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RESUMEN

Se compard la supervivencia de larvas de Litopenaeus vannamei alimentadas con Chaetoceros
muelleri producido con fertilizantes agricolas y medio /2 (control). La microalga se cultivd en agua de
mar natural fertilizada con 36.8 mg Lt N-NH,NO; y 3.5 mg L~ P-P,Os, como sustitutos de nitrégeno y
fosforo del medio f/2. La alimentacién durante el estadio nauplios a protozoea,, se mantuvo a una
densidad de 100-150 x 10° células mL. De mysis, a postlarva, se empled Artemia franciscana recién
eclosionada como Unica fuente de alimento. El crecimiento promedio de C. muelleri con fertilizantes
agricolas fue mayor y significativamente diferente (P < 0.05) con respecto al control en los dias 2, 3y 4
del cultivo; sin embargo, al dia 5 no existen diferencias significativas. La supervivencia de la larva al
estadio mysis, alimentada con C. muelleri producido con fertilizantes agricolas y medio f/2 fue 69% y
77.5%, respectivamente; se encontraron diferencias significativas (P < 0.05) para este estadio. Sin
embargo, la supervivencia hasta postlarva, en ambos tratamientos (60.1% y 65.6%) no es significativa.
Se concluye que el uso de estos nutrientes derivados de fertilizantes agricolas como sustitutos de
nitrogeno y fésforo del medio /2 constituyen una alternativa viable para el cultivo de C. muelleri como
alimento para larvas de L. vannamei.

Palabras clave: Litopenaeus vannamei, Chaetoceros muelleri, supervivencia, fertilizantes agricolas.
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ABSTRACT

Larval survival of Litopenaeus vannamei fed Chaetoceros muelleri produced with agricultural
fertilizers and f/2 medium (control) was compared. The microalgae were cultivated in natural sea water
fertilized with 36.8 mg L~ N-NH,NO; and 3.5 mg L~ P-P,QO; as a substitute for nitrogen and phosphorus
in the f/2 medium. Microalgal concentration during feeding of naupliuss stages to protozoea,, was
maintained at a density of 100-150 x 10° cells mL=. From mysis, to postlarvae, stages, Artemia
franciscana nauplii were the only source of food. Average growth of C. muelleri with agricultural
fertilizers was greater and significant (P < 0.05) with respect to the control on days 2, 3 and 4 of the
culture; however, on day 5, there was no significant difference in the cellular density. Survival of the
larvae of the mysis, stage fed C. muelleri produced with agricultural fertilizers and f/2 medium was 69%
and 77.5%, respectively, and showed significant differences (P < 0.05). However, survival at the
postlarvae, stage in both treatments (60.1% and 65.6%) was not significantly different. We conclude that
the use of nutrients from agricultural fertilizer as a substitute for nitrogen and phosphorus in the /2
medium constitutes a viable alternative for the culture of C. muelleri as food for larvae of L. vannamei.

Key words: Litopenaeus vannamei, Chaetoceros muelleri, survival, agricultural fertilizers.

INTRODUCCION INTRODUCTION

En la actualidad, el creciente interés en el The growing interest in crustacean aqua-
desarrollo del cultivo de crustaceos ha centrado su culture has shown that it is necessary to reduce
atencion en reducir los costos de produccion de microalgal production costs and simplify produc-
microalgas y simplificar los sistemas de cultivo tion culture systems. Traditionally, various cul-
para la produccion. Tradicionalmente, para el ture media have been wused to cultivate
cultivo de microalgas se han utilizado diversos microalgae, such as those reported by Guillard
medios de cultivo, como los reportados por and Ryther (1962), Mathiessen and Torner
Guillard y Ryther (1962), Mathiessen y Torner (1966), Stein (1973), Guillard (1975) and Ukeles
(1966), Stein (1973), Guillard (1975) y Ukeles (1976). These media are generally laboratory

(1976). Estos medios generalmente son prepara- preparations and their use in cultures is not practi-
ciones de laboratorio y su empleo para el cultivo cal and increases the costs of feeding protozoea
no resulta practico e incrementa el costo en la ali- larvae, as well as the subsequent production of
mentacion de las larvas protozoeas y la posterior postlarvae shrimp. One way to decrease costs in
produccioén de postlarvas de camarén. Una alter- large-scale microalgal production is to use com-

nativa para disminuir el costo en la produccion de mercial inorganic fertilizers, because they are less
microalgas a gran escala es utilizar fertilizantes expensive than reagent-grade salts.

inorganicos comerciales, por ser éstos de menor In the culture of penaeid shrimp, the methods
costo que las sales de grado reactivo. most commonly used for algal production are the

