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RESUMEN

El presente trabajo busca aportar al conocimiento cientifico mediante el cultivo del
microcrustaceo Moina sp como alternativa alimentaria para el cultivo en laboratorio de pez
cebra (Danio rerio) en Quito-Ecuador, para cumplir con este propdsito, se establecid un
protocolo de cultivo, usando 9 recipientes de plastico de 2L de capacidad, cada frasco
abastecido con 1,5L de agua acondicionada a una temperatura de (20£2) y pH de 7, cada
tratamiento fue alimentado con dietas diferentes: Spirulina en polvo a una concentracion de
0.001 g/mL, Saccharomyces cerevisiae de 0.002 g/mL y una tercera dieta combinada a una

proporcion del 50%.

Establecidos los cultivos, se evidencié un mayor crecimiento poblacional en T3 (2417+15.28),
seguido por el T1 (1790+36.06) y T2 (613+6.43), de igual manera, la tasa de crecimiento
poblacional y la tasa de duplicacion mostré que el T3 fue el mejor, de acuerdo al analisis de
varianza existio diferencia significativa (p<0,05) entre los tratamientos.

Mediante el método de Lowry, se determind el porcentaje de proteina, obteniendo un mayor
porcentaje proteico en el tratamiento (T3) con un 68% de proteina, en comparacion con el (T1)
50,3% Yy (T2) 11%, posteriormente, se probo tres dietas diferentes en peces cebra (Danio rerio)
en etapa juvenil, al suministrar la dieta combinada (T3) los resultados fueron positivos en el
desarrollo del pez cebra, con una longitud promedio de (3.55cm=0.12) y peso (0,40g+0.03), de
acuerdo con el analisis de varianza no existié diferencia significativa entreel T1y T2, por otro
lado, la ganancia maxima del peso y longitud se registro en el T3 a los 45 dias, enel T1y T2
la ganancia del peso son iguales a los 30 dias, en el T1 a los 30 y 45 dias la ganancia de longitud

es mayor al T2.

Se concluye que, el cultivo de Moina sp si puede ser utilizado como alimento en la nutricion
del pez cebra (Danio rerio), por su aporte nutricional y por la respuesta favorable en los peces,
ademas, al usar una dieta comercial enriquecida con Moina sp mejora los indices de crecimiento

en el pez.

Palabras clave: Alimento vivo, zooplancton, partenogénesis, Spirulina, Saccharomyces

cerevisiae.



ABSTRACT

The present work seeks to contribute to scientific knowledge through the cultivation of the
microcrustacean Moina sp as a food alternative for the laboratory culture of zebrafish (Danio
rerio) in Quito-Ecuador, to fulfill this purpose, a culture protocol will be established, using 9
plastic containers of 2L capacity, each bottle supplied with 1.5L of conditioned water at a
temperature of (20+£2) and pH of 7, each treatment was fed with different diets: Spirulina
powder at a concentration of 0.001 g/ mL, Saccharomyces cerevisiae of 0.002 g/mL and a third
combined diet at a ratio of 50%.

Once the cultures were established, a greater population growth was evidenced in T3
(2417£15.28), followed by T1 (1790+36.06) and T2 (613+6.43), in the same way, the
population growth rate and the doubling rate shown that T3 was the best, according to the

analysis of variance there was a significant difference (p<0.05) between the treatments.

Using the Lowry method, the protein percentage was extended, obtaining a higher protein
percentage in the treatment (T3) with 68% protein, compared to (T1) 60% and (T2) 14%,
subsequently , three different diets were tested in zebrafish (Danio rerio) in the juvenile stage,
when supplying the combined diet (T3) the results were positive in the development of
zebrafish, with an average length of (3.55cm £ 0.12) and weight ( 0.40g+0.03), according to
the analysis of variance, there was no significant difference between T1 and T2, on the other
hand, the maximum weight and length gain was dissolved in T3 at 45 days, in T1 and T2 the

weight gain is the same at 30 days, in T1 at 30 and 45 days the length gain is greater than T2.

It is concluded that the culture of Moina sp can be used as food for the nutrition of zebrafish,
(Danio rerio), due to its nutritional contribution and the favorable response in the fish, in

addition, using a commercial diet enriched with Moina sp improves the growth rates of the fish.

Keywords: Live food, zooplankton,parthenogenesis, Spirulina, Saccharomyces cerevisiae



1. INTRODUCCION

De acuerdo con el informe de la FAO, (2020) un elevado porcentaje de los recursos pesqueros
marinos se encuentran en estado de deterioro o sobreexplotacion, el porcentaje de las
poblaciones explotadas aumento del 10% en 1974 al 34,2% en el afio 2017, frente a esto la
acuicultura ha sido una opcién viable, al proveer medios seguros para la produccion intensiva

de organismos acuéticos en condiciones controladas (Bondad et al., 2012).

La acuicultura Latinoamericana ha tenido un gran alcance y evolucion en los ultimos afios, sin
embargo, actualmente atraviesa ciertos obstaculos ampliamente relacionados con la
alimentacion y nutricién de peces, siendo uno de los principales problemas, la ausencia de
alimento propicio y constante en las primeras etapas de vida de los peces en cultivo, lo que ha
conllevado a tener una alta tasa de mortalidad en peces (Castro Mejia et al., 2003; Toledo Pérez

etal., 2019; Wurmann G, 2019)

Una correcta salud y desarrollo en los peces se alcanza con una alimentacién balanceada, este
aspecto influye en las funciones fisiologicas, inmunoldgicas, en el crecimiento y reproduccion
del animal, la composicion de la dieta puede llegar afectar la estructura intestinal y su
microbiota, ocasionando enfermedades y dafios en el sistema digestivo del pez , por ello, es
necesario tomar en cuenta la calidad de los ingredientes, macronutrientes, vitaminas, minerales

y aditivos de la formulacién del mismo (Encarnagéo, 2016; Scholar et al., 2019).

Algunos alimentos comerciales no contribuyen con suficientes nutrientes para el desarrollo de
los peces; el desarrollo de las larvas se ve retrasado, la talla se alcanza en un mayor tiempo y la
coloracion corporal disminuye (Luna Figueroa et al., 2019), este estudio, coincide con Wizilla
et al., (2022), quien menciona que las dietas artificiales no llegan a cumplir totalmente con los

requisitos de ciertas especies, llegando a tener un crecimiento mas lento y tasas de
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supervivencia mas bajas, debido a la escases de nutrientes presente en las dietas los organismos
tienden a tener un sistema digestivo poco desarrollado, estudios de Ronge, (2018) reportan que
el uso de micro-pellet, rotiferos y Artemia generan inconvenientes, no solo por la falta de
calidad nutricional, también, por la cantidad de residuos libres de materia organica que se

genera, condiciones propicias para el desarrollo de bacterias oportunistas y patdégenos.

De acuerdo con Luthada Raswiswi et al., (2021), la harina de pescado ha sido ampliamente
utilizada como una fuente esencial de proteina en la dieta de peces, no obstante, la calidad de
este alimento presenta grandes riesgos , por ello , actualmente se busca remplazar su uso por
otras fuentes de proteina animal que demuestren efectos positivos en la tasa de crecimiento,
peso y tasa de supervivencia de diferentes especies acuaticas, por otra parte, Abo Taleb et al.,
(2021) menciona que el uso de zooplancton en la dieta de los peces es muy requerido debido al

aporte proteico y la abundancia en nutrientes esenciales.

Al ser la alimentacién una actividad crucial durante toda la vida de un organismo, es
fundamental encontrar nuevas alternativas de produccion de alimento, utilizando nuevas

tecnologias de cultivo y especies.

El microcrustdceo Moina sp es ampliamente utilizado para alimentar peces de agua dulce por
sus grandes beneficios (Harvey et al., 2017), sin embargo, en Ecuador, es escaso el estudio de
este microcrustaceo como alternativa alimentaria para el pez cebra (Danio rerio) y otras
especies. El pez cebra es una de las especies mas comercializadas a nivel mundial, en las Gltimas
décadas ha sido ampliamente utilizado como modelo bioldgico especialmente en el campo de

la biomedicina y la acuicultura (Bambino & Chu, 2017).

Por su facil manejo, fecundidad, tamafio y rapido desarrollo, es una gran alternativa en

comparacion con otros modelos bioldgicos, gracias a este modelo se han realizado estudios de



toxicologia, genética, regeneracion de tejidos, descubrimiento de farmacos y conocimiento de
biologia humana, actualmente se conoce que el 70% de los genes humanos tienen un homélogo
de esta especie, y los genes asociados a enfermedades humanas son de un 84% (Cassar et al.,

2020; Marques et al., 2019; Metz et al., 2014).

A medida que aumenta el nimero de investigaciones usando al pez cebra como modelo
bioldgico, existe la necesidad de monitorizar con frecuencia, la salud y el desarrollo del animal,
por ello, es de suma importancia que el alimento, la calidad de agua, la fuente de donde se
obtiene a los animales entre otros factores sean adecuadas, de lo contrario puede existir

consecuencias significativas en los resultados de las investigaciones (Collymore et al., 2016).

Basado en lo antes mencionado, se precisa buscar nuevas fuentes de alimentacion
indispensables para un buen desarrollo y salud en los peces, que cumpla los requerimientos
nutricionales de la especie, que se pueda adquirir a un costo accesible y en el menor tiempo
posible, favoreciendo a la acuicultura y de forma particular al cultivo en laboratorio de peces

cebra (Danio rerio) usado para fines biomédicos en diferentes laboratorios universitarios.

En tal virtud, el cultivo de Moina sp seria una gran opcion frente a este problema debido a su
alta tasa de reproduccidn, la respuesta de alimentacion en las larvas de peces, su perfil
nutricional, principalmente sus enzimas digestivas que actian como exoenzimas en el intestino
de las larvas de peces, y su gran tolerancia a la temperatura ( Wizilla et al., 2022; Grainger,

2016).

Para llevar a cabo esta investigacion, el cultivo de Moina sp y la evaluacion de crecimiento en
peces cebra (Danio rerio), se realizé en un bioterio domestico instalado al sur de Quito, respecto
a, los analisis bioquimicos se realizaron en el laboratorio de Ciencias de la Vida de la

Universidad Politécnica Salesiana Quito.



Dada la gran importancia del microcrustaceo Moina sp en la acuicultura y al ser un tema de
gran acogida cientifica y econdmica en el pais; El objetivo general de esta investigacion fue
cultivar el microcrustaceo Moina sp como alternativa alimentaria para el cultivo en laboratorio
de pez cebra (Danio rerio) en Quito-Ecuador.

Los objetivos especificos fueron: Implementar un protocolo de cultivo del microcrustaceo
Moina sp en condiciones ambientales de la ciudad de Quito; Evaluar el efecto de tres dietas
balanceadas en la produccion de biomasa del microcrustaceo Moina sp; Evaluar los parametros
tipicos de crecimiento del pez cebra (Danio rerio) alimentados con el microcrustaceo Moina
sp.

Finalmente, en la presente investigacion se pretende responder la siguiente pregunta: ¢ El cultivo
de Moina sp cumple con los requerimientos necesarios como alternativa alimentaria para el

cultivo en laboratorio de pez cebra (Danio rerio)?



2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1. Estado del Arte

Segln Lopez et al. (2018) en Ecuador se han estimado 34 especies de cladoceros en aguas
dulces pertenecientes a 7 familias y 23 géneros , el nimero de especies identificadas es menor
en comparacion a otros paises de Ameérica debido a la falta de informacion, Ramos y Napa
(2018) mencionan que en el pacifico Ecuatorial los cladoceros conforman el 6.38%, mientras
que Etilé et al., (2020) menciona que en Ecuador y Galapagos la poblacién de cladéceros es de
44% y 35% respectivamente, los trabajos mencionados tienen un enfoque netamente ecoldgico

y taxondmico en aguas Ecuatorianas.

La mayoria de los estudios de cladoceros se han centrado en la familia Daphniidae,
especialmente en varias especies del género Daphnia, no obstante, la familia Moinidae tiene
alrededor de 29 especies en todo el mundo y la mayoria de especies de Moina habitan en agua

dulce, estanques y lagos (Nandini & Sarma, 2019).

Estudios de Kabery et al., (2019) mencionan que el cultivo del cladécero Moina macrocopa
muestra una respuesta favorable al usar una concentracion de 1000 ppm de diferentes desechos
de alimentos y estiércol animal , por otra parte, Kamrunnahar et al., (2019) mencionan que el
cultivo del cladocero Moina macrocopa como alimento vivo para peces tiene las condiciones
adecuadas para remplazar al géenero de crustaceo Artemia, dado que los resultados de la

investigacion revelaron una mayor supervivencia y tasa de crecimiento en larvas de dorada.

En estudios de Romero et al., (2010) utilizaron Chlorella spp cultivada con riles organicos de
la industria pesquera teniendo como resultado un buen desarrollo del claddcero Moina sp, con
una densidad maxima a los seis y siete dias de cultivo. Prieto et al. (2006) realizé un cultivo
experimental del cladécero Moina sp alimentado con Ankistrodesmus sp y Saccharomyces
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cereviseae presentando una mayor tasa de crecimiento al ser alimentados con una dieta

combinada (Ankistrodesmus sp mas Saccharomyces cereviseae).

Estudios de Iswara et al., (2018) mostro resultados favorables al usar Moina sp en polvo ,
pudiendo ser un gran sustituto de Artemia sp, los resultados de este estudio reportaron un
aumento en el crecimiento de la longitud de las larvas , a pesar , de no existir diferencia

significativa en el peso , los niveles de histidina , leucina y lisina aumentaron.

Con respecto al pez cebra es una especie comun en acuarios ornamentales del Ecuador, asi
como también, es un ejemplar usado en el area de genética, habitualmente alimentado por su
disponibilidad y perfil nutricional con: Artemia salina, Daphnia pulex, Brachionus plicatilis, y

Culex pipiens, ,Tubifex tubifex, (Olascoaga & Luna, 2005; Prado et al., 2015).
2.2. Bases tedricas

2.2.1. Zooplancton

El termino zooplancton proveniente del griego zoon y planktos, cuyo significado es animal
errante, son organismos heterotrofos que habitan en aguas marinas y dulces, conforme a su
alimentacion se pueden clasificar en: herbivoros, carnivoros u omnivoros en su mayoria tienen

forma microscopica, multicelulares y protozoarios (Cardona et al., 2021).

2.2.2. Zooplancton de agua dulce
El zooplancton de agua dulce es un grupo de animales de un tamafio microscopico muy diverso

y abundante, que viven en cuerpos de agua en todo el mundo (Slotwinski et al., 2014).

Constituyen un eslabdn importante en la transferencia de energia a nivel secundario en las redes
alimentarias acuaticas entre autotrofos y heterétrofos, en pantanos, lagos y embalses, ademas,

la mayoria de los peces dependen del zooplancton para alimentarse en sus fases larvarias o



durante toda su vida, el movimiento innato de esos organismos impulsa el comportamiento

predador de las larvas (Manickam et al., 2015; Prieto & Atencio, 2008).

Los organismos zooplanctdnicos de agua dulce estan constituidos por tres grupos principales:
rotiferos, cladoceros y copépodos, estos organismos establecen la base de todo lo que vive en
el agua, tienen la propiedad de ser bioindicadores , gracias a estos organismos se ha logrado
determinar la concentracion de nutrientes, variacion de temperatura, mineralizacion de los

ambientes acuéticos (Gutiérrez, 2017; Gutiérrez, 2014; José de Paggi & Paggi, 2015)

Cuando el zooplancton es alimentado por fitoplancton la transformacién del material vegetal
en tejido animal sucede con facilidad, evitando afloramientos, sin duda alguna, son una
excelente fuente de alimento que permite una mejor supervivencia y desarrollo en el

crecimiento de los peces, moluscos, crustaceos (Lagos et al., 2014).

2.2.2.1. Valor Nutricional

El zooplancton contiene una fuente de proteinas, aminoacidos, lipidos, acidos grasos, vitaminas
y enzimas, esta composicion es fundamental para los peces, siendo considerado el alimento que
posee la mayoria de las sustancias nutritivas y que sirve como base para las dietas
experimentales (Mitra et al., 2007; Prieto, 2006). Proporcionar una dieta 6ptima en las primeras
etapas larvales, en cantidad apropiada de aminoacidos y lipidos, favorece a la supervivencia,

crecimiento y desarrollo de los peces (Rocha et al., 2017).



Tabla 1.

Composicion bioquimica (%) de varias especies de zooplancton, usado en acuicultura.

Pardmetros  Copépodos Artemia Rotiferos Camarones hada Moina Daphnia

Proteina 63.2 53.8 51.3 49.93 66.33 39.68

Lipidos 8.8 18.1 12 15.03 10.82 24.99
Carbohidratos 20.4 20 13.1 8.86 19.8.3 -

Ceniza 7.6 8.1 6.7 11.6 3.02 28.15

Nota. Descripcion nutricional de organismos vivos
Fuente: Citado por Radhakrishnan et al., (2019).

2.2.3. Cladoceros

Los cladoceros son un grupo muy representativo del zooplancton debido a su alta diversidad de
especies (Castilho et al., 2010), principalmente son de agua dulce, su tamafio varia entre 0,2 y
6 mm de longitud, en el caso de Leptodora kindtii puede llegar a los 18 mm, habitan en zonas
pelagicas, litorales y bentonicas se reconoce cuatro ordenes Anomopoda, Ctenopoda,

Onychopoda y Haplopoda (Forr6 et al., 2008).

Los géneros mas estudiados son Daphnia y Moina, siendo de gran importancia en piscicultura
por su valor nutritivo y facilidad de produccion (Conde Pouna et al., 2004; Ramirez -Merlano

etal., 2013).

El cuerpo de los claddceros se divide en cabeza, torax, abdomen y postabdomen, su estructura
es rigida, la cabeza es compacta, sus 0jos son prominentes, y presentan antenas grandes, por lo
general las hembras son mas grandes que los machos, estos microcrustaceos nadan de manera
muy rapida moviendo sus antenas y otros apéndices (Santhanam et al., 2018; Suthers & Rissik,

2008)



2.2.3.1. Importancia de los cladéceros

Los claddceros son utilizados como bioindicadores para estimar los niveles de toxicidad de
pesticidas y otros contaminantes ambientales, ademas, son una fuente principal de alimento
natural para los peces especialmente en estado alevin (Chakravarthy & Sridhara, 2016). De este
modo, se puede decir que los claddceros representan un lugar sumamente importante en las
redes alimentarias acudticas , responden rapidamente a los cambios ambientales, su ciclo de
vida es partenogénesis ciclica y produccion de huevos en reposo (Bekker et al., 2016;

Wojewaddka et al., 2016).

2.2.4. Alimento vivo para peces y su importancia

Es esencial para el crecimiento de los peces, ya que los proceso de ingestion y digestion son
mas sencillos, por sus altos componentes nutricionales, tales como, proteinas, minerales,
vitaminas, acidos grasos, aminoacidos y carbohidratos se les denomina como cépsulas vivas

de nutricion (Kandathil Radhakrishnan et al., 2020).

Tabla 2.

Especies de alimento vivo de mayor uso en acuicultura para alimentar (crustaceos y peces)

GRUPO ESPECIE
Brachionus plicatilis,Brachionus calyciflorus,Brachionus

Rotifera urceolaris Brachionus rubens, Brachionus falcatus
e O
Branchiopoda Artemia sp
Claddcera Daphnia sp y Moina sp

Nota: Dentro del grupo de los claddceros los organismos con mayor uso en acuicultura son Daphnia sp y Moina
sp.

Tomado de Prieto, (2006), modificado por (La autora,2022).



2.2.5. Genero Moina sp

2.2.5.1 Taxonomia

De acuerdo con la base de datos Taxonomica el género Moina presenta la siguiente clasificacion

taxonémica:

Tabla 3.

Clasificacion taxonémica de Moina sp

Reino: Animalia

Filo: Arthropoda

Clase: Branchiopoda
Orden: Diplostraca
Suborden: Claddcera

Familia: Moinidae

Genero: Moina

Especie: Moina sp Baird,1850

Nota. Tomado de Taxonémica y Animal Diversity Web
Fuente: Citado por Myers, P. et al., (2023)

2.2.5.2. Distribucion y habitad

El género Moina se encuentra entre los claddceros mas nimeros en lagos naturales, estanques
de riego y agricultura , especialmente en los campos de arroz, rios , charcos y acuarios (Makino

etal., 2019).

2.2.5.3. Aspectos morfologicos

Son crustaceos pertenecientes a la familia Moinidae, conocidas como pulgas de agua, todos los
Moina son claddceros de tamafio pequefio 0 mediano, se caracterizan por medir entre 0.8 y 0.9

mm en estado adulto, y 0.5 mm los nauplios, en comparacion con los nauplios de Artemia
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(Brachionus plicatilis) y (Daphnia) son mas pequefios, por lo cual, es beneficioso para la

mayoria de las larvas de peces (Jiménez et al., 2003) .

Morfologia de Moina sp

Figura 1. Vista detallada de Moina sp
Fuente: (La autora,2023)

El género Moina suele presentar un ojo fusionado y grande, sin ocelo, cabeza hundida, dos
pares de antenas, la segunda antena presenta un gran basipodo, en el extremo discal presenta
una tercera seta sensorial, un endépodo de tres segmentos lleva una o mas setas largas nadadoras
en su extremo distal, y un exépodo de cuatro segmentos que contiene largas setas nadadoras,
también presenta una fila interior de dientes cortos, cuya presunta funcién es limpiar el detritus
de la superficie del caparazén, los machos son siempre mas pequefios que las hembras (Pascual

etal., 2014).
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2.2.5.4. Reproduccion

Los crustaceos se atraen por medio de feromonas, su reproduccion puede ser sexual o asexual,
en condiciones adecuadas, el crecimiento de la poblacion es asexual (partenogenética) es decir
no hay fertilizacion, por tanto, se produce crias hembras siendo esta forma de reproduccion la
mas rapida , por otra parte, en caso de existir reproduccion sexual se produce decendencia
masculina, ademas, los embriones se mantienen en una estructura similar a la placenta,
denominada “efipia”, que posiblemente sirve para nutrir el desarrollo embrionario en la bolsa
de la cria, esto permite que una hembra produzca varios huevos genéticamente diversos durante
la fase sexual de reproduccion, si la hembra cambia a reproduccion partenogenética, este
cambio es irreversible (Géngora-Landeros et al., 2010; Petrusek, 2002; Rodmongkoldee et al.,

2019).

En la madurez se puede observar caracteristicas de dimorfismo sexual, los machos tienen pinzas
largas que se utilizan para sujetar a la hembra durante la copula, ademas, las hembras
sexualmente maduras llevan solo dos huevos encerrados en un ephipium que es parte del

exoesqueleto dorsal (Lavens & Sorgeloos, 1996).

2.2.5.5. Alimentacion

El género Moina se alimenta de diversos grupos fitoplancton, bacterias, desechos, en presencia
de adecuadas cantidades se obtiene poblaciones con mas celeridad, también, han sido
ampliamente cultivados utilizando Chlorella y Ankistrodesmus ,Scenedesmus quadricauda y
Ankistrodesmus gracilis, Ankistrodesmus y Saccharomyces cereviseae, micro algas y levadura

denominada Z-plus (Rodriguez et al., 2016).
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2.2.5.6. Valor nutricional

Segln Rottmann, (2021) el valor nutricional del cladécero Moina sp va depender de la edad y
el tipo de alimentacion que recibe, el contenido proteico promedia el 50% del peso seco , el
perfil nutricional en base seca es de 69.7% y base himeda 3.91%, los valores de grasa se
encuentran entre el 20% - 27% sobre la base del peso seco para las hembras adultas y del 4% -
6% para los juveniles (Arrieta & Gonzélez, 2021). De acuerdo con Adi Nugroho et al., (2021)
Moina macrocopa y Moina micrura contienen aminoécidos esenciales y no esenciales y un
52,4% de proteina , Moina sp ha sido considerado un alimento vivo potencial, por su

disponibilidad en la mayoria de fuente de agua natural (Rasdi et al., 2021).

2.2.6. Levadura

2.2.6.1. Generalidades de Saccharomyces cerevisiae

De acuerdo con Oca et al., (2016) , Walker y Stewart, (2016) Saccharomyces cerevisiae es un
organismo unicelular que se divide asexualmente por gemacion o fision, su forma es ovalada,
el diametro oscila entre 5a 10 um, la célula es de tipo eucarita, presenta pared celular, nicleo,
mitocondrias, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi, vacuolas, micro cuerpos y vesiculas
secretoras , su ADN genomico nuclear presenta 12068 kilo bases (kb) organizado en 16

cromosomas (Parapouli et al., 2020).

La pared celular es una estructura rigida, resistente y elastica, su grosor varia entre 100 a 400
nm, tiene un rol importante en la aglutinacion celular, en la esporulacion celular y en la
mediacion del contacto entre la levadura patégena y el organismo huésped (Kopecka et al.,
2012) , el citosol de se encuentra rodeado por el espacio periplasmico y la pared celular

(Feldmann, 2012).
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2.2.6.2. Taxonomia

Tabla 4.

Taxonomia de la Levadura Saccharomyces cerevisiae

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota
Clase: Saccharomycetes
Orden: Saccharomycetales

Familia:  Saccharomycetaceae

Genero: Saccharomyces

Especie:  Saccharomyces cerevisiae Hansen, 1883

Nota: Tomado de National Center for Biotechnology Information
Fuente: (NCBI, 2023)

2.2.6.3. Ciclo biologico

El proceso de reproduccién de Saccharomyces cerevisiae puede ser sexual o asexual, de forma
diploide y haploide, las células diploides tienen forma elipsoidal de 5X6 pm mientras que las
celulas haploides son esferoides con didmetros de aproximadamente 4 um (Kovacevie, 2015).
Este paso en el ciclo de vida se da mediante division celular meidtica donde una célula diploide
pasa por una fase (S) premeiotica y dos divisiones mei6ticas de la cual se obtiene cuatro células
haploides o por el aparcamiento de dos células haploides a y ¢ que forman un cigoto diploide

(Oca et al., 2016).

Durante el ciclo celular la levadura pasa por las fases G1, S, G2, y M, en la fase G1 las células
haploides pueden aparearse con células asociadas del sexo opuesto o formar células
estacionarias, las células diploides pueden sufrir meiosis o formar células estacionarias

pudiendo estas transformarse en pseudohifas y envejecer (Oca et al., 2016).
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Durante la fase G1 la célula aumenta su tamafio al maximo, en la fase G2 se mantiene el
crecimiento de la yema, la preparacion de la maquinaria para la entrada a la mitosis y actividad
de diversos mecanismos de reparacion del ADN, seguida de esta fase se encuentra la fase S en
donde el ADN cromosomico se replica y finalmente en la fase M se da inicio el proceso de

mitosis (Kovacevie, 2015; Lainez, 2017).

2.2.6.4. Valor nutricional

Saccharomyces cerevisiae ha sido utilizada por sus propiedades como alimento funcional y
suplemento (Farid et al., 2019) , en la acuicultura ha sido usada por sus efectos estimulantes de

la salud en varias especies de peces (Agboola et al., 2021).

Kopecka et al., (2012) menciona que las células contienen compuestos nitrogenados 45-60 %,
carbohidratos 15-37 %, lipidos 2-12 %, compuestos minerales 6-12 %, factores de crecimiento
y algunas vitaminas , estudios de Agboola et al., (2021) menciona que el contenido de proteina
cruda de la levadura es de 40-55%, la pared celular contiene principalmente entre un 85y 90 %
de polisacaridos y un 10 a 15 % de proteina, la estructura de la pared celular contiene de 30-
60% de glucanos, 25-50% de mananos y 5-10% de quitina, por otra parte, segun estudios de
Perdomo et al., (2004) el contenido de proteina cruda de la levadura es del 52.3 % , del extracto

de levadura es de 70,8% Yy en la pared celular se obtuvo un porcentaje del 21.8.
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Tabla 5.

Analisis proximal de la composicion quimica de la levadura, del extracto y de la pared celular
de la levadura

Producto Humedad N x 6,25 Grasacruda Fibracruda  Cenizas

totales
Levadura 5.3 52.3 0.06 1.44 7.41
Extracto de levadura 55 70.8 0.17 0.67 12.07
Pared celular de levadura 10.7 21.8 0.93 1.52 1.43

Nota. Tomado de Alimento vivo y su importancia en acuicultura.
Fuente: (Perdomo et al., 2004)

2.2.7. Spirulina sp

2.2.7.1. Generalidades de Spirulina

El nombre de spirulina se deriva del latin espiral o hélix, es una cianobacteria simbiotica,
multicelular y filamentosa no diferenciada, de color verde azulado, su principal pigmento es la
ficocianina y la clorofila, presenta tricomas cuya longitud es de 50 a 500 pm y un ancho de 3
a4 pum, crece habitualmente en medios alcalinos y célidos, es cultivada para consumo humano

por su contenido nutricional (Guillen et al., 2020; Gutiérrez et al., 2015; Wan et al., 2021).

2.2.7.2. Taxonomia
Tabla 6.

Taxonomia de Spirulina sp

Reino Bacterias

Filo Cianobacterias
Clase Cianoficeas
Orden Nostocales
Familia Oscillatoriaceae

Genero Spirulina Turpin Ex Gomont, 1892

Nota: Informacién taxondmica republicada de AlgaeBase
Fuente: (Guiry & Guiry, 2023)
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2.2.7.3. Valor nutricional

Actualmente la espirulina es considerada como un superalimento debido a su gran contenido
de aminoé&cidos, proteinas, lipidos, vitaminas, acidos grasos, minerales y carbohidratos, es
denominada como el alimento del futuro, ya que tiene el 96% de nutrientes Utiles para el
hombre, ademas, presenta un elevado porcentaje de hierro, hasta diez veces mas de la

composicion que diversos alimentos vegetales (Malpartida Y. et al., 2022).

Segun estudios de Hosseini et al., (2013) y Brito et al., (2020) mencionan que la composicion
del peso celular seco de esta microalga consiste en proteinas (55-70%) vy lipidos (5-6%), por
otra parte, la composicion de espirulina comercial en polvo segtn la FAO, (2008) es de 60%

proteinas, 20% carbohidratos, 5% grasas, 7% minerales, 3-6% de humedad.

Napolitano et al., (2022) menciona que varios estudios se han centrado en el remplazo de la
harina de pescado por fuentes alternativas de alta calidad como lo es la espirulina debido a su
alto valor nutricional, siendo un gran aditivo y un alimento complementario en la alimentacion
animal, mejorando el crecimiento y respuesta fisiolégica a las enfermedades en varias especies
de peces (Ramirez et al., 2022; Suyama et al., 2020), comercialmente, la espirulina se halla

disponible en forma de polvo, tableta, capsula (Cardenas et al., 2010).

Tabla 7.

Composicion general de Spirulina sp

Proteina 60%
Carbohidratos 20%
Lipidos 5%
Minerales 7%

Nota. Datos tomados de una revision sobre cultivo, produccion y uso de espirulina como alimento para humanos
y piensos para animales domésticos y peces.
Fuente: (FAO, 2008)
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2.2.8. Descripcion del pez cebra

El pez cebra pertenece a la familia Cyprinidae, usado por primera vez como modelo bioldgico
en 1970 por ser méas simple que un raton y facil de manipular genéticamente, tiene muchas
similitudes fisiologicas y genéticas con los humanos, el cerebro, el tracto digestivo, la

musculatura y el sistema inmunolégico innato (Rahman Khan & Sulaiman Alhewairini, 2019).

2.2.8.1. Taxonomia

Tabla 8.

Taxonomia de Danio rerio

Reino  Animalia
Filo Chordata

Clase  Actinopteri

Orden  Cipriniformes

Familia Cyprinidae

Genero Danio

Especie Danio reiro Hamilton, 1822

Nota: