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ABSTRACT

RESUMEN

In aquaculture, producing the rotifer Brachionus
plicatilis involves a continuous input of microalgae with
specific requirements of culture variables. Thus, attempts
are made to find new native microalgae strains that meet
the nutritional needs of B. plicatilis and are adapted to the
local environmental conditions. In our study we isolated
and identified microalgae from Bahia de La Paz, B.C.S.
and the Ahome estuary, Sinaloa, Mexico. Growth and
bromatological composition of three Chaetoceros sp.
(key number LPU-2, LPU-3, and LPU-4), Synechococcus
sp. (key number LPU-10) and Dicrateria sp. (key number
LPU-8) were evaluated, as well as their effect on growth
and composition of the rotifer B. plicatilis. The microalga
Isochyrisis galbana was used as control.

Rotifers were assessed in 17 L units at 22 °C during
7 days. These organisms were fed on a daily basis
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En la acuicultura, la produccidon de Brachionus
plicatilis implica el abasto continuo de microalgas con
requerimientos especificos de control de variables de
cultivo, por ello se busca proponer nuevas cepas de
microalgas nativas para alimentacion de Brachionus
plicatilis que cubran sus requerimientos nutricionales
y estén adaptadas a condiciones ambientales locales.
En este estudio se aislaron e identificaron especies de
microalgas provenientes de la Bahia de La Paz, B.C.S. y
estero de Ahome, Sinaloa, México. Tres Chaetoceros sp.
(clave interna LPU-2, LPU-3, LPU-4), Synechococcus sp.
(clave interna LPU-10) y Dicrateria sp. (clave interna LPU-
8), ademas de Isochyrisis galbana (control) de las cuales
se evaluo su crecimiento, su composicion bromatolégica
y su efecto en el crecimiento y composicion en el rotifero
B. plicatilis.

La evaluacion en rotiferos se realizé en unidades de 17
L, a 22°C por 7 dias. Los rotiferos fueron alimentados
diariamente, obteniendo las mayores densidades de
48 rot. mL-' con Chaetoceros sp. LPU-2 y con la dieta
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and reached the highest densities (48 rot. mL-") with
Chaetoceros sp. LPU-2 and the control diet (/. galbana).
The bromatological composition of rotifers was modified
according to the microalga ingested, the highest lipid
and protein concentrations were found with the following
diets: Chaetoceros sp. LPU-2, Dicrateria sp. LPU-8, and /.
galbana. Hence, the microalga Chaetoceros sp. LPU-2 is
suggested for culture to feed Brachionus plicatilis.

control (I. galbana). La composicion bromatologica
de los rotiferos se vio modificada por las microalgas
consumidas, encontrando las mayores concentraciones
de lipidos y proteinas con la dieta con las microalgas
Chaetoceros sp. LPU-2, Dicrateria sp. LPU-8 e I
galbana. Por lo anterior, se recomienda la microalga
Chaetoceros sp. LPU-2 para su cultivo y alimentacion de
Brachionus plicatilis.
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Endemic microalgae, Brachionus plicatilis, composition,
live feeds.

Microalgas endémicas, Brachionus plicatilis, composicion,
alimento vivo.

Introduction

Rotifers are part of the microzooplankton and
due to their unique characteristics, these organisms have
been widely employed as an essential source of feed for
fish larvae (marine and fresh water) in aquaculture (Odo
et al., 2015). Two thousand rotifer species have been
described, most of them belong to fresh water bodies and a
lesser number to marine environments (Lubzens & Zmora,
2003). From the two most important marine rotifer species
in mariculture, Brachionus plicatilis is the most frequently
used to feed several fish and crustacean species (Rehberg-
Haas et al., 2015), the nutrients provided by the rotifer vary
according to its diet. In addition, B. plicatilis is not difficult to
digest and easily transfers nutrients (essential amino acids
and long-chain fatty acids) to the organism that feeds on
it, therefore, this species is largely employed in larviculture
(Zhou et al., 2009).

The mass production of rotifers in commercial laboratories
demands high quantities of live feed (microalgae) with
high nutrimental value and physiological characteristics
that enable its consumption by B. plicatilis. However,
one of the main disadvantages of microalgae mass
culture is the high production costs of using traditional
microalgae (Isochrysis galbana, Nannochloropsis
oculata, Tetraselmis suecica, Dunaliella salina, Paviova
lutheri, Chaetoceros muelleri, and Thalassiosira
pseudonana) (Wikfors & Ohno, 2001). These species
be cultured under very specific controlled
parameters such as light (120-170 pmol photons m-
s™), salinity (32-36 UPS), temperature (19-23°C), among
others. Therefore, in order to reduce production costs,
alternatives are pursued through the use of new native
microalgae species that are adapted to the environment
of the working area. Specially microalgae from tropical

must

Introduccioén

Los rotiferos pertenecen al micro-zooplancton
que han sido ampliamente usados como fuente esencial
de alimento en la produccion de larvas de peces de agua
dulce y marinos por sus caracteristicas Unicas (Odo et
al., 2015). De las 2000 especies de rotiferos descritas, la
mayoria pertenecen a agua dulce y la menor proporcién son
marinos (Lubzens & Zmora, 2003). De las dos principales
especies de rotiferos marinos, el Brachionus plicatilis es
el mas usado en maricultura como alimento de diversos
peces y crustaceos (Rehberg-Haas et al., 2015), variando
su aporte nutricional de acuerdo al alimento consumido.
Adicionalmente, es una especie con alta facilidad para la
trasferencia de nutrientes (aminoacidos esenciales y acidos
grasos de cadena larga) al organismo que se alimenta con
este y es facil de digerir, por todo esto es de las especies
mas usadas en larvicultura (Zhou et al., 2009).

