcy To; y
los otros 2, conformados por T1 y Ts. Asimismo, T3z es el que presenta el mayor
valor de r (0.982 + 0.004 semana™'), seguido de Tc y T2 con un valor de 0.974 +
0.001 semana™ y 0.974 + 0.008 semana™, respectivamente; mientras que el mas
menor valor lo representa T1 con 0.95 + 0.014 semana™ (Figura 17).

Las pruebas estadisticas evidencian que existe diferencia significativa unicamente

entre T1y Tz (p.value<0.05).
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Figura 16. Datos observados y modelados del crecimiento de L. vannamei bajo diferentes

tratamientos de alimentacion.
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Figura 17. Diagrama de cajas de la tasa de crecimiento por tratamiento (Tc: negro, T1:

rojo, T2: verde, Ts: azul)
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5.3 Sobrevivencia

5.4

Graficamente, la sobrevivencia, presenta 2 grupos definidos: uno conformado por
el Tc y el otro grupo, por los demas tratamientos. El T¢c presenta la menor
sobrevivencia con 54.77 £ 8.71 %; el T4, la mayor sobrevivencia (66.39 £ 5.70 %),
y el T2 y el T3 obtuvieron valores similares de 62.66 + 0.59 % y 61.96 + 7.53 %,
respectivamente (Figura 18).

Estadisticamente no existen diferencias significativas entre los tratamientos

(p.value<0.05).
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Figura 18. Diagrama de cajas de la tasa instantdnea de mortalidad (izquierda) y la

sobrevivencia (derecha) por tratamiento (Tc: negro, T1: rojo, T2: verde, Ts: azul)

Recuento total de hemocitos (HTC)

En el analisis del conteo total de hemocitos, los resultados muestran 2 grupos
definidos: uno conformado por Tc y T4y otro grupo integrado por T2 y Ts. El primer
grupo presenta los menores valores con 44.18 + 39.92 y 29.49 + 15.56 para Tc y
T4, respectivamente; y en el segundo grupo se observan los valores mayores con

68.31 £ 20.43 y 79.82 + 28.76 para T2 y T3, respectivamente (Figura 19).
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Estadisticamente no existen diferencias significativas entre los tratamientos

(p-value<0.05).

HTC (x10%a célulasiml)
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Tabla 7. Valores finales de la media + desviacion estandar de diferentes parametros

evaluados en L. vannamei alimentado con diferentes tratamientos

Tratamiento Peso final (g)

r (semana) S (%)

HTC (x105células/mL)

Tc
T1
T2
Ts

0.51 +£0.08
0.51 £0.08
0.60 +0.05
0.51£0.05

0.97 £0.001 54.77 £8.71
0.95+0.014 66.39+5.70
0.97 +0.008 62.66 +0.59
0.98 +0.004 61.96 +7.53

44.18 £ 39.92
29.49 + 15.56
68.31 £20.43
79.82 £ 28.76
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6. DISCUSION

Parametros fisicoquimicos del agua y calidad del agua

Si bien es cierto los parametros de temperatura y oxigeno tuvieron una variacion
significativa entre tratamientos durante el desarrollo del experimento, estos estuvieron
siempre entre los rangos aceptados para el cultivo de L. vannamei, al igual que el pH 'y
la salinidad, que no presentaron diferencias (Cuéllar-Angel et al., 2010).

Cabe resaltar que los acuarios estuvieron siempre con un termostato programado a una
temperatura de 30 °C y cubiertos con una plancha de tecnopor, sin embargo, las
variaciones de la temperatura ambiental y la disposicion de los acuarios entre si,
repercutieron en los valores para cada tratamiento. Asi mismo, las variaciones de
oxigeno disuelto en el cultivo estan sujetas al consumo de oxigeno de los organismos,
que sera mayor a medida que los organismos crezcan y podran ser diferentes entre los
tratamientos dependiendo de las variaciones de la biomasa por las mortalidades que se
presenten durante el cultivo. Ademas, es importante mencionar que, si bien es cierto,
todos los organismos utilizados provienen de un mismo lote, el crecimiento de las
postlarvas varia, es asi que en un mismo acuario se forman diferentes grupos de
tamafo: grandes, medianos y pequefos (Departamento de Pesca, 1989); lo que
conlleva también a un consumo de oxigeno diferente, incluso en los mismos
tratamientos.

Durante el desarrollo del cultivo, con respecto a los parametros de oxigeno disuelto y
pH, estos tuvieron una tendencia a disminuir sus valores en el dia 33 de la prueba, esto
se debid a que el sistema llegd a su maxima capacidad de carga (Kubitza, 2016), lo que

fue corregido con un aumento del volumen de agua (Meyer, 2004).
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Crecimiento

Los resultados de peso promedio final mostraron el mayor valor en el tratamiento
experimental T, por encima del tratamiento control (T¢), siendo el menos favorecido Th.
De manera similar, los resultados de la evaluacion de la tasa de crecimiento (r)
evidencian que el mayor valor lo obtuvo el tratamiento T3, por encima del tratamiento
control (T¢) y T1 obtuvo el menor valor. Asi mismo para ambos parametros se
observaron diferencias significativas unicamente entre los tratamientos experimentales
Ti- T2 y T4-Ts, para el peso promedio final y r, respectivamente. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Macias-Sancho (2015), quienes evaluaron el peso
promedio final de L. vannamei cocultivado con A. platensis y obtuvieron los mayores
valores en el tratamiento experimental donde fue incluida A. platensis (18,75% superior)
sin presentar diferencias significativas respecto al tratamiento control. Ademas, en otro
estudio realizado por Silva-Neto etal. (2012), quienes evaluaron el crecimiento de
juveniles de L. vannamei alimentados con dietas suplementadas con harina de Spirulina
y una reduccion de la harina de pescado, demostraron que el peso corporal final de los
camarones alimentados con los tratamientos experimentales no fue significativamente
diferente de los observados para sus controles. Incluso, Jaime-Ceballos et al. (2005)
obtuvieron una longitud total de larvas de L. schmitti alimentadas con dietas con
Spirulina como aditivo, significativamente menores que la dieta control (larvas
alimentadas con Artemia).

Parametros zootécnicos como el peso promedio final por individuo considerado en el
presente estudio, son importantes de considerar sobre todo por su utilidad en el cultivo
de camarones, donde son utilizados como el principal indicador del crecimiento que
permite la toma de decisiones en el manejo, por ejemplo, para transferencias o cosecha.
Sin embargo, considerar modelos de crecimiento, como el de Hernandez-Llamas y
Ratkowsky (2004), que se ajusten bien al tipo de especie en evaluacion; permite realizar
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predicciones de crecimiento mas acertadas (Aragén-Noriega, 2016), y a su vez obtener
parametros de crecimiento validos, sobre todo cuando el periodo de estudio se
encuentra dentro de la fase exponencial del crecimiento del organismo y por lo tanto no
cubre un intervalo amplio de tiempo que muestre la asintota de la curva de crecimiento
(Serna-Gallo, 2014), como fue el caso de del presente estudio. A pesar de ello, su
aplicacion en la evaluacién del crecimiento en camarones peneidos tratados con
alimentos funcionales, hasta ahora no ha sido considerado por los estudiosos en ese

tema.

Sobrevivencia

Los valores de sobrevivencia fueron relativamente bajos (entre 54.77 + 8.71 % y 66.39
1 5.70 %), y no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos. Sin embargo,
todos los tratamientos experimentales presentaron los mas altos valores con respecto
al tratamiento control.

El grado de mortalidad en el ensayo se debid a la disminucién de los niveles de oxigeno
en los acuarios presentada en el dia 33 del cultivo (semana 4); lo que fue resuelto
corrigiendo la densidad de cultivo, como se mencioné antes. Se debe de tener en cuenta
que esa condicion fue igual para todos los tratamientos.

De manera general, la mayoria de los estudios que evaluaron la inclusion de A. platensis
en la dieta de L. vannamei, no mostraron diferencias significativas para la sobrevivencia
cuando se compararon los tratamientos experimentales y el control (Silva-Neto et al.,
2012; Jaime-Ceballos etal.,, 2005; Macias-Sancho, 2015); e incluso cuando si
presentaron diferencias significativas para otros parametros como niveles de nitrégeno
(Chuntapa, Powtongsook y Menasveta, 2003) y parametros de crecimiento e
inmunoldégicos (Chen et al., 2016; Macias-Sancho et al., 2014). Lo que concuerda con

los resultados obtenidos en el presente estudio.
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Recuento total de hemocitos

Los resultados para HTC mostraron los valores mas altos en los tratamientos
experimentales T2 y T3, superiores al control, y el menor valor en el T1. Sin embargo, no
se presentaron diferencias estadisticamente validas entre todos los tratamientos.

En otros estudios referidos a la misma tematica si se presentaron diferencias
significativas para este parametro, sin embargo, tuvieron otra metodologia para la
inclusion de la microalga. Es el caso de Tayag etal. (2010), quienes evaluaron la
respuesta inmune de L. vannamei que recibieron extracto de agua caliente de S.
platensis mediante pruebas de inyeccion e inmersion, encontrando valores
significativamente mayores para el recuento total de hemocitos, recuento de células
hialinas y el recuento de células granulares. Por otro lado, Macias-Sancho et al. (2014),
encontraron diferencias significativas en el porcentaje de hemocitos hialinos y
granulares en los camarones alimentados con dietas con al menos un 25% de
reemplazo de harina de pescado.

Si bien es cierto el HTC es uno de los parametros hemato-inmunolégicos mas utilizados
como indicador del estado de salud de los organismos, sus valores pueden variar debido
a las condiciones de cultivo, y el estadio de vida de los organismos. A esto se suma que
no hay consenso entre los investigadores en estandarizar los métodos y unidades de
conteo, lo que dificulta la comparacion entre los diferentes estudios (Morales y Cuéllar-
Anjel, 2014).

Por ello es fundamental considerar ademas otros parametros inmunoldgicos que
comprueben realmente el estado de salud de los organismos. Una alcance de ello, nos
brinda el estudio realizado por Chen etal. (2016), quienes sugieren que la harina de
Spirulina, y por consiguiente la inclusion de Spirulina en la dieta de los organismos en
cultivo, “puede inducir un efecto positivo en el reconocimiento de patrones LGBP, y por
consiguiente generar una activacion del sistema inmune innato”, lo que se vio reflejado
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en un aumento significativo en los valores de los pardmetros inmunoldgicos como la
actividad de la lisozima, desgranulacion de los hemocitos, tamafio celular de los
hemocitos, activacién del sistema profenoloxidasa (actividad de la fenoloxidasa,
actividad de la serina proteinasa, la liberacion de aniones superoxidos), respecto a los
tratamientos controles.

Como ya fue descrito, en el presente estudio los parametros de crecimiento,
sobrevivencia e inmune fueron mayores en los tratamientos experimentales (T2 y Ta),
sin embargo, estadisticamente no se presentaron diferencias significativas respecto al
tratamiento control.

Respecto a ello, es importante mencionar que los estudios que presentaron diferencias
estadisticamente validas para los parametros evaluados entre los tratamientos
experimentales y sus respectivos controles fueron aquellos donde se consideraron
niveles de inclusion de A. platensis muy alto. Este es el caso de Macias-Sancho et al.
(2014), quienes encontraron diferencias significativas en los parametros de crecimiento
e inmunologicos a niveles de 25%, 50%, 75% y 100% de sustitucion de harina de
pescado con harina de A. platensis; y de Chen et al. (2016), quienes solo encontraron
diferencias significativas en el crecimiento en peso y la actividad de la lisozima de L.
vannamei en los tratamientos donde se adicion6 Spirulina en una proporcion de 60g/Kg
de alimento comercial, y de 30 g/kg y 60 g/kg, respectivamente.

Sin embargo, la inclusién de niveles muy altos de microalgas como aditivo en piensos
comerciales, hasta la actualidad, es poco factible de replicarlo a gran escala, debido a
su alto costo de produccion. Por ello considerar niveles adecuados de adicion y
demostrar su eficiencia en el cultivo es de suma importancia. Referente a ello, ya quedoé
demostrado, que incluso, niveles bajos de inclusion de A. platensis (0.5 % de adicién),
en la dieta de L. vannamei, como el utilizado en este estudio, presenta una gran

atractibilidad para estos organismos, sin embargo, no presenta mayores valores de
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crecimiento y sobrevivencia (Silva-Neto et al., 2012), por lo que aun se deben considerar
evaluar parametros inmunolégicos mas representativos que verifiquen el estado de
salud de los organismos.

Ademas, estudios demuestran que la inclusién de alimentos funcionales en la
alimentacion de los organismos presenta mejores resultados a nivel de parametros
como el crecimiento, sobrevivencia y factor de conversion alimenticia (FC) en los peces
que en los crustaceos; esto debido principalmente al método de alimentacién, ya que
los peces comen los pellets completos y los camarones fragmentan los pellets, lo que
resulta en un pérdida de los componentes alimenticios en el agua de cultivo y como
consecuencia los aditivos no son aprovechados en su totalidad por los organismos
(Olmos et al., 2015).

Otro aspecto importante es el gran tamafo que alcanza Arthrospira platensis (20-500
Mm) lo que podria ser un factor negativo para que las postlarvas de L. vannamei la filtren
con facilidad (Ghaeni etal., 2011). De lo anterior, se desprende que un mejor
aprovechamiento de esta microalga como alimento vivo, y por consiguiente un
incremento estadisticamente valido de parametros de crecimiento e inmunoldgicos, se
presenta en organismos de mayor tamarfio a los experimentados en este estudio (0.06
g); tal como se demuestra en otros ensayos, donde se utilizaron camarones juveniles
con un peso promedio inicial de 4.32 g (Sombatjinda et al., 2014) y 4.6 g (Chuntapa,
Powtongsook y Menasveta, 2003). Ademas, limitar el alimento microalgal a
concentraciones exactas segun su tasa de ingestion, podria generar un mayor gasto de
energia en el camarén al verse obligado a filtrar la microalga en grandes voliumenes de
agua y por consiguiente un menor aprovechamiento del mismo.

Los resultados en el presente estudio muestran diferencias significativas entre los
tratamientos experimentales T1 y T2 en peso promedio final y entre T1 y T3 en tasa de

crecimiento, es decir, en cualquiera de los casos, se evidencia mejores resultados
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cuando L. vannamei fue alimentado con A. platensis adicionada como alimento vivo a
diferencia de cuando fue adicionada como harina en los pellets comerciales. Estos
resultados pueden deberse a que no se incorporé algun tipo de ligante en la preparacion
de la dieta donde A. platensis fue adicionada en una proporcion de 5g/kg, a esto se
suma que los camarones fraccionan el alimento cuando se alimentan; lo que pudo
ocasionar la lixiviaciéon del componente microalgal de los pellets, su incorporacion al
cuerpo de agua, y por consiguiente una disminucion de la calidad del agua, lo que se
tradujo en un ambiente desfavorable para el crecimiento de los camarones.

En contraste, en el T2 y T4, la microalga se encontraba disponible en el cuerpo de agua,
y a pesar de las dificultades en su ingestiéon ya mencionadas, los camarones tenian un
consumo real de la microalga, lo que favorecié el crecimiento de los camarones.

Los resultados provistos en este estudio son significativos para los trabajos sobre
nutricion en camarones peneidos, y la metodologia podra ser considerada, con
correcciones, para evidenciar en trabajos futuros la eficiencia en la adiciéon de A.
platensis en la dieta de L. vannamei.

En lineas anteriores se han descrito razones validas para fundamentar la posicion
desfavorable del tratamiento T1 con respecto a los demas tratamientos, sobre todo con
los tratamientos T> y T3 con los cuales las diferencias a nivel de parametros de
crecimiento y recuento de hemocitos totales (HTC) fueron significativamente menor. Sin
embargo, es fundamental mencionar que el tratamiento T1 fue el que obtuvo el mayor
valor en sobrevivencia de los camarones. Y respecto a ello, se sabe que un sistema
donde la sobrevivencia es mayor, se tiene una mayor biomasa la cual demanda mayores
niveles del oxigeno disuelto en el agua, siendo esta condicién limitante para el
crecimiento de los camarones; por lo tanto, resulta légico los valores obtenidos para el

tratamiento T.
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7. CONCLUSIONES

La adicion de A. platensis como alimento funcional en la dieta de L. vannamei
indujo valores similares para el peso promedio final, tasa de crecimiento,
sobrevivencia y el recuento total de hemocitos en todos los tratamientos.

El crecimiento de los organismos de L. vannamei expresado en peso promedio
final (g), fue superior en los organismos alimentados con A. platensis incluida
como alimento vivo y alimento comercial (T2); y el crecimiento expresado en tasa
de crecimiento (semana) fue mayor cuando los organismos fueron alimentados
con A. platensis como alimento vivo y alimento comercial (T3). Ademas, los
tratamientos experimentales T2 y T3 donde se incluyé a A. platensis como
alimento vivo fueron significativamente mejores en comparacion con el
tratamiento experimental T1 donde se adiciond la harina de la microalga en los
pellets comerciales, a nivel de peso promedio final (17.65 % superior) y tasa de
crecimiento (3.16 % superior), respectivamente.

La sobrevivencia de los organismos de L. vannamei fue 15.74 % superior que el
tratamiento control (Tc) en los organismos alimentados con A. platensis
adicionada al alimento comercial (T+); asi mismo los demas tratamientos
experimentales presentaron los porcentajes mas altos de sobrevivencia con
respecto al tratamiento control, sin embargo, estas diferencias no fueron
significativas.

El recuento de hemocitos totales (HTC) en los organismos de L. vannamei fue
80.67 % superior que el tratamiento control (Tc) en los organiamos alimentados
con A. platensis como alimento vivo y alimento comercial (T3), sin embargo, no

presento diferencias significativas.
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8. RECOMENDACIONES

Se debe considerar incluir un ligante comercial en la preparacion de las dietas
cuando se adiciona la harina de microalgas al alimento comercial.

Se necesita comprender mejor el mecanismo de accién de los componentes
funcionales y nutricionales de A. platensis que se lleva a cabo a nivel molecular
en el sistema inmune de los camarones, para asi considerar los parametros

inmunoldgicos precisos que nos indiquen el estado de salud de los camarones.
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10. ANEXOS
ANEXO 1. Pruebas de Kruskal Wallis y de Multiple Comparacién de Kruskal Wallis para

los diferentes parametros ambientales (temperatura, salinidad, concentracion de O, y

pH). Nivel de confianza de 95%.

TEMPERATURA

Prueba de Kruskal Wallis (KW)

Chi-cuadrado

2121

Grados de libertad

p-value

2.2e-16

Prueba de Multiple Comparaciéon de Kruskal Wallis (KWmc)

Comparaciones | Diferencia observada | Diferencia critica | Diferencia
Te-To 132.45495 45.44138 Si
Te-T2 19.01351 45.44138 NO
Tc-Ts 117.46847 45.44138 Si
T+-To 113.44144 45.44138 Si
T1-T3 249.92342 45.44138 Si
T2-Ts 136.48198 45.44138 Si

OXIGENO DISUELTO
Prueba de Kruskal Wallis (KW)
Chi-cuadrado | 81.323 | Grados de libertad | 3 | p-value | 2.2e-16

Prueba de Miiltiple Comparacion de Kruskal Wallis (KWmc)

Comparaciones | Diferencia observada | Diferencia critica | Diferencia
Te-Ty 68.396396 45.44138 Si
Tc-T2 58.842342 45.44138 Si
Tc-Ts 153.878378 45.44138 Si
T1-T2 9.554054 45.44138 NO
T4-Ts 85.481982 45.44138 Si
To-Ts 95.036036 45.44138 Si
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E2

Prueba de Kruskal Wallis (KW)

Chi-cuadrado

2.4837

Grados de libertad

3 | p-value

0.4782

SALINIDAD

Prueba de Kruskal Wallis (KW)

Chi-cuadrado

5.9518

Grados de libertad

3 | p-value

0.114

ANEXO 2. Prueba de Kruskal Wallis y de Multiple Comparacion de Kruskal Wallis para

el peso promedio final. Nivel de confianza de 95%.

PESO PROMEDIO FINAL

Prueba de Kruskal Wallis (KW)

Chi-cuadrado

7.6154

Grados de libertad

3 | p-value

0.05467

Prueba de Miiltiple Comparacion de Kruskal Wallis (KWmc)

Comparaciones | Diferencia observada | Diferencia critica | Diferencia
Tc-Ty 5 7.766819 NO
Tc-Tz 3 7.766819 NO
Tc-Ts 0 7.766819 NO
T4-T2 8 7.766819 Si
T4-Ts 5 7.766819 NO
T2-Ts 3 7.766819 NO

ANEXO 3. Prueba de Kruskal Wallis y de Multiple Comparacion de Kruskal Wallis para

la tasa de crecimiento. Nivel de confianza de 95%.

TASA DE CRECIMIENTO

Prueba de Kruskal Wallis (KW)

Chi-cuadrado

8.7436

Grados de libertad

3 | p-value

0.0329
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Prueba de Multiple Comparacion de Kruskal Wallis (KWmc)

Comparaciones | Diferencia observada | Diferencia critica | Diferencia
Tc-Ty 5.0000000 7.766819 NO
Tc-T2 0.6666667 7.766819 NO
Tc-Ts 3.6666667 7.766819 NO
T4-T2 4.3333333 7.766819 NO
T4-Ts 8.6666667 7.766819 Si
T2-Ts 4.3333333 7.766819 NO

ANEXO 3. Pruebas de Kruskal Wallis para la sobrevivencia. Nivel de confianza de 95%.
No se aplicé la prueba de Multiple Comparacion de Kruskal Wallis debido a que no

existen diferencias entre los tratamientos.

SOBREVIVENCIA

Prueba de Kruskal Wallis (KW)

Chi-cuadrado | 3.7329 | Grados de libertad | 3 | p-value | 0.2918

ANEXO 4. Prueba de Kruskal Wallis para el recuento total de hemocitos (HTC). Nivel
de confianza de 95%.
No se aplicé la prueba de Multiple Comparacion de Kruskal Wallis debido a que no

existen diferencias entre los tratamientos.

RECUENTO TOTAL DE HEMOCITOS

Prueba de Kruskal Wallis (KW)

Chi-cuadrado | 5.359 | Grados de libertad | 3 | p-value | 0.1473
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