En los cultivos de camarones peneidos, los open method, which consists of adding nutrients
métodos mas usados para la produccion algal to the larval culture recipients in order to generate

son el método abierto, que consiste en afiadir microalgal biomass, or the closed method, which
nutrientes a los recipientes de cultivo larvario para consists of cultivating just one species or a combi-
generar biomasa de microalgas, o el método nation of microalgae in individual recipients
cerrado, que consiste en cultivar una sola especie under controlled conditions, and adding only the
0 mezcla de microalgas en recipientes individua- required amount of microalgae per larval stage
les y en condiciones controladas, afiadiendo s6lo (Liao et al., 1983). In both methods, the nitrogen
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la cantidad requerida de microalgas por estadio
larval (Liao et al., 1983). En ambos métodos, las
fuentes de nitrogeno y fésforo para el cultivo de
microalgas, en su mayoria, han sido de grado
reactivo. Aunque en cultivos larvarios de otros
organismos, como moluscos bivalvos, se ha expe-
rimentado con éxito el uso de microalgas produci-
das con fertilizantes agricolas (McAnally-Salas et
al., 1992), poco se ha investigado sobre el efecto
de las microalgas para alimentar larvas protozoeas
de camar6n mediante un medio de cultivo que
contenga nitrato de amonio y acido fosforico y
que sea compatible con el medio ambiente especi-
fico para el crecimiento de larvas de Litopenaeus
vannamei. Si bien el amonio es el principal pro-
ducto de excrecién de crustaceos (Hartenstein,
1972), esta forma ionizada (NH*,) se transforma
por hidrélisis a NH;, la cual tiene una alta solubi-
lidad lipidica, y al pasar a través de las membra-
nas celulares de las branquias (Fromm y Guillete,
1968), incrementa su concentracion en la sangre a
nivel toxico (Campbell, 1973; Whitfield, 1974;
Bower y Bidwell, 1978), por lo cual se considera
uno de los tdxicos mas comunes en los sistemas
de cultivo intensivo.

El proposito del presente trabajo es evaluar la
supervivencia de larvas de L. vannamei alimen-
tadas con Chaetoceros muelleri producido con
fertilizantes agricolas, considerando la hipétesis
que la fuente y concentracion de nutriente son
condiciones que afectaran la supervivencia larval
de L. vannamei.

MATERIALES Y METODOS
Cultivo de microalgas

La microalga marina C. muelleri se adquirié
de la Universidad de Texas A&M y se mantuvo
en el laboratorio a una temperatura entre 22.5 y
24°C con el medio f/2 de Guillard (1975), el cual
se empled como control para esta investigacion.
El medio experimental estuvo constituido por
36.8 mg L de nitrato de amonio y 3.5 mg L™ de
pentoxido de fdsforo. La secuencia del cultivo
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and phosphorous used to cultivate the microalgae
are, for the most part, of reagent grade. Even
though the use of microalgae produced with agri-
cultural fertilizers has been successful in larval
cultures of other organisms, such as bivalve mol-
lusks (McAnally-Salas et al., 1992), there is little
information on the effect of feeding microalgae to
shrimp protozoea larvae in a culture medium that
contains ammonium nitrate and phosphoric acid,
and that is compatible with the specific environ-
ment for growing Litopenaeus vannamei larvae.
Even though ammonia is the principal product of
excretion of crustaceans (Hartenstein, 1972), this
ionized form (NH*,) is transformed through
hydrolysis to NHj; which has a high lipidic
solubility. Upon passing through the cellular
membranes of the gills (Fromm and Guillete,
1968), the concentration of NH; in the blood
increases to toxic levels (Campbell, 1973;
Whitfield, 1974; Bower and Bidwell, 1978),
making it one of the most common toxic agents in
intensive cultivation systems.

The purpose of this work is to evaluate the
survival of L. vannamei larvae fed Chaetoceros
muelleri that were produced with agricultural fer-
tilizers, based on the hypothesis that the source
and concentration of the nutrient are conditions
that affect the survival of L. vannamei larvae.

MATERIALS AND METHODS
Microalgae culture

The marine microalga C. muelleri was
obtained from Texas A&M University. It was
kept in the laboratory between 22.5 and 24°C in
the /2 medium of Guillard (1975), which was
used as control in this study. The experimental
medium consisted of 36.8 mg L ammonium
nitrate and 3.5 mg L of phosphorus pentoxide.
The general culture was conducted in Erlenmeyer
flasks, in which 150 mL of medium with agricul-
tural fertilizer and the respective controls were
prepared in duplicate. They were autoclaved at
121°C, 1.05 kg cm of pressure for 10 minutes.
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general se realiz en matraces Erlenmeyer, en los
cuales se prepar6 por duplicado 150 mL de medio
basado en fertilizantes agricolas y sus respec-
tivos controles. Estos se esterilizaron en auto-
clave a 121°C, 1.05 kg cm de presién durante
10 minutos. Después, cada Erlenmeyer recibid
asépticamente 7 mL de C. muelleri. El tiempo de
cultivo en este nivel fue de cuatro dias, con ilumi-
nacion continua a una irradiancia fotosintética-
mente activa de 73 pmol m=2 s (Biospherical
Instruments Inc., modelo QSL-100, sensor de
4 ), proporcionada por lamparas fluorescentes
(Sylvania de 75 W). Se continu6 en matraces
Fernbach, preparados por duplicado con 1.5 L de
medio constituido por fertilizantes agricolas y sus
respectivos controles. Se esterilizaron en auto-
clave a 121°C, 1.05 kg cm de presién durante
10 minutos. Cada Fernbach recibi6 150 mL de
inéculo (obtenido del nivel Erlenmeyer) en condi-
ciones asépticas y el tiempo de cultivo fue cuatro
dias a una irradiancia de 100 pmol m=2 s, La bio-
masa obtenida en Fernbach fue utilizada como
indculo para el nivel experimental en garrafon.
Previo a la inoculacién de C. muelleri en garrafon,
el agua de mar a utilizar fue irradiada con lampa-
ras de ultravioleta de 25 W, tratada con hipo-
clorito de sodio y tiosulfato de sodio, para lo cual
se prepararon soluciones de hipoclorito de sodio
(416 mL de NaOClI al 6% aforado a 1 L con agua
destilada) y tiosulfato de sodio (248.1 g aforado a
1 L con agua destilada). De la solucion de hipo-
clorito de sodio se introdujo 0.25 mL L al garra-
fén aforado con agua de mar y se dejo reposar
24 horas; posteriormente, se neutralizé el cloro
adicionando 0.1 mL de tiosulfato de sodio por
litro de agua de mar. Finalmente, se introdujo
aireacion por dos horas para completar la reaccion
(Pruder y Bolton, 1978).