La produccién masiva de rotiferos en laboratorios comerciales
demanda altas cantidades de alimento vivo (microalgas) de
alto valor nutrimental y con caracteristicas fisioldgicas que
permitan su aprovechamiento por B. plicatilis. No obstante,
una de las desventajas de la produccién masiva de microalgas
son los altos costos de producciéon que conlleva el abasto de
las especies de microalgas tradicionales: Isochrysis galbana,
Nannochloropsis oculata, Tetraselmis suecica, Dunaliella
salina, Paviova lutheri, Chaetoceros muelleri y Thalassiosira
pseudonana (Wikfors & Ohno, 2001). El cultivo de las anteriores
especies requieren de control de parametros de cultivo muy
especificos como: luz (120-170 pmol fotén m2 s™), salinidad (32-
36 UPS), temperatura (19-23°C) entre otros. Es por ello, que
se buscan alternativas para reducir los costos de produccion
mediante el uso de nuevas especies de microalgas nativas
cuyos parametros de cultivo se ajusten a los ambientes del
area de trabajo y especialmente cepas aisladas de ambientes
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and subtropical environments, given that these strains
are exposed to raised levels of solar radiation and
have evidenced high synthesis of antioxidants and an
increased ability to transform solar light into lipids (Lim et
al., 2012). For a new microalgae strain to be considered
live feed for rotifers, it must comprise the following
characteristics: appropriate size, digestibility, planktonic
habits and must be easy to culture. In addition, the
biochemical composition must contain high concentration
of proteins (essential amino acids), carbohydrates, and
lipids (omega-3 fatty acids). It is important to note that
microalgae are the source of two of the most difficult
nutrients to synthetize, eicosapentaenoic acid EPA;
20:5n - 3) and docosahexaenoic acid (DHA; 22:6n - 3)
(Tacon & Metian, 2013).

Several species of microalgae have been used to feed
B. plicatilis, however, this rotifer feeds on different
items including several species of microalgae, bacteria,
and bacteria flocculates, depending on the natural or
culture environment, and feeding is limited to the size
of crown and mouth respectively, thus, there are no
specific microalgae species to feed B. plicatilis (Hino
et al., 1997).

Derived from the increased aquaculture activities and the
need for alternative sources of lipids and proteins to feed
larvae and other organisms, it is essential to suggest new
microalgae species that substitute the costly traditional
microalgae, mainly Chaetoceros spp. and Isochrysis
galbana. This would require the isolation, characterization
and assessment of microalgae strains to be used as live
feed. In this study, we considered an important geographic
area for aquaculture to collect microalgae. Four tropical
strains were obtained and partially characterized, the
nutritional input for the rotifer Brachionus plicatilis was
evaluated in order to substitute traditional microalgae and
minimize production costs.

Materials and methods

Microalgae isolation and purification

Seawater samples were collected at Playa Las Salinas (26°
4'13.58"’N, 109°23'58.67"W), located in the northwestern
portion of Ahome municipality in the state of Sinaloa, and at
Bahia de La Paz (24°16'7.66"N, 110°19'29.53"W) in the state of

tropicales o sub-tropicales expuestas a altos niveles de
radiacién solar, que han mostrado alta sintesis de antioxidantes
y alta habilidad para la transformacién de luz solar a lipidos (Lim
et al., 2012). Un aspecto relevante al proponer nuevas especies
de microalgas para alimento vivo de rotiferos, es que las células
presenten caracteristicas: tamafio adecuado, digestibilidad,
presenten habitos plancténicos y facil cultivo. Adicionalmente,
la composicion bioquimica deben presentar una alta
concentracién y buena composicion de proteinas (aminoacidos
esenciales), carbohidratos y lipidos (acidos grasos omega-3).
De los anteriores nutrientes, los mas importantes por la dificultad
de sintetizar es el acido eicosapentaenoic (EPA; 20:5n - 3) y
docosahexaenoic (DHA; 22:6n - 3), cuya fuente esta dada por
las microalgas (Tacon & Metian, 2013).

Muchas especies de microalgas han sido utilizadas para
la alimentacién de Brachionus plicatilis, sin embargo es
necesario tomar en cuenta que la alimentacion de este
rotifero es diversa en su ambiente y Unicamente esta limitada
por el tamafo de su corona y boca, por lo que no hay especies
especificas de microalgas ya que ademas de microalgas,
estos suelen consumir bacterias o floculos de bacterias que
suelen generarse en los cultivos (Hino et al., 1997).

Derivado del aumento de las actividades acuicolas y la
necesidad de fuentes alternativas de proteinas y lipidos para
la alimentacion de larvas y otros organismos, es necesario
proponer nuevas especies que sustituyan a las tradicionales
Chaetoceros spp. e Isochrysis galbana principalmente, esto
implica aislar, caracterizar y evaluar las cepas de microalgas
para su uso como alimento vivo. En este estudio se considerd
como zona de muestreo para la obtencién de cepas de
microalgas, una region de alta importancia acuicola de la cual
se obtuvieron 4 cepas de microalgas marinas adaptadas a las
condiciones tropicales, que fueron caracterizadas parcialmente
y evaluado su uso por su aporte nutricional para el rotifero
Brachionus plicatilis, que permita sustituir las microalgas
tradicionales y minimizar sus costos de produccion.

Material y métodos

Aislamiento y purificaciéon de microalgas

Fueron colectadas muestras de agua en La Playa
Las Salinas (26° 4'13.58”N, 109°23'58.67”0), al Noroeste
del municipio de Ahome en Sinaloa, y en la Bahia de La
Paz (24°16'7.66"N, 110°19°29.53”0) México, a un metro de
profundidad y de la columna de agua, ya que lo que se
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Baja California Sur, Mexico. Sampling was performed to obtain
plankton species at 1 m depths in the water column. Samples
containing microalgae were transported to the Experimental
Aquaculture Laboratory in Pichilingue unit of Universidad
Autonoma de Baja California Sur (UABCS) located at kilometer
17 in the highway to Pichilingue, La Paz, B.C.S.

Samples were filtered on a WHATMAN® (1 um) filter and
rinsed with sterile seawater to reduce the presence of
bacteria. Microalgae were sown into test tubes with sterile
seawater and F/2 medium (Guillard, 1973) as nutrient
source. Strains were isolated by different methods, such
as serial dilutions and sowing in marine agar plates (DB-
2216). Once mono-algal strains were obtained, 24 h
baths were performed with antibiotic (gentamicin 240 mg
3 mL") at a concentration of 10 pL in 300 pL of culture.
Microalgae were sown by streaking in marine agar
medium plates to verify the absence of bacteria.

The isolated microalgae were measured and
photographed with a microscope Nikon (Optiphot-2) and
camera (Sight Ds-L1). These organisms were identified
at the genus level according to the keys described by
Tomas (1997) and O’sullivan & Reynolds (2004). The
microalgae strains were cultured under controlled
conditions of constant light (33.7 a ymol photons m
s™), continuous aeriation, and average temperature
of 22 £ 2°C. Taxa were morphologically identified as:
Chaetoceros sp. (key number LPU-1), Chaetoceros sp.
(key number LPU-3), Synechococcus sp. (key number
LPU-10) and Dicrateria sp. (key number LPU-8).
Microalgae were grown in F/2 medium (Guillard,
1973) up to 17 L each. Growth curves were estimated
at these volumes by daily counts using a Neubauer
counting chamber. The cultures were semicontinuous
with a daily renewal rate of 25 % of the culture volume.
The harvested volume was used in the experimental

treatments to feed B. plicatilis on a daily basis.

Evaluation of diet in Brachionus plicatilis

The assessment of live feed for B. plicatilis
was performed in 19 L propylene containers. The

pretendia era obtener especies plancténicas. Las muestra
de agua que contenian las microalgas fueron trasportadas al
Laboratorio Experimental de Acuacultura Unidad Pichillingue.

Localizado en el kildmetro 17 de la carretera a
Pichillingue en La Paz Baja California Sur; posteriormente
las muestras se tamizaron con un filtro WHATMAN® (1 ym),
después se realiz6 un lavado con agua marina estéril para
disminuir la carga bacteriana que pudieran contener, una vez
teniendo la muestra se resembraron en tubos de ensaye con
agua marina estéril y medio F/2 (Guillard, 1973) como fuente
de nutrientes. Las cepas se aislaron mediante el desarrollo
de diferentes métodos, como diluciones seriadas y siembra
en placa empleando medio en agar marino (DB-2216). Una
vez obtenidas cepas unialgales se procedié a la aplicacién
de bafios por 24 h con una solucién a partir de antibiético
(Gentamicina 240 mg 3 mL"), a concentraciones de 10 pL de
antibiético en 300 pL de cultivo, realizando posteriormente
siembras estriadas en placa en medio agar marino para
verificar la ausencia de bacterias. Para poder identificar las
microalgas aisladas se tomaron mediciones y fotografias
con ayuda de un microscopio Nikon (Optiphot-2) con camara
(Sight Ds-L1) e identificaron los géneros siguiendo las
claves descritas en Tomas (1997) y O’sullivan & Reynolds
(2004) obteniendo tres géneros de microalgas y una de
cianobacterias procedentes de la boca del estero la Chicura,
Ahome Sinaloa, y otra especie de microalga de Bahia de La
Paz B.C.S. Posteriormente las cepas fueron cultivadas en
condiciones controlada de iluminacién constante (33.7 a pmol
fotén m2 s), aireacion continua, y temperatura promedio de
22 + 2°C., las microalgas fueron medidas e identificadas
morfolégicamente como: Chaetoceros sp.(clave interna de
laboratorio LPU-1), Chaetoceros sp. (clave interna LPU-3),
Synechococcus sp. (clave interna LPU-10) y Dicrateria sp.
(clave interna LPU-8).

Una vez identificadas las microalgas, se cultivaron en
medio F/2 (Guillard, 1973) hasta con 17 L C/U, la curva de
crecimiento se estimé en este volumen mediante conteos
diarios con la ayuda de una camara Neubauer. Los cultivos
se mantuvieron de manera semicontinua con una tasa de
dilucién del 25 % por dia, utilizando el volumen de cosecha
para alimentacion diaria de los tratamientos experimentales
con B. plicatilis.

