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RESUMEN

Los rotiferos Brachionus, especialmente de origen marino, han sido utilizados con gran éxito en acui-
cultura, siendo comercializados desde diferentes paises, a tal punto que el material biolégico nativo se
ha dejado a un lado. No obstante, estas especies de rotiferos son cosmopolitas, y su obtencion en sitios
cercanos a los laboratorios de produccion podria evitar la necesidad de importar material biologico,
como también podrian suponer una mayor adaptacion a las condiciones propias de cada sitio. Por lo
anterior, el presente estudio realizd la obtencion y pruebas para el mantenimiento de una cepa del roti-
fero Brachionus calyciflorus, en el Laboratorio de Alimento vivo de la Universidad de Narifio, en Pasto,
Colombia. Para ello se evaluo tres dietas y pruebas de almacenamiento de huevos en estado de mixis,
se alimento los rotiferos con 1 pg de dieta (peso seco) por rotifero, utilizando tres dietas por triplicado
(T1: Scenedesmus sp., T2: Saccharomyces cerevisiae y T3: una combinacion de ambas). También se
evalud dos métodos de almacenamiento en seco de huevos de diapausa, a temperatura ambiente (20°C)
y en himedo a 4°C, como también se probo un tratamiento profilactico con formol (40 ppm por 5 min)
previo al almacenamiento de los huevos. Para siete dias de mantenimiento se registraron densidades de
108 £21,2; 4,3 + 3.8 y 40,7+ 14,4 rot.ml"! en los tratamientos T1, T2, y T3, respectivamente. El mayor
porcentaje de eclosion de huevos de diapausa lo present6 el almacenamiento en seco con tratamiento
profilactico (89,6 + 4,9%), presentando diferencias significativas (p<0,05) con respecto a los otros tra-
tamientos. Esto muestra que es posible aislar y cultivar cepas de origen local de rotiferos dulceacuicola
de manera sencilla; la cual deberia ser alimentada con una mono dieta de microalgas, para luego alma-
cenar los huevos de diapausa en recipientes secos con un previo tratamiento profilactico; dicha cepa
podra ser utilizada en cualquier momento para iniciar cultivos de rotiferos como alimento en larvicul-
tura.
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ABSTRACT

Brachionus rotifers, especially of marine origin, has been used with great success in aquaculture, how-
ever only a few species from different countries have been commercialized to the point that native
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biological materials have been left aside. Rotifers are cosmopolitan, and obtaining native species at
sites close to hatcheries could avoid the need to incorporate external biological material, as well as
being better adapted to the conditions of each site. The present study was carried out to isolate and
maintain in culture a native strain of the freshwater rotifer B. calyciflorus, in the ‘Live Feeds Labora-
tory’ at the Universidad de Narino in Pasto, Colombia. Rotifers were fed three diets (1 pg, dry weight)
per rotifer, in triplicate treatments (T 1: Scenedesmus sp., T2: Saccharomyces cerevisiae and T3: a com-
bination of both). Two methods for the storage of diapausing eggs was evaluated: one in dry conditions
at room temperature (20°C) and the other wet at 4°C. Also assessed was the prophylactic treatment
with formalin (40 ppm for 5 min) prior to storage of the eggs. The three diets and egg storage tests was
evaluated in a mixed state. After seven days of maintenance culture, densities of 108 +21.2, 4.3 + 3.8
and 40.7 + 14.4 rot.ml"! were recorded in treatment groups T1, T2, and T3, respectively. The highest
percentage of hatching of diapausing eggs was obtained in dry storage with prophylactic treatment
(89.6 +4.9%)), presenting significant difference (p <0.05) with respect to the other treatments. this study
demonstrates that it is possible and in a simple way to isolate and culture local strains of freshwater
rotifers. the rotifers can be fed a mono-diet of microalgae, and the eggs in diapause should be stored
dry and prophylactically treated. the rotifer culture can be maintained and used at any time to start batch

cultures of live food for use in larviculture.

Keywords: Brachionus calyciflorus, diapause eggs, freshwater, fish larvae

INTRODUCCION

Varias especies de rotiferos del género Bra-
chionus, especialmente de origen marino, han
sido utilizadas como alimento vivo en acuicul-
tura, de manera generalizada, debido principal-
mente a su pequefio tamaiio . No obstante, su
uso en la alimentacién de larvas de peces de
agua dulce estd muy restringido, puesto que los
rotiferos marinos no sobreviven por mucho
tiempo en este medio %,

Ahora bien, algunas especies del género
Brachionus también existen en ambientes dul-
ceacuicolas, especialmente en aguas calidas ta-
les como ciénagas, estanques de cultivo acui-
cola, lagos, charcos, entre otros.