Al cuarto dia, la biomasa obtenida en
Fernbach (1.65 L) se transfiri a garrafones con
16.35 L de medio de cultivo, en los cuales se
ensay6 por duplicado con el medio basado en fer-
tilizantes agricolas y sus respectivos controles /2.
Las condiciones de cultivo fueron: temperatura
entre 22.5 y 24°C, salinidad de 32%o, flujo de
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Each Erlenmeyer flask received 7 mL of C.
muelleri under aseptic conditions. The culture
time of this level was four days, with constant
illumination at a photosynthetically active irradi-
ance of 73 umol m=2 s (Biospherical Instruments
Inc., model QSL-100, 4 Tt sensor), provided by
fluorescent lamps (75 W, Sylvania). The culture
continued in Fernbach flasks, in which 1.5 L of
medium with agricultural fertilizers and the
respective controls were prepared in duplicate;
they were autoclaved at 121°C, 1.05 kg cm=2 of
pressure for 10 minutes. Each Fernbach flask
received 150 mL of inoculum (obtained from the
Erlenmeyer level) under aseptic conditions and
the culture time was four days with an irradiance
of 100 umol m=2 s~X. The biomass obtained in the
Fernbach flasks was used as the inoculum in the
carboy level. Before C. muelleri was inoculated
into the carboy, the sea water was irradiated with
25-W ultraviolet lamps and treated with sodium
hypochlorite and sodium thiosulfate solutions.
The preparations of these solutions were: for
sodium hypochlorite, 416 mL of 6% NaOCI plus
distilled water to obtain 1 L, and for sodium
thiosulfate, 248.1 g plus distilled water to obtain
1L. The carboy received 0.25 mL L™ of the
sodium hypochlorite solution, was topped of
with sea water and left to rest for 24 hours. The
chlorine solution was then neutralized with the
addition of 0.1 mL of sodium thiosulphate per
liter of sea water. Finally, aeration was introduced
for two hours to complete the reaction (Pruder and
Bolton, 1978).

On the fourth day, the biomass obtained in
Fernbach flask (1.65 L) was transferred to the
carboys containing 16.35 L of culture medium.
Duplicate assays were made of the medium with
agricultural fertilizer and the respective /2 con-
trols. The culture conditions were: temperature
between 22.5 and 24°C, salinity of 32%o, air flow
of 4 L min~! and continuous irradiance with four
solar fluorescent lamps of 75 W, which supplied
110 pmol m=2 s~%, These conditions were main-
tained for five days, during which daily records
were made of cellular density with a Neubauer
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aire de 4 L min~! e irradiancia continua con cuatro
lamparas fluorescentes solar de 75 W, que
suministraban 110 pmol m=2 s™t. Permanecieron
en estas condiciones hasta cinco dias, en los
cuales se cuantificd diariamente la densidad celu-
lar con una camara Neubauer de 0.1 mm de pro-
fundidad, observando mediante un microscopio
compuesto (Zeiss). De los resultados de densidad
celular se calculd la tasa de crecimiento (p),
divisiones por dia, tiempo de duplicacién y pro-
duccién diaria, mediante las ecuaciones descritas
por Guillard (1973).

Cultivo de larvas

Los nauplios de L. vannamei fueron producto
de una sola hembra adulta silvestre, la cual se
indujo a madurar mediante ablacion unilateral.
Posteriormente, se obtuvieron los nauplios, los
cuales se aclimataron y se colocaron cinco
repeticiones de cada tratamiento a una densidad
de 120 nauplios L-* en conos tipo Imhoff de polie-
tileno con 1.5 L de agua de mar. El agua fue
tratada con EDTA-Na, a una concentracion de
10 mg L (Castille y Lawrence, 1981). Se mantu-
vieron con flujo de aire constante y en bafio Maria
para mantener la temperatura entre 27 y 28°C.

Cuando los organismos alcanzaron el Ultimo
subestadio naupliar se inici6 el experimento. A
cinco conos se suministro alimento de C. muelleri
producida con f/2 y a otros cinco conos se
suministro la microalga producida con fertilizan-
tes. La alimentacidn se inici6 con una densidad de
100 x 108 células mL-. A partir del estadio proto-
zoea, la densidad se incrementd a 150 x 10° célu-
las mL; de protozoea,, a mysis,, el alimento
consisti6 de 100 x 103 células mL- de microalgas
y 0.2 nauplios mL™ de Artemia franciscana y se
hizo recambio de agua del 100%. Por Gltimo, de
mysis, a mysis,,, los recambios de agua fueron del
75% por dia y se alimentaron con 0.5 nauplios
mL~ de A. franciscana viva (Aquacop, 1983).
Una vez que las larvas de cada tratamiento se
metamorfosearon al estadio PL, se suspendio el
experimento (tabla 1). Se llevaron registros
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counting chamber of 0.1 mm depth, using a
compound microscope (Zeiss). The cellular den-
sity results were used to calculate the growth rate
(W), divisions per day, doubling time and daily
production, with the equations described by
Guillard (1973).

Larvae culture

Nauplii of L. vannamei were obtained from
one wild adult female, which was induced to
maturity with unilateral ablation. After the nauplii
were acclimated, five repetitions were made for
each treatment at a density of 120 nauplii L™ in
Imhoff polyethylene cones with 1.5 L of sea
water. The water was treated with EDTA-Na,
at a concentration of 10 mg L (Castille and
Lawrence, 1981). They received a constant air
flow and were kept in water baths to maintain
temperature between 27 and 28°C.

The experiment began after the organisms
reached the last nauplius substage. Five cones
received C. muelleri produced in the /2 medium
and five cones received the microalga produced
with agricultural fertilizers. Feeding began with a
density of 100 x 10° cells mL-%. From the proto-
zoea, stage, density was increased to 150 x 103
cells mL%; from protozoea,, to mysis,, the food
consisted of 100 x 10° cells mL™* of microalgae
and 0.2 nauplii mL™* of Artemia franciscana;
water exchange was 100%. From mysis, to
mysis,,; water exchange was 75% per day and they
were fed 0.5 nauplii mL™ of live A. franciscana
(Aquacop, 1983).The experiment ended once the
larvae from each treatment had metamorphosed to
stage PL, (table 1). Daily records were made of
the larval development, taking a sample with
replacement of five larvae from each treatment.
Two 250-mL samples were taken from each
treatment to evaluate the survival of each stage.
Temperature was recorded for each culture
with a mercury thermometer (+1°C), as was
salinity, with a Reichert-Jung refractometer
(x1%o), and pH, with a Hatch Portable Water Test
Kit (+ 0.5).
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Tabla 1. Secuencia del cultivo larvario experimental.
Table 1. Sequence of the experimental larval culture.

Dia Estadio Alimento Alimento % de recambio
C. muelleri Artemia de agua
células mL* nauplios mL!
1 N5 1.0 x 105
2 PZ, 1.5x10° - ---
3 PZ-PZ, 1.5 x 105 - -
4 PZ, 1.5 x 10° - ---
5 PZ,-PZ,, 1.5 x 10° --- ---
6 PZ,, 1.5 x 10° - ---
7 PZ,-M, 1.0 x 10° 0.2 100
8 M, 0.5 75
9 M,, 0.5 75
10 M,—M,, 0.5 75
11 M - 0.5 75
12 Pl, Cosecha

diarios del desarrollo larvario, tomando una
muestra con reemplazo de cinco larvas de cada
tratamiento. Del mismo modo, se tomaron dos
muestras de 250 mL de cada tratamiento para eva-
luar la supervivencia en cada estadio. En cada
condicién de cultivo se registrd: temperatura, con
un termémetro de mercurio (£1°C); salinidad, con
un refractdmetro Reichert-Jung (+1%.); y pH, con
un Hatch Portable Water Test Kit (+£0.5).

Se realiz6 un andlisis de homogeneidad de
varianzas de Bartlett como requisito para estadis-
tica paramétrica y se aplicé la transformacion arco
seno a los porcentajes de supervivencia obtenidos
en los diferentes replicados antes de proceder al
analisis de varianza. Para validar diferencias sig-
nificativas entre las medias de ambos tratamientos
se realiz6 un ANOVA de una via para cada esta-
dio larval (Zar, 1984).
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The Bartlett test of homogeneity of variance
was made as a requisite for the parametric
statistics and arcsine transformations were applied
to the survival percentages obtained for the
different replicates before proceeding to the
analysis of variance. A one-way ANOVA was
made for each larval stage to determine signifi-
cant differences between the means of both
treatments (Zar, 1984).

RESULTS
Microalgae culture

The culture temperature of C. muelleri varied
from 22.5 to 24°C, with a mean value of 23.1 +

0.14°C; pH fluctuated between 8 and 9 units, with
an average of 8.4 + 0.08; and salinity was kept at
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RESULTADOS
Cultivo de microalgas

La temperatura del cultivo de C. muelleri
vario entre 22.5 y 24°C, con un valor medio de
23.1 + 0.14°C; el pH fluctu6 entre 8 y 9 unidades,
con un promedio de 8.4 £ 0.08; y la salinidad se
mantuvo en 32%o. El crecimiento de C. muelleri
en las condiciones antes descritas se muestra en la
figura 1, donde la concentracidn inicial celular
promedio en el medio control f/2 y experimental
con fertilizantes fue similar (tabla 2A, B). Se
encontré mayor densidad celular con los fertili-
zantes para los dias 2, 3 y 4, la cual fue significa-
tiva (P < 0.05) respecto al medio f/2; al dia 5
se registraron crecimientos maximos de 3.16 y
3.31 x 10° células mL™, respectivamente (fig. 1;
tabla 2A, B). A las 48 horas del cultivo con
fertilizantes, la tasa de crecimiento de C. muelleri
(1 = 1.57) y las divisiones por dia (2.26) fueron
mayores que las de las algas cultivadas en medio
/2 (u = 1.21; divisiones por dia = 1.75). Al tercer
dia, la tasa de crecimiento del cultivo en fertili-
zantes disminuy6 de 1.57 a 0.29 y las divisiones
por dia de 2.26 a 0.42. En cambio, en el medio /2,
la tasa de crecimiento disminuy6 de 1.21 a 0.67 y
las divisiones por dia de 1.75 a 0.97 (tabla 2A, B);
estos pardmetros presentaron la misma tendencia
hasta el quinto dia. EI tiempo de duplicacion fue
inversamente proporcional a los parametros arriba
descritos en ambos tratamientos. De lo anterior, se
determind que la fase de crecimiento exponencial
para ambos tratamientos estd comprendida entre
losdias 1y 3.

Cultivo de larvas

La temperatura en el cultivo de larvas se man-
tuvo en un intervalo de 27 a 28°C, con un prome-
dio de 27.5 + 0.13°C; el pH fluctud entre 8.0y 9.0
unidades, con un valor promedio de 8.2 £ 0.07; y
la salinidad se mantuvo en 32%.. En estas condi-
ciones, la supervivencia de L. vannamei dismi-
nuy6 gradualmente conforme transcurrieron los
dias del desarrollo larvario y no se observaron
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32%o. Figure 1 shows the growth of C. muelleri
under the above descriptions. The average initial
cellular concentrations in the /2 control medium
and the medium with fertilizers were similar
(table 2A, B). Significantly greater (P < 0.05)
cellular density was observed for the medium
with fertilizers on days 2, 3 and 4 with respect to
the f/2 medium; on day 5, maximum growths of
3.16 and 3.31 x 108 cells mL™* were recorded,
respectively (fig. 1, table 2A, B). After 48 hours
in the culture with fertilizers, the growth rate of C.
muelleri (u = 1.57) and divisions per day (2.26)
were greater than that of the algae cultured in /2
medium (p = 1.21; divisions per day = 1.75). On
day 3, the growth rate of the culture with fer-
tilizers decreased from 1.57 to 0.29 and the divi-
sions per day from 2.26 to 0.42. In the f/2
medium, the growth rate decreased from 1.21 to
0.67 and the divisions per day from 1.75 to 0.97
(table 2A, B); the same trend is observed for the
parameters until day 5. Doubling time was
inversely proportional to the parameters described
for both treatments. The results indicate that the
exponential growth phase for both treatments
occurs between days 1 and 3.

Larvae culture

The temperature of the larvae culture was
kept between 27 and 28°C, with an average of
27.5 + 0.13°C; pH fluctuated between 8.0 and 9.0
units, with an average value of 8.2 + 0.07; and
salinity remained at 32%.. Under these conditions,
survival of L. vannamei decreased gradually as
larval development advanced. No differences
were observed in the metamorphosis times of the
protozoea substages when the different diets were
provided. A greater number of surviving larvae
was found in the control medium (f/2): 104.4 +
2.58 (87%) for protozoea, 93 + 2.12 (77.5%) for
mysis and 78.8 + 2.92 (65%) for postlarvae on
days 2, 8 and 12 of the larval culture, respectively
(table 3A). However, when the larvae were fed
the microalgae produced with fertilizers, the num-
ber and average survival were 97.8 + 2.78
(81.5%) for protozoea, 82.8 + 2.03 (69%) for
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Figura 1. Crecimiento promedio de Chaetoceros muelleri cultivada en 18 L con el medio f/2 (A) y con
fertilizantes agricolas (B). La barra vertical indica el error estandar.

Figure 1. Mean growth of Chaetoceros muelleri cultured in 18 L with /2 medium (A) and agricultural

fertilizers (B). The vertical bar indicates standard error.

diferencias en los tiempos de metamorfosis en los
subestadios protozoea cuando se suministraron las
diferentes dietas. En el medio control (f/2), se
encontré el mayor nimero promedio de larvas
supervivientes, 104.4 + 2.58 (87%), en estadio
protozoea, 93 + 2.12 (77.5%) para mysis y
78.8 £ 2.92 (65%) postlarvas, a los dias 2, 8 y 12
del cultivo larvario, respectivamente (tabla 3A).
En contraste, al alimentar larvas con microalgas
producidas con fertilizantes, el nimero y la super-
vivencia promedio fueron 97.8 + 2.78 (81.5%)
para protozoea, 82.8 £ 2.03 (69%) para mysis y
72.2 £ 2.22 (60.1%) para postlarvas, durante el
mismo intervalo de tiempo que el control (fig. 2;
tabla 3B). La supervivencia después de siete dias
de experimentacion (estadio mysis), alimentada
con C. muelleri producido con el medio /2, fue
mayor a la obtenida con el tratamiento alterno. Se
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mysis and 72.2 + 2.22 (60.1%) for postlarvae,
during the same time period as the control (fig. 2;
table 3B). After seven days of testing (mysis
stage), survival of the organisms fed C. muelleri
produced with the f/2 medium was greater than
that obtained with the other treatment. Significant
differences (P < 0.05) were observed between
treatments. At the end of the experiment, no sig-
nificant differences (P > 0.05) were observed for
postlarval survival with both treatments (fig. 2;
table 3A, B).

DISCUSSION
Microalgae culture

Temperature, pH and salinity are among the
principal factors that affect microalgal produc-
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Tabla 2. Valores poblacionales promedio de Chaetoceros muelleri cultivada en 18 L con medio f/2 (A) y
medio con fertilizantes agricolas (B); p = tasa de crecimiento, TD = tiempo de duplicacion, D =

divisiones por dia, PD = produccién diaria.

Table 2. Mean population values of Chaetoceros muelleri cultured in 18 L with f/2 medium (A) and
agricultural fertilizers (B); u = growth rate, TD = duplication time, D = divisions per day, PD = daily

production.
Tiempo Densidad celular W D D PD
(dias) (células mL1) (dias) (division dia?) (células mL1)
A
0 92,750 - - - -
1 375,750 1.40 0.49 2.01 283,000 + 28,795
2 1,268,500 121 0.57 1.75 892,750 + 42,915
3 2,490,375 0.67 1.02 0.97 1,221,815 + 74,509
4 3,012,250 0.19 3.64 0.27 521,875 + 49,379
5 3,165,000 0.05 14.01 0.07 152,750 + 42,426
Promedio 1.09 0.69 1.57
B
0 94,000
1 458,750 1.58 0.43 2.28 364,750 + 37,510
2 2,205,250 1.57 0.44 2.26 1,746,500 + 114,352
3 2,950,500 0.29 2.37 0.42 747,250 + 88,299
4 3,228,750 0.09 7.75 0.13 276,250 + 44,306
5 3,315,000 0.02 26.29 0.04 86,250 = 10,606
Promedio 1.14 1.08 1.65

encontrd diferencia significativa (P < 0.05) entre
tratamientos. Al final del experimento, la supervi-
vencia de postlarvas obtenidas en los dos trata-
mientos no fue significativamente diferente entre
tratamientos (P > 0.05) (fig. 2; tabla 3A, B).

DISCUSION
Cultivo de microalgas

Entre los principales factores que influyen en
la produccion microalgal esta la temperatura, pH
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tion. In this study, they were maintained within
the optimum range reported for C. muelleri
(Treece and Yates, 1988).

The cellular production obtained with agricul-
tural fertilizers was greater than that obtained with
the /2 control medium on days 2, 3 and 4 of the
culture (fig. 1; table 2A, B). This is due to the use
of two combined sources of nitrogen (NH,NO3),
where ammonium is one of the forms reduced
from the nitrogen and when nitrate mixes with
ammonium in the culture medium, nitrate
reductase is inhibited due to the presence of



Ciencias Marinas, Vol. 25, No. 3, 1999

120
I Microalgas cultivadas con f/2
Naupli /4 Microalgas cultivadas con fertilizantes
100 auplio
Protozoea
Mysis

80 |
g PL,
&
o
o
2 60 1
s
8
>
(2]

40

20

0 L .

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Tiempo (dias)

Figura 2. Supervivencia promedio de Litopenaeus vannamei en sus diferentes estadios larvarios. La barra

vertical indica el error estandar.

Figure 2. Mean survival of Litopenaeus vannamei in its different larval stages. The vertical bar indicates

standard error.

y salinidad, los cuales se mantuvieron en el inter-
valo 6ptimo reportado para la especie C. muelleri
(Treece y Yates, 1988).

La produccién celular que se obtuvo al utili-
zar fertilizantes agricolas fue mayor que la obte-
nida con el medio control f/2 para los dias 2, 3y 4
del cultivo (fig. 1; tabla 2A, B). Esta diferencia es
el resultado de utilizar dos fuentes combinadas de
nitrogeno (NH,NO;), donde el amonio es una de
las formas reducidas del nitrégeno y cuando se
combina nitrato con amonio en el medio de
cultivo, se inhibe el nitrato reductasa debido a la
presencia del amonio, el cual es utilizado para la
formacion de aminoacidos sin gasto energético
previo (Syrett, 1981; Lobban et al., 1985). Estu-
dios hechos con Biddulphia aurita han mostrado
que el amonio es utilizado aunarazén de 2.3a2.4
veces mas rapido que el nitrato (Lui y Roels,
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ammonium, which is used for the formation of
amino acids without a prior energy budget (Syrett,
1981; Lobban et al., 1985). Studies conducted on
Biddulphia aurita have shown that ammonium is
used 2.3 to 2.4 times faster than nitrate (Lui and
Roels, 1972). Results on nitrogen consumption in
the form of ammonium nitrate by Isochrysis
galvana (clone T-Iso) indicate that ammonium is
consumed eight times faster than nitrate in a
period of five days (Valenzuela-Espinoza, 1997).
Thus, the growth of cells with the f/2 medium was
slow, because its nitrogen source (NO=) requires
enzymatic activity on the part of the cell to trans-
form nitrate to nitrite and then to ammonium
before it is incorporated as amino acids by the
cell. This implies an energy budget (ATP) (Syrett,
1981; Wheeler, 1983), and is reflected in a lower
production during the first days of growth (fig. 1).
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1972). Resultados sobre consumo de nitrégeno en
forma de nitrato de amonio por Isochrysis
galbana (clon T-Iso) indican que el amonio es
consumido ocho veces mas rapido que el nitrato
en un periodo de cinco dias (Valenzuela-
Espinoza, 1997). Asi, el crecimiento de las células
con el medio f/2 fue lento porque su fuente de
nitrogeno (NO-,;) requiere de actividad enzimatica
por parte de la célula para transformar el nitrato a
nitrito y después a amonio, antes de ser incorpo-
rado a los aminoacidos por la célula, lo cual
implica un gasto de energia (ATP) (Syrett, 1981;
Wheeler, 1983), reflejandose esto en una menor
produccidn en los primeros dias del crecimiento
(fig. 1).

Esta preferencia de las microalgas por el
amonio se tradujo en una tasa de crecimiento y
divisiones por dia mayores con los fertilizantes
durante las primeras 48 horas. Para los dias
subsecuentes se registraron valores poblacio-
nales menores para el cultivo con fertilizantes
respecto al control. Sin embargo, al dia 5 de cul-
tivo, la concentracion celular entre los dos trata-
mientos no fue significativa (P > 0.05) (fig. 1;
tabla 2A, B). La diferencia en las tasas de
crecimiento se atribuye a la disponibilidad de
nitrdgeno para las células y su concentracion en el
cultivo, lo cual se reflejo en sus parametros de
crecimiento. Resultados similares han sido repor-
tados por Droop (1975), quien establece que la
tasa de crecimiento de la biomasa microalgal en
cultivo disminuye cuando el abastecimiento de
nutrientes es escaso para las necesidades metab6-
licas de la poblacion algal. Debido a la importan-
cia de la cantidad y calidad nutricional de la
microalga para proveer una dieta adecuada para
larvas protozoeas de camaron (Preston et al.,
1992), la cosecha del cultivo se realizo, en los dias
3 y 4, para ambos tratamientos, porque se ha
demostrado que las células se encuentran en fase
de crecimiento exponencial y en su mejor estado
fisiologico (Guillard, 1975).

Cultivo de larvas

Los factores fisicoquimicos (temperatura,
salinidad y pH) en el cultivo larvario de L.
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This preference of the microalgae for ammo-
nium results in higher growth rates and divisions
per day with the agricultural fertilizers during the
first 48 hours. Lower stock values were recorded
for the culture with agricultural fertilizers with
respect to the control in the subsequent days.
However, on day 5, the cellular concentration in
both treatments was not significant (P > 0.05)
(fig. 1; table 2A, B). The difference in the growth
rates is attributed to nitrogen availability for the
cells and its concentration in the culture, which is
reflected in their growth parameters. Similar
results have been reported by Droop (1975), who
found that the growth rate of a microalgal biomass
decreases when the supply of nutrients does not
meet the metabolic needs of the algal stock. Since
quantity and nutritional quality of the microalga
are important criteria for providing an appropriate
diet for shrimp protozoea larvae (Preston et al.,
1992), both cultures were harvested on days 3 and
4, because the cells are in the exponential growth
phase and their best physiological state (Guillard,
1975).

Larvae culture

The physicochemical factors (temperature,
salinity and pH) of the larval culture of L.
vannamei were within the optimum range for the
species (Aquacop, 1983; Treece and Yates, 1988)
and, therefore, they were not considered to have
affected the survival and development of the
organisms.

The change from one larval stage to another is
critical and organisms may be lost due to natural
mortality and/or handling. In this study, the
organisms were not sampled during substages
(fig. 2). However, the fatalities from nauplius to
protozoea were higher than those of the subse-
quent stages (fig. 2, table 3A, B). This may be due
to the quality of the nauplii, since studies con-
ducted by Aquacop (1983) indicate that nauplius
viability varies in relation to the condition of the
broodstock.

In commercial laboratories of larval produc-
tion, microalgae are provided from nauplius 5
stage (McVey and Fox, 1983). Since the objective
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vannamei estuvieron dentro del intervalo 6ptimo
para la especie (Aquacop, 1983; Treece y Yates,
1988); por tanto, se considera que no influyeron
en la supervivencia y desarrollo del organismo.
Los cambios de estadio para la larva son criti-
cos y pueden ocasionar la pérdida de organismos
por mortalidad natural, a la cual se afiade la indu-
cida por manipuleo. En este estudio, no se mues-
tred la poblacién durante subestadios (fig. 2). No
obstante, las mortalidades de nauplio a protozoea
fueron mayores que las obtenidas en los estadios
siguientes (fig. 2; tabla 3A, B). Esto puede ser
debido a la calidad del nauplio, ya que, segin
estudios realizados por Aquacop (1983), se ha
encontrado que la viabilidad del nauplio varia de
acuerdo con las condiciones de los reproductores.
En los laboratorios comerciales de produccién
de larvas, la microalga se suministra a partir del
estadio naupliar 5 (McVey y Fox, 1983). En este
estudio, como se requeria comprobar el efecto del
medio de cultivo y la calidad de la biomasa celu-
lar producida con fertilizantes y considerando que
para el cultivo larvario de Penaeus monodon se ha
establecido un nivel de 0.025 mg L™ de NH,
(Jayasankar y Muthu, 1983) y 0.01 mg L-* de NH,
especificamente para nauplios (Chin y Chen,
1987), se inici6 la fase experimental a partir de
este estadio (tabla 1). Se encontraron diferencias
significativas (P < 0.05) en la supervivencia, con
81.5% al suministrar microalgas producidas con
fertilizantes agricolas (fig. 2; tabla 3B), al meta-
morfosearse a mysis, lo cual indica que durante
los estadios de protozoea, la microalga suminis-
trada en medio con fertilizantes tuvo efectos
significativos en la supervivencia de larvas de L.
vannamei. Al comparar los porcentajes de super-
vivencia presentados en este estudio con los
reportados por Fuze et al. (1985), se determind
que son menores, pero son similares a los valores
reportados por Aquacop (1983), donde se esta-
blece una supervivencia que flucta entre el 65%
y 80% de nauplio a postlarva,. La diferencia en el
ntmero total de larvas obtenidas en estadio proto-
zoea (104.4 + 2.58; 87%) en el medio control f/2,
solo es 6% mayor respecto a las obtenidas con
fertilizantes agricolas (97.8 + 2.78; 81.5%). Este
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of this study was to determine how agricultural
fertilizers affect the culture medium and quality of
the cellular biomass, and considering that the
larval culture of Penaeus monodon has been
established at a level of 0.025 mg L of NH;
(Jayasankar and Mothu, 1983) and of 0.01 mg L
of NH; specifically for nauplii (Chin and Chen,
1987), the experimental phase started with this
stage (table 1). Significant differences were
observed (P < 0.05) for survival, 81.5%, when
microalgae produced with agricultural fertilizers
were provided during metamorphosis to mysis
(fig. 2; table 3B), indicating that during the proto-
zoea stages, the microalgae produced with agri-
cultural fertilizers significantly affected larval
survival of L. vannamei. The survival percentages
of this study compared to those reported by Fuze
et al. (1985) are lower, but they are similar to the
values reported by Aquacop (1983) that fluctuated
between 65% and 80% from nauplius to
postlarvae,. The difference in the total number of
larvae obtained in the protozoea stage (104.4 +
2.58; 87%) in the f/2 control medium is only 6%
higher than that obtained with the agricultural
fertilizers (97.8 + 2.78; 81.5%). This may be due
to the decomposition of excess food, the accumu-
lation of fecal matter or the presence of trace
elements in the ammonium nitrate fertilizer
(Valenzuela-Espinoza et al., in press), which
cause changes in the water quality of the culture
medium, and are assumed to have caused physio-
logical stress that generated the loss of organisms
during the experiment, until reaching an accumu-
lated percentage of 6%. However, the changes
from one larval stage to another were simulta-
neous in both treatments. It is probable that the
culture medium with agricultural fertilizers might
not have been entirely suitable for the maximum
survival of L. vannamei larvae; however, the
protein, lipid and carbohydrate composition of C.
muelleri cultured with ammonium nitrate and
phosphoric acid does not differ (P > 0.05) from
that obtained with the f/2 culture medium
(Cebrero-Nufiez, 1994). Therefore, it can be con-
cluded that the cellular quality of C. muelleri
complies with the nutritional requirements of
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Tabla 3. Supervivencia de larvas de Litopenaeus vannamei alimentadas con Chaetoceros muelleri
producido con medio /2 (A) y con fertilizantes agricolas (B).
Table 3. Survival of Litopenaeus vannamei larvae fed Chaetoceros muelleri produced with f/2 medium

(A) and with agricultural fertilizers (B).

Estadio Dia Larvas por tratamiento Promedio y Supervivencia
2 2 3 P 5 desv,iacic')n (%)
estandar
A
Nauplio 1 120 120 120 120 120 120 100.0
Protozoea 2 105 9% 108 111 102 104.04 = 2.58 87.0
Mysis 8 93 87 99 96 90 93.00+2.12 77.5
Postlarva 12 84 74 70 85 81 78.80 £ 2.92 65.6
Nauplio 1 120 120 120 120 120 120 100.0
Protozoea 2 99 93 105 90 102 97.8+2.78 81.5
Mysis 8 81 78 81 84 90 82.8+2.03 69.0
Postlarva 12 72 69 67 73 80 72.2+2.22 60.1

porcentaje se puede deber a la descomposicion de
alimento en exceso, acumulacion de material
fecal o la presencia de elementos traza contenidos
en el fertilizante agricola nitrato de amonio
(Valenzuela-Espinoza et al., en prensa), los cuales
causan cambios en la calidad del agua del medio
de cultivo; por tanto, se presume pudieron ejercer
tension fisioldgica, que generd la perdida de los
organismos durante el experimento hasta llegar a
un porcentaje acumulado de 6%. No obstante, los
cambios de estadios larvales fueron simultaneos
en ambos tratamientos. Es probable que el medio
de cultivo con fertilizantes no haya sido del todo
compatible para la maxima supervivencia de
larvas de L. vannamei; sin embargo, la composi-
cién en proteinas, lipidos y carbohidratos de C.
muelleri cultivada con nitrato de amonio y acido
fosforico no difiere (P > 0.05) de aquella obtenida
con el medio de f/2 (Cebrero-Nufiez, 1994). Por
ende, se puede concluir que la calidad celular de
C. muelleri cumple con el requisito nutricional

protozoea larvae of L. vannamei. On the other
hand, the monospecific culture of C. muelleri in
laboratories with reagent-grade inorganic salts
increases costs, if it is to be fed to shrimp proto-
zoea larvae. However, the cost of the medium
with agricultural fertilizers is eight times less than
that of the f/2 medium and produces the same
microalgal biomass. Therefore, it is a viable alter-
native for the culture of C. muelleri to be fed to
protozoea larvae of L. vannamei.

English translation by Jennifer Davis.

para la alimentacién de larvas protozoeas de L.
vannamei. Por otro lado, el cultivo mono-
especifico en el laboratorio con sales inorganicas
de grado reactivo contribuye a incrementar el
costo del cultivo de C. muelleri, el cual es reque-
rido para la alimentacion de larvas protozoeas de
camaron. En cambio, el costo del medio con
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fertilizantes agricolas resulta ocho veces mas
econémico que el medio f/2 y produce igual
biomasa microalgal, por lo cual se presenta como
una alternativa viable para cultivar C. muelleri
destinada a la alimentacion de larvas protozoeas
de L. vannamei.
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