Evaluacion de la dieta en Brachionus plicatilis

La evaluacion del alimento vivo en B. plicatilis se
realizé en garrafones de propileno de 19 L. Se inicié a una
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experiment started at a concentration of 6.3 £ 0.4 rot
mL-'. The wasted feed and rotifer concentration before

feeding were recorded daily using a hemocytometer
and Sedgewick-Rafter counting-slide, respectively. The
concentration of feed for B. plicatilis was constant (80
000-100 000 cell mL") at all treatments. Isochrysis
galbana (T-ISO) was used as control since it is one
of the most commonly employed microalgae to feed
B. plicatilis and was available in the strain collection
of the Microalgae Laboratory of UABCS. Cultures
were maintained in triplicate for seven days. After this
period, the total of each microalga and rotifer culture
was harvested by centrifugation at 4000 rpm for 30 min
(IEC, model GP8R) and using a 40 pym mesh sieve,
respectively. All harvests were rinsed with ammonium
formate (5 %) to reduce salts. Samples were frozen at
-40 °C and lyophilized for 48 h (Virtis Co, mod 12525)

for bromatological analysis.

The bromatological composition of microalgae and
rotifers was determined in triplicate employing
spectrophotometric techniques (Beckman model DU®
640). Protein content was established according to the
method suggested by Lowry et al. (1952), Lactalbumin
(99 % pure) was employed to build the calibration
curve. For total lipids, the method suggested by
Bligh & Dyer (1959) was used, tripalmin (99 % pure)
was employed to build the calibration curve. Ashes
were determined by calcination at 480°C for 24 h
in a Thermolyne muffle. Weight comparisons were

performed to establish ashes content.

Statistical analyses

Percentage data of the bromatological

components (proteins, carbohydrates, and lipids)
of microalgae and rotifers fed different diets were
transformed (arcsin) for normalization. A one-way
(ANOVA) was conducted

differences among treatments. A Tukey’'s test was

to determine statistical

employed for statistical comparisons among treatments.
All statistical analyses were performed in STATISTICA
7 software.

concentracion de 6.3 + 0.4 rot mL", evaluando diariamente
el alimento residual y concentracion de los rotiferos antes
de su alimentacion con ayuda de un hematocitdmetro y
con una camara Reuter respectivamente. La concentracion
de alimento para B. plicatilis fue la misma en todos los
tratamientos, manteniendo una concentracion algal constante
de 80 000-100 000 células mL". Se utilizé la microalga
Isochrysis galbana (T-ISO) como alimento control debido a
que es una de las especies de mayor uso en alimentacion de
B. plicatilis, y que forma parte del cepario del laboratorio de
microalgas de la UABCS. Los cultivos se mantuvieron por
triplicado durante siete dias, posteriormente se cosecharon
en su totalidad, tanto el cultivo de las microalgas como el
cultivo de los rotiferos, para esto se utilizé un tamiz de luz
de malla de 40 ym para el caso de los rotiferos y mediante
centrifugacion a 4000 rpm por 30 min (IEC, modelo GP8R)
para las microalgas, finalmente en ambos casos se realizd
un lavado con una solucion de formiato de amonio al 5 %
para reducir las sales. Una vez obtenido el concentrado de
microalgas y rotiferos, las muestras fueron congeladas a -40
°C y se liofilizaron por 48 h (Virtis Co, mod 12525) para su
posterior analisis bromatologico.

La composicion bromatolodgica en microalgas y rotiferos
fue determinada por friplicado siguiendo técnicas
espectrofotométricas (Beckman modelo DU® 640). El
contenido de proteinas fue determinado con el método de Lowry
et al. (1952), se utilizé albumina (99 % de pureza) de leche
para realizar la curva de calibracion. Para la determinacion de
carbohidratos se siguié el método de White (1987) y se utilizd
glucosa anhidrica (99 % de pureza) para la curva de calibracion.
La terminacién de lipidos totales se realizd mediante el
método de Bligh & Dyer (1959) y se utilizo tripalmina (99 % de
pureza) para la elaboracion de la curva de calibracion. Para la
determinacion de cenizas se utilizd el método de calcinacion
a 480°C por 24 horas con la mufla marca Thermolyne y por
diferencia de pesos se terminé el contenido de cenizas.

Analisis estadistico

Los datos de los porcentajes obtenidos en los

constituyentes bromatoldgicos: proteinas, carbohidratos
y lipidos en microalgas, y rotiferos alimentados con las
diferentes dietas, fueron transformados a valores angulares
(angulo = arco seno) para acercar los datos a la distribucion
normal. Para determinar diferencias significativas en los
constituyentes bromatoldgicos, se realizaron pruebas de
analisis de varianza de una via (ANOVA), posteriormente
se realizd una prueba Tukey que permitiera establecer las
comparaciones estadisticas entre los tratamientos. Para estos

analisis estadisticos se utiliz6 el programa STADISTICA7.
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Results and Discussion

In this research we isolated local microalgae
from Bahia de La Paz and Sinaloa, the weather in this
geographic area varies considerably, water temperature
ranges 21-31°C throughout the year (Castro et al.,
2000). This environmental variation requires microalgae
to adapt and/or produce biochemical compounds that
guarantee their survival (Duong et al., 2015). The
population growth of the different microalgae isolated in
our study evidences that these species adapt to culture
under laboratory conditions for mass production (Figure
1). Despite the fact that in this research microalgae were
not cultured outdoors, according to Pacheco-Vega et
al. (2015), tropical endemic microalgae present a wide
plasticity that enables them to respond to variations
caused by external factors during culture, favoring the

mass production of microalgae.

Each microalga species follows a specific pattern
of standard growth (Huesemann et al., 2016), thus,
our results indicate that the differences found are
due to the presence of different taxa. The population
growth among species exhibited the different phases
and periods for each microalga; in addition, the
maximum densities for each group were observed,
Synechococcus sp. and Dicrateria sp. presented the
highest cell densities with 50 240 000 cell mL*and 10
231 250 cell mL-, respectively.

Most microalgae strains can successfully grow under
laboratory conditions; however, optimal growth may
vary according to each strain. Therefore, performing
a single culture method might not ensure good growth
in all of the strains due to the varied requirements of
light, temperature, nutrients, and other water conditions
among species (Huesemann et al., 2016). In figure 1-A
it is shown that the cyanobacteria Synechococcus sp.
reached a higher cell density than microalgae, this is
because the growth rate in cyanobacteriais higher than in
microalgae (Sanchez-Alejandro and Sanchez-Saavedra
2015). Rosales-Loaiza et al. (2008) reported densities
up to 406.13 X 108 £ 21.74 at 27 °C, while in our study,

the maximum density was 56.54 x 109, this divergence

Resultados y Discusién

El clima en donde se aislaron las microalgas locales
en la bahia de La Paz y Sinaloa es cambiante pues llega a
presentarse temperaturas en el agua de 21-31°C a lo largo del
afio (Castro et al., 2000), por lo que dichos cambios requieren
que las microalgas se adapten y/o produzcan mas productos
bioquimicos para asegurar su supervivencia (Duong et al.,
2015). En la Figura 1 se observa el crecimiento poblacional de
las especies de microalgas de reciente aislamiento, mostrando
que son capaces de adaptase al cultivo en laboratorio para su
produccidon masiva. Aungue en este trabajo los cultivos de las
microalgas no se realizaron al exterior, de acuerdo a trabajos
previos (Pacheco-Vega et al., 2015), se ha visto que especies
de microalgas de ambientes tropicales de origen endémico,
generalmente cuentan con esta plasticidad a variaciones de
factores externos de cultivo, siendo favorable para la produccién
masiva de cultivos microalgales.

Cada especie de microalga tiene un caracteristico patrén
de crecimiento estandar (Huesemann et al., 2016) por lo
que los resultados mostrados en este estudio evidencian
esas diferencias por pertenecer a especies diferentes.
El crecimiento poblacional en las diferentes especies
ademas de mostrar las fases poblacionales y su duracion,
mostraron las densidades maximas alcanzadas, siendo en
Synechococcus sp. y Dicrateria sp. donde se registraron
las mayores densidades celulares 50 240 000 células mL"'
y 10 231 250 células mL™' respectivamente.

Aunque la mayoria de las cepas microalgales pueda crecer
de manera satisfactoria en condiciones de laboratorio, cada
una de ellas puede presentar diferentes condiciones optimas
de crecimiento, por lo que con una sola condiciéon de cultivo
para todas ellas no se asegura que presenten un crecimiento
satisfactorio en todos los cultivos, debido a lo ya mencionado
y a que algunas especies pueden presentar fluctuaciones
en los requerimientos de luz, temperatura, nutrientes y otras
condiciones del agua (Huesemann et al., 2016). En la figura 1-A
se observa que la cianobacteria Synechococcus sp. alcanza
mayor densidad celular que las microalgas, esto debido a que
generalmente las cianobacterias suelen presentar una mayor
tasa de crecimiento que las microalgas (Sanchez-Alejandro &
Sanchez-Saavedra 2015), para la cual Rosales-Loaiza et al.,
(2008) reportan densidades de hasta 406.13 X 106 + 21.74 a
temperatura de 27 °C, mientras que en este trabajo se reporta
una densidad méaxima de 56.54 x 10, atribuyéndose esta
diferencia a las condiciones de cultivo, principalmente a que la
temperatura del agua registrada en el cuerpo de agua donde
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is explained by differences in the culture conditions
employed in both researches, mainly temperature (26.5
°C and 23°C, respectively). In addition, microalgal
growth is influenced by variations of organic nutrients
and this is reflected in the bromatological composition
of microalgae (Prieto et al., 2005). Synechococcus sp.
and Dicrateria sp. are small sized-cells, hence these
microorganisms reproduce faster than larger cells,
such as Chaetoceros sp. in this study, which reached
exponential stage at day two with a density of 5 x10° cell
mL-'. Similar values were revealed by Rosales-Loaiza
et al. (2012) in a semicontinuos culture of Chaetoceros
sp., with a maximum density of 6.1 x10° cell mL™", growth
stages were also coincident with our research.

se extrajo, ya que era de 26.5 °C y en este estudio se evalué
en el laboratorio a 23°C. Adicionalmente, se ha demostrado
que el crecimiento de las microalgas se ve influenciado por
la presencia de diferentes nutrientes organicos y si estos
llegaran a modificarse, habria una variacién en la composicién
bromatoldgica de las microalgas (Prieto et al., 2005). Hay que
mencionar que tanto Synechococcus sp. y Dicrateria sp. al ser
células de menor tamano, se reproducen a mayor velocidad
que las células o en este caso de las microalgas del genero
Chaetoceros sp; que alcanzaron su etapa exponenciales en
el segundo dia y con densidades de 5 x10° cél mL", lo que
coincide con lo reportado por Rosales-Loaiza et al. (2012) en
un cultivo semi-continuo de Chaetoceros sp. que obtuvieron
una densidad maxima de 6.1 x10° células mL"" con semejanza
en las etapas de crecimiento poblacional a lo aqui reportado.
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Figure 1. Growth of microalgae under controlled laboratory conditions. A) Synechococcus sp. (LPU-10), B) Dicrateria
sp. (LPU-8), C) Chaetoceros sp. (LPU-2), D) Chaetoceros sp. (LPU-3), E) Chaetoceros sp. (LPU-4), and F)

Isochrysis galbana. Data are meant SDs.

Figura 1. Crecimiento de las microalgas bajo condiciones controladas de laboratorio. A) Synechococcus sp. (LPU-
10), B) Dicrateria sp. (LPU-8), C) Chaetoceros sp. (LPU-2), D) Chaetoceros sp. (LPU-3), E) Chaetoceros sp.
(LPU-4) and F) Isochrysis galbana. Los resultados representan la media +SDs.

With regard to population growth of the rotifer B. plicatilis
in this study, the best diets (p>0.05) were Chaetoceros sp.
(LPU-2) and control (Figure 2), followed by Chaetoceros
sp. (LPU-3). The least favorable diets were Chaetoceros
sp. (LPU-4), Synechococcus sp. (LPU-10) and Dicrateria
sp. (LPU-8) (Figure 2).

Los resultados de crecimiento poblacional del rotifero
Brachionus plicatilis mostraron que las mejores (p>0.05)
dietas para la alimentacién fueron con Chaetoceros sp. (LPU-
2) con concentraciones similares a la dieta control (Figura
2) y seguido de Cheatoceros sp. (LPU-3). Las dietas menos
favorables fueron con Chaetoceros sp. (LPU-4 ), Chaetoceros
sp.(LPU-4), Synechococcus sp. (LPU-10) y Dicrateria sp.

(LPU-8) (Figura 2).
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Rotifer concentration (rot mL"")

- - -Synechococcus sp.(LPU-10)
— - -Dicrateria sp.(LPU-8)
—— Chaetoceros sp.(LPU-2)

Time (days)

-------- Isochrysis galbana (Iso)
—— Chaetoceros sp. (LPU-3)
— — Chaetoceros sp. (LPU-4)

Figure 2. Population growth of the rotifer B. plicatilis fed different diets of microalgae. Data are mean*SDs.

Figura 2. Crecimiento poblacional de rotiferos B. plicatilis alimentados con diferentes dietas de microalgas. Los

resultados representan la media £SDs.

Before choosing a diet for a given organism, the
nutritional requirements of that particular species
must be considered, in this case, B. plicatilis presents
general nutritional requirements of proteins, lipids,
and carbohydrates in a specific microalgal size. Abou-
Shanab et al. (2016) noted that species of the genus
Brachionus are filter feeders that select the particles
to be ingested. Hotos (2002) evidenced the selective
capacity of B. plicatilis for feeding, the author compared
several microalgae as feed and found that the rotifer
preferred the microalga Asteromonas gracilis ranging
20-25 pm. In this study, LPU-2, with which B. plicatilis
presented the best population growth, was smaller
(5.1-5.7 pym) than the size reported by Hotos (2002). In
addition to good particle size, in this research, similar
bromatological compounds were detected between
Chaetoceros sp. (LPU-2) and I. galbana, which confirms
the relevance of Chaetoceros sp. (LPU-2) as feed for

B. plicatilis.

Al elegir un alimento se deben considerar las
necesidades de la especie a alimentar, en este caso B.
plicatilis tiene requerimientos nutricionales generales
de proteinas, lipidos y carbohidratos de tamafio de
apropiado de la microalga. Abou-Shanab et al., (2016)
menciona que los integrantes del género Brachionus
como filtrador puede ser selectivo con las particulas
ingeridas. Adicionalmente, Hotos (2002) muestra la
capacidad para la selectividad de alimento en B. plicatilis
al ser alimentado con varias mezclas de microalgas,
encontrando una preferencias de por la microalga
Asteromonas gracilis, con tamanos de particulas de 20-
25 ym. En este trabajo la microalga con clave LPU-2
con la que se obtuvo mejor crecimiento poblacional el
rotifero B. plicatilis, presenté un tamafo de 5.1 — 5.7
um, siendo menor a lo reportando por Hotos (2002).
Sin embargo, en nuestro trabajo ademas del tamafio de
las células, podemos observar la similitud de algunos
constituyentes bromatolégicos que se asemejan a
los encontrados en [I. galbana y fue por esto que se
obtuvieran resultados semejantes con esta dieta control,
por lo que ademas del tamafio del alimento, resulta
relevante la composicion bromatoldgica del mismo.
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Bromatological composition of
microalgae and rotifers

In order to be considered as good quality feeds,
the microalgae employed in aquaculture must present
favorable chemical composition, size, acceptability,
and digestibility, as well as being manageable under
culture conditions. The bromatological composition
of the microalgae evaluated in this study varied
(p>0.05) according to each genus (Figure 3). Among
the bromatological constituents, proteins were found
in a larger proportion. Chaetoceros sp. (LPU-2) was
statistically similar to /. galbana with an average protein
content of 31.7 % and 31.8 %, respectively. These
percentages are relatively consistent with what was
detected by Jamali et al. (2015) for Chaetoceros muelleri
(39.8 %) and I. galbana (30.3 %), the slight differences
are explained by particularities in age and conditions of
each culture. The concentrations of these constituents

enhanced the population growth of B. plicatilis.

The carbohydrate concentration was similar between
the control (I. galbana) and Chaetoceros sp. (LPU-
2), although the highest values were obtained with the
cyanobacteria Synechococcus sp. (LPU-10), averaging
35 %, which is concordant with Brown et al. (1997),
who noted that chlorophytes are carbohydrate-rich
microalgae. As mentioned earlier, the composition of
microalgae is important for rotifer feeding, especially
the protein: carbohydrate proportion, one example
is the rotifer Brachionus manjavacas that was fed
microalgae with high content of protein and low content
of carbohydrates, the life period and reproduction of
the rotifer increased (Snell, 2014). In the results of our
study, the highest protein: carbohydrate proportions were
detected in diets Chaetoceros sp. (LPU-2) and /. galbana
(control), therefore, the highest population growth for B.

plicatilis were found with these diets.

Composicion bromatolégica de
microalgas y rotiferos

Las microalgas utilizadas para alimento acuicola
deben tener una adecuada composicion quimica, tamafo,
aceptabilidad y digestibilidad para ser consideradas de buena
calidad alimenticia, paralelamente las diferentes especies
deben tener facilidad de manejo bajo condiciones de cultivo.
La composicion bromatoldgica de las microalgas evaluadas
fue diferente (p>0.05), variando sus constituyentes en
funcién del genero de microalga (Figura 3). Dentro de los
constituyentes bromatoldgicos, el contenido de proteinas en
microalgas fueron las que representaron la mayor proporcion,
siendo en la Chaetoceros sp. (LPU-2) estadisticamente
similar a I. galbana, con un promedio de 31.7 % y 31.8 %
respectivamente. Estos porcentajes son cercanos a los
reportados por Jamali et al. (2015) con concentraciones de
proteina de 39.8 % en Chaetoceros muelleriy de 30.3 % en .
galbana, pudiendo tener variaciones de estos constituyentes
en funcién de las condiciones y edad del cultivo. Las
concentraciones de esos constituyentes favorecieron el
crecimiento poblacional del rotifero B. plicatilis.

La concentracion de carbohidratos en las microalgas
mostré similitud entre la microalga control (/.
galbana) y la microalga Chaetoceros sp.-LPU-2, sin
embargo la mayor concentracién de carbohidratos
se obtuvo en la cianobacterias Synechococcus sp.
(LPU-10) con un promedio de 35 %, esto coincide
con lo reportado por Brown et al., (1997) quien
menciona que en microalgas las clorofitas son ricas
en carbohidratos. En la alimentaciéon de los rotiferos,
es importante la composicion de estos constituyentes
alimenticios (microalgas) y especialmente la proporcion
proteina:carbohidratos, ya que se ha encontrado que
entre mayor sea esta (alto contenido de proteina y
bajo porcentaje de carbohidratos), se logra extender el
periodo de vida en el rotifero Brachionus manjavacas
(Snell, 2014), incrementandose las reproducciones en
rotiferos. En los resultados aqui obtenidos, las mayores
proporciones proteinas:carbohidratos se presentaron
en las dietas con Chaetocetos sp. (LPU-2) e I. galbana
(control), razén por lo cual se le atribuye las mas altas
poblaciones de B. plicatilis con estas dietas.
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Figure 3. Bromatological composition of different microalgae: /sochyrisis galbana (Iso), Synechococcus sp. (LPU-10),
Dicrateria sp. (LPU-8), Chaetoceros sp. (LPU-2), Chaetoceros sp. (LPU-4), Chaetoceros sp. (LPU-3). Different
letters in the same row indicate significant differences (Tukey’s test). Data are mean*SDs.

Figura 3. Composiciéon bromatoléogica de diferentes microalgas: /sochyrisis galbana (lso), Synechococcus sp.
(LPU-10), Dicrateria sp. (LPU-8), Chaetoceros sp. (LPU-2), Chaetoceros sp. (LPU-4), Chaetoceros sp. (LPU-
3). Letras diferentes en los renglones representan diferencias significativas (prueba de Tukey). Los

resultados representan la media #SDs.

The ash content varied among species. Chaetoceros
spp. (LPU-2, LPU-3, and LPU-4) are diatoms, and
given their frustules made of silica, these microalgae
presented the greatest quantity of ashes. In concordance
with Martinez-Cérdova et al. (2012), who found ash
concentrations ranging 34-46 % for C. muelleri, our
results ranged 34-42.3 %.
Lipids act directly on rotifer development, hence,
lipid deficiencies during culture may cause problems
in reproductive processes, loss of vision, anemia
and mortality, mainly derived from a decrease in the
performance of phospholipids within the central nervous
(Glencross, 2009). Therefore, in

addition to high protein content, an increased lipid

system and brain

concentration is required for feeds and rotifers cultured
in the laboratory. The content of lipids, proteins and
carbohydrates in B. plicatilis is directly influenced by
ingested feed (Cabrera et al., 2005). This statement is
consistent with the results obtained in this study, the
maximum lipid value recorded for B. plicatilis was 26

El contenido de cenizas de microalgas varid entre especies,
estos resultados reafirman que las Chaetoceros spp. (LPU-2,
LPU-3 y LPU-4) al ser diatomeas, resentan mayor cantidad
de cenizas debido a su esqueleto de silice que presentan este
género, coincidiendo con lo reportado por Martinez-Cérdova
et al. (2012), quienes reportan para la microalga Chaetoceros
muelleri concentraciones de cenizas entre un 34 hasta un
46 %, mientras que en este trabajo se obtuvieron para este
mismo género concentraciones de 34 a 42.3 %.

Los lipidos tienen funcion especifica en el desarrollo de los
rotiferos, deficiencias de estos puede ocasionar problemas
en los procesos reproductivos, disminucién de visién, anemia
y mortalidad durante su cultivo, principalmente derivado de
disminucién de las funciones de fosfolipidos en el sistema
nervioso central y en el cerebro (Glencross, 2009). Por estas
razones, se busca que tanto el alimento suministrado como los
rotiferos cultivados en laboratorio, ademas del contenido de
proteinas contengan alta concentracion de lipidos. En resumen,
este contenido lipidico, proteinas y carbohidratos en B. plicatilis
esta influenciado directamente por el alimento consumido
(Cabreraetal.,2005). Esto coincide con los resultados obtenidos
en este estudio, en donde se muestra que la maxima cantidad
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% when fed Chaetoceros sp. (LPU-3), which was one
of the diatoms with greatest lipid content (Figure 4). In
addition, our result is concordant with the value reported
by Campana-Torres et al. (2012) for B. rotundiformis (21
% lipid content) fed Nannochloropsis oculata. Moreover,
Melo Costa et al. (2009) used C. calcitrans to feed B.
plicatilis and the population growth of the rotifer was
equivalent to the values obtained at day 7 in the present
study. This is attributed to the fact that the protein and
lipid content is similar between Chaetoceros sp. (LPU-
2) and C. calcitrans, these characteristics are essential
components of structural functions within cells, nutrient
transport, among others; otherwise a low content of lipids
would hinder the population density due to a decrease in
the hatching rate.

de lipidos registrada en B. plicatilis fue de 26 %, usando como
alimento la diatomea Chaetoceros sp. (LPU-3) que también es
una de las diatomeas que mayor cantidad de lipidos presenté
(Figura 4). Estos resultados son muy préximos a los reportados
por Campafa-Torres et al. (2012) con B. rotundiformis con un
21 % de lipidos alimentados con Nannochloropsis oculata. Por
otra parte, resultados obtenidos por Melo Costa et al. (2009)
con una dieta de Chaetoceros calcitrans para B. plicatilis
mostraron un crecimiento poblacional similar a los reportados
en este trabajo (dia 7 de cultivo). Esto se le atribuye a que
la micoalga Chaetoceros sp. (LPU-2) presenta similutudes
a C. calcitrans en contenido de proteinas y lipidos, ya que
un alimento algal con bajo contenido de lipidos impediria un
aumento en la densidad poblacional de los rotiferos debido
a la disminuciéon de su tasa eclosion, siendo constituyentes
esenciales en funciones estructurales de las celula, transporte
de nutrientes, entre otras funciones.
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Figure 4. Bromatological composition in the rotifer B. plicatilis fed during 8 days with different microalgae:
Isochyrisis galbana (Iso), Synechococcus sp. (LPU-10), Dicrateria sp. (LPU-8), Chaetoceros sp. (LPU-2),
Chaetoceros sp. (LPU-4), Chaetoceros sp. (LPU-3). Different letters in the same row indicate significant

differences (Tukey’s test). Data are mean*SDs.

Figura 4. Composicion bromatolégica en rotiferos B. plicatilis alimentados por 8 dias con diferentes microalgas:
Isochyrisis galbana (Iso), Synechococcus sp. (LPU-10), Dicrateria sp. (LPU-8), Chaetoceros sp. (LPU-
2), Chaetoceros sp. (LPU-4), Chaetoceros sp. (LPU-3). Letras diferentes en los renglones representan
diferencias significativas (prueba de Tukey). Los resultados representan la media *SDs.
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Conclusions

The microalgae and cyanobacteria isolated
from Ahome, Sinaloa and Bahia de La Paz, B.C.S., and
identified as Synechococcus sp. (LPU-10), Dicrateria
sp. (LPU-8), Chaetoceros sp. (LPU-2), Chaetoceros sp.
(LPU-4) and Chaetoceros sp. (LPU-3) are feasible for
management and culture under laboratory conditions.
In addition, the composition of B. plicatilis varies
according to each microalga. Chaetoceros sp. (LPU-
2) presents the highest protein content, and similar to
the control diet (/sochrysis galbana), the population
growth of B. plicatilis is 48 rotifers mL-" at day 7 when
fed this microalga. Hence, Chaetoceros sp. (LPU-2) is
suggested for culture to feed Brachionus plicatilis.

Conclusiones

Las microalgas y una cianobacteria aislada
de Ahome Sin. y la Bahia de La Paz, BCS., e identificadas
como: Synechococcus sp. (LPU-10), Dicrateria sp. (LPU-
8), Chaetoceros sp. (LPU-2), Chaetoceros sp. (LPU-4) y
Chaetoceros sp. (LPU-3) presentan facilidad de manejo y
cultivo en laboratorio. Adicionalmente, la composicién de B.
plicatilis puede variar de la misma forma al ser alimentadas
con estas diferentes microalgas, de las cuales la microalga
Chaetoceros sp. (LPU-2) es la que ademas de presentar un
mayor contenido de proteina, logra un crecimiento poblacional
de 48 rotiferos mL" de B. plicatilis en 7 dias de cultivo, similar
a la dieta control con Isochrysis galbana. Por lo anterior, se
recomienda la microalga Chaetoceros sp. (LPU-2) para su
cultivo y alimentacion de Brachionus plicatilis.
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