En diferentes paises ya se ha intentado tra-
bajar con especies tales como el B. calyciflorus
0 B. patulus, en donde son de comun uso en cul-
tivos masivos en alta densidad, empledndolos

dentro de los procesos de produccion masiva en
alevinos de peces de agua dulce [/,

En Colombia, los trabajos en aislamiento y
cultivo de rotiferos con potencial acuicola son
muy pocos, lo cual ha limitado el desarrollo de
muchos peces con larvas pequefias. En el
mundo ya se comercializan especies de Bra-
chionus tanto marinas como dulceacuicolas, lo
cual implica importacion de material bioldgico
extranjero.

La diversidad bioldgica de rotiferos es muy
amplia y el género Brachionus muy facil de en-
contrar, por cuyas razones, en el presente estu-
dio se estandariz6d una metodologia que permi-
tiera identificar, aislar y mantener una especie
de rotifero nativa de agua dulce, que presenta
potencial como fuente de alimento vivo en acui-
cultura.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se desarrollo en los Laboro-
torios de Acuicultura de la Universidad de Na-
rifio, en Pasto, Colombia. Alli se realizo el ais-
lamiento de una cepa de rotifero Brachionus
calyciflorus, para lo cual se efectué muestreos
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de zooplancton de estanques y tanques de pro-
duccidn de tilapia, corregimiento EI Remolino,
municipio de Taminango, perteneciente al de-
partamento de Narifio, en Colombia.

Cultivo de microalgas



Para mantener el rotifero de agua dulce en con-
diciones de laboratorio fue necesario cultivar
las microalgas de agua dulce Chlorella sp y
Scenedesmus sp, utilizando un medio de cultivo
comercial, basado en una modificacion del F/2
de Guillard (Kent F/2 algal formula), en un sis-
tema de batch, consistente en transvasar tubos
de ensayo de 10 ml hasta volumenes de 20 L,
pasando por volimenes de 200, 500 y 3000 ml.
Los cultivos fueron utilizados de manera di-
recta como alimento para el rotifero en aisla-
miento o fueron dejados por un tiempo aproxi-
mado de cuatro dias sin aireacion y en presencia
de luz para que las células se precipiten, donde
luego fueron concentradas en volimenes pe-
quenos y almacenadas en refrigeracion.

Aislamiento del rotifero

Con el fin de aislar la cepa del rotifero pertene-
ciente al género Brachionus, se realizo una se-
rie de muestreos con una red para zooplancton
a varios tanques y estanques de cultivo de tila-
pia. Las muestras fueron transportadas hasta el
laboratorio utilizando recipientes de un litro, se-
llados con tapa.

En el laboratorio se procedi6 a observar la
presencia de rotiferos. En el momento de obser-
var la presencia del organismo identificado se
procedié a extraer los individuos, utilizando la
ayuda de microscopio-estereoscopio y tubos ca-
pilares, disponiendo los individuos en recipien-
tes de vidrio 2.000 ml de capacidad, los cuales
fueron alimentados con una dieta viva de Chlo-
rella sp y Scenedesmus sp a una densidad de
100.000 células por ml. Diariamente se realizo
el reajuste de la densidad con el fin de mantener
suficiente alimento para el crecimiento de los
rotiferos. Los rotiferos fueron enjuagados cada
cuatro dias, utilizando una malla de nylon de 60
micrones y reinoculados en el mismo volumen
de cultivo.

Preparacion del agua
El agua utilizada provenia del acueducto de la

ciudad, por lo cual se dejé reposar sin aireacion,
en tanques de 250 L, por un periodo de cuatro
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dias, posteriormente se adiciond un acondicio-
nador de agua (Kordon, NovAqua Plus) en pro-
porcién de 1 ml por cada 10 L, mezclandolo
fuertemente para eliminar la presencia de cloro
en el agua, por cuanto en experiencias previas,
en el mismo laboratorio, no se logré mantener
los rotiferos utilizando hiposulfito de sodio
como neutralizador del cloro.

Experimentos

Dietas de mantenimiento de cepa. Con el pro-
posito de determinar una dieta adecuada para el
mantenimiento de la cepa del rotifero, se evalud
tres dietas, colocando 2500 rotiferos en reci-
pientes de vidrio cilindricos y fondo plano, a un
volumen de 2000 ml (2,5 rotiferos/ml) bajo una
temperatura de 23°C. Cada dieta fue probada
por triplicado, en los siguientes tratamientos:
T1 Scenedesmus sp (1 mg/1.000 rotiferos), T2
levadura seca Saccharomyces cerevisiae (1
mg/1.000 rotiferos), T3 la combinacion de los
dos tratamientos anteriores en iguales propor-
ciones y en la misma cantidad.

Para determinar el volumen de microalga
que se debe agregar diariamente, se determino
el peso seco del condensado de microalgas por
mililitro (33,6 x 10° cel.ml!). La levadura seca
se peso cada vez que se iba a alimentar, se cen-
trifugd en licuadora a velocidad baja por tres
minutos. Tendiente a relacionar el tamano y
forma de los rotiferos, adecuados para las lar-
vas, al finalizar el experimento se procedid a
medir los rotiferos y sus ornamentaciones y asi
determinar el efecto de las dietas sobre el ta-
mafio o modificacion de ornamentaciones.

Produccion de Huevos de diapausa. Se
realiz6 un experimento en el que se dispuso
huevos micticos en diferentes condiciones de
almacenamiento, para mantener la cepa de roti-
fero. Cada tratamiento con tres réplicas de
1.000 huevos en tubos de ensayo bajo las dife-
rentes condiciones, asi: T1 en seco, T2 en agua
dulce a un volumen de 3 ml, T3 en seco y de-
sinfectados previamente con 40 ppm de formol
(5 min), T4 en agua a un volumen de 3 ml y
desinfectados previamente con 40 ppm de for-
mol (5 min). Para la obtencion de los huevos se
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organizd un cultivo de rotiferos en recipientes
con volumen de 10 L, el cual fue sembrado a
densidad de 5 rot.ml’!, alimentados con Scene-
desmus sp (1x10° cel.ml™).

Se suministro6 aireacion con piedra difusora,
durante dos dias; luego se suspendio la airea-
cioén y se cosecho el fondo del recipiente por si-
foneo, para extraer los huevos de diapausa. Se
procedi6 a enjuagarlos con agua dulce madura
acondicionada, filtrando los huevos con una
malla de nylon de 60 micrones; en este mo-
mento los huevos listos fueron almacenados.

Analisis estadistico. Los valores de creci-
miento fueron expresados como promedio =+

desviacion estandar. Se utilizé un disefo expe-
rimental completamente aleatorizado, con tres
réplicas por tratamiento. Todos los datos fueron
procesados mediante el paquete estadistico Stat
Graphics Centurion X VI (version 16.1.18) apli-
cando un ANOVA auna via, con a = 0,05, pre-
vio el cumplimiento de los supuestos estadisti-
cos de normalidad, homogeneidad de varianzas
e independencia.

Se aplic6 la prueba de Tukey para estimar
diferencias significativas entre las medias de
crecimiento poblacional. Los datos de porcen-
taje de eclosion de los huevos se analizaron me-
diante la aplicacién de una prueba de Chi-cua-
drado, con igual nivel de confiabilidad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y caracteristicas de la cepa

El proceso de aislamiento se extendi6 durante
un mes, en el cual se identifico y aisld sola-
mente la especie Brachionus calyciflorus. Las
muestras no presentaron mucha diversidad de
rotiferos (dos especies). La especie seleccio-
nada se adapt6 perfectamente a las condiciones
de laboratorio. No obstante, la cepa alimentada
con microalgas presentd grandes mortalidades
cuando se exponia a la luz directa (2.000 lux),
en donde se presentaban niveles de pH superio-
res a 9. Para lograr mantenerla viva se debio
alejar de la luz hasta obtener bajos niveles lu-
minicos (<300 lux).

El B. calyciflorus aislado es una especie cos-
mopolita y, segin Lavens y Sorgeloos [, se en-
cuentra dentro de las mas utilizadas a nivel
mundial para acuicultura. Mdas atn, en Colom-
bia existen reportes de su identificacion en va-
rios cuerpos de agua dulceacuicolas; Jaramillo
& Aguirre Bl reportan la presencia de este roti-
fero en la ciénaga de Ayapel (Cérdoba); tam-
bién Martinez & Monroy [ lo reportan para el
embalse de Betania (Huila). No obstante, en
Colombia no hay reportes del aislamiento y
evaluacion de alguna cepa nativa con potencial
como alimento vivo para acuicultura.

La cepa aislada presentd un tamafio de 171 a
278 pm de largo y 94 a 190 um de ancho. Este
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aspecto es importante, debido a que uno de los
aspectos mas importantes al seleccionar un ali-
mento vivo para larvas de peces en los primeros
estadios es el tamafio [}, especialmente el ancho
del cuerpo del organismo vivo, que puede ser el
parametro mas importante, fijando los limites
de la disponibilidad como presa. Para especies
neotropicales con tamaio de boca pequefios, los
rotiferos podrian ser una opcién viable, para
iniciar la alimentacion, como el caso de liseta
Leporinus muyscorum, la cual tiene larvas con
abertura bucal de 350 um. En este sentido, la
especie aislada muestra claramente un tamafio
dentro de los limites aceptables como presa
viva para estas especies con boca pequeiia.

Por su parte, Atencio et al ¥l establecieron la
abertura bucal del Prochilodus magdalenae en
671+12,8 um, siendo que en estas especies con
larvas pequefias, los rotiferos seguramente tie-
nen el potencial para mejorar el crecimiento y
supervivencia de las larvas. Ejemplo de ello es
el estudio de Cardona y Grisales ), quienes me-
joraron la supervivencia del bocachico utili-
zando el rotifero Phylodina sp, alcanzando
hasta un 93%.

En cuanto al efecto del pH sobre el uso de
luz directa en los rotiferos, es posible que esté
relacionado por un lado con la proporcion de
amonio no ionizado en pH altos, tal como lo ex-
presan Park et al % el cual es incrementado



debido al aumento del pH. Ademas, el pH op-
timo segtin algunos autores [*! 1!l est4 entre 6 y
8, reflejando la importancia de alejar los rotife-
ros de agua dulce de la luz directa, teniendo en
cuenta que ésta casi siempre tiene baja alcalini-
dad y, por consiguiente, baja estabilidad en este
pardmetro fisicoquimico importante.

Tal como asegura Zaret %], el desarrollo de
ornamentaciones en los rotiferos evidentemente

Ornamentaciones en foto

estan involucradas en mecanismos de defensa
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contra predadores. En las dietas de manteni-
miento se observo que la mayoria de los rotife-
ros perdieron las espinas de la base del cuerpo
del rotifero (a los lados del inicio del pie). Lo
anterior podria implicar un beneficio como ali-
mento, puesto que facilitaria la ingestion por las
larvas de peces, dado que el estudio mostrd que
en condiciones de cultivo intensivo, las orna-
mentaciones tienden a perderse. En la Figura 1

n /
4 B .
P /
,

Figura 1. Hembras de Rotiferos B. calyciflorus. A: ornamentaciones de
A rotifero recién aislado del medi®natural. B: pérdida de orna-
mentaciones después de alimentacion con diferentes dietas en

laboratorio.
Pruebas de alimentacion

Los rotiferos alimentados con diferentes dietas,
mostraron diferencias significativas en el creci-
miento. La dieta que mostr6 mayor creci-
miento, después de siete dias de cultivo, corres-
pondio al tratamiento alimentado con Scenedes-
mus sp como Unica dieta (p<0,05), incremen-
tando la densidad hasta 108+21,2 rot.ml"'. No
obstante, la dieta combinada mantuvo un creci-
miento con diferencias no significativas con
respecto a la monodieta de microalgas, durante
los primeros cinco dias de alimentacion, pero
disminuy6 drasticamente su crecimiento hasta
los seis dias de experimento, cuyo cultivo pre-
sent6 una densidad final de 41,7+11 rot.ml,
momento en el cual la diferencia fue significa-
tiva (p<0,05).

En el presente experimento, se observo la
presencia de gran cantidad de protozoarios en

las dietas que contenian levadura, sin embargo,
no se encontrd protozoarios en la dieta de mi-
croalgas.

En la Figura 2 se presenta el comportamiento
del crecimiento poblacional de las dietas expe-
rimentales.

En el presente estudio, para garantizar el
mantenimiento de la cepa en el tiempo, mostrd
superioridad la microalga como unica dieta, lo
cual contrasta con lo establecido por algunos
autores al cultivar rotiferos marinos ¥ y
dulceacuicolas ['l. Aunque en este estudio las
densidades alcanzadas estdn por debajo a las
reportadas por otros autores ['), el concepto de
mantenimiento de cepa centra su atencion en
garantizar un stock de rotiferos en buenas
condiciones en un periodo de tiempo, los cuales
sirven para incrementar la producciéon como
reemplazo de los cultivos que eventualmente
fracasan, distinto al de cultivo masivo, puesto
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que este pretende un incremento rapido de la
densidad de cultivo.

Por otra parte, la levadura de pan ha sido
utilizada como fuente de alimento para el
cultivo de rotiferos, con buen éxito, pero
frecuentemente estimula el deterioro de la

calidad del agua e incrementa el nimero de
protozoarios, y produce deficiencia de algunos
nutrientes, tales como la vitamina B12 [13 Lo
anterior implica afrontar retos en su uso como
fuente de alimento para el mantenimiento de
cepas.

4

Dias de cultivo

—o—Microeoalgas ——Levadura —a— Combinacion

Figura 2. Crecimiento poblacional del rotifero B. calyciflorus con diferentes

dietas de mantenimiento.
Almacenamiento de huevos de diapausa

Con referencia a los métodos de almacena-
miento de los huevos de diapausa, la estrategia
que presentd mayor porcentaje de eclosion fue
el almacenamiento en seco, previo la desinfec-
cion con formalina, la cual generd un promedio

de 89,6+4,9%. El valor més bajo lo presento el
almacenamiento en himedo sin tratamiento con
formalina (46+10,2%), con diferencias que re-
sultaron significativas respecto a los otros
(p<0,05). en la Figura 3 Se presentan los resul-
tados de eclosion de huevos para los cuatro tra-
tamientos.
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Figura 3. Porcentaje de eclosion de huevos de diapausa del rotifero

B.  calyciflorus
almacenamiento.

Lubzens et al 'l describen algunos métodos
utilizados para conservar rotiferos durante lar-
gos periodos de tiempo, los cuales establecen
que la criopreservacion de huevos amicticos
viables; no obstante, no es un método practico,
puesto que requiere equipamiento especial para
su aplicacion; adicionalmente, el manejo de ro-
tiferos a bajas temperatura no asegura un buen
estado fisiologico de los rotiferos en el tiempo.

Varios autores consideran que el mejor mé-
todo para conservar las cepas de rotiferos, hasta
el momento, es el uso de los huevos de diapausa
(cuando la especie los produzca) [ 4. Ademas,
se ha encontrado que los tratamientos profilac-
ticos previos al almacenamiento generan efec-
tos positivos sobre la eclosion de los huevos de
diapausa, tal como se encontrd aqui.

bajo

diferentes estrategias de

Por su parte, Hagiwara et al ¥l consideran
que los huevos de diapausa producidos en cul-
tivos masivos no superan el 50%; no obstante,
en las condiciones de laboratorio trabajadas se
logré observar que los porcentajes de eclosion
pueden llegar a niveles superiores. A pesar de
ello, en el presente estudio no se logr6 evaluar
el efecto de las dietas sobre la eclosion de los
huevos de diapausa, ya que, como se sabe, la
dieta de las hembras de rotiferos es uno de los
factores que mayor efecto tienen sobre la cali-
dad de los huevos. Dado que se alimento las
hembras con microalgas, siendo una de las me-
jores dietas para estos organismos, ésto pudo
haber permitido generar los buenos resultados
obtenidos. Por lo anterior, es importante consi-
derar el tipo de dieta que se use para el mante-
nimiento de cepas, para generar los huevos.

CONCLUSIONES

El rotifero Brachionus calyciflorus se puede
mantener en condiciones de laboratorio utili-
zando como fuente alimenticia la microalga
Scenedesmus sp.

El control del pH es uno de los factores mas
importantes dentro del mantenimiento de cepa
de rotiferos.

La dieta mas adecuada para el manteni-
miento de cepas de rotiferos B. calyciflorus
consiste en una monodieta de microalgas.

Una cepa de rotiferos de esta especie se
puede mantener facilmente utilizando los hue-
vos de diapausa almacenados en seco, previo un
tratamiento profilactico con formol.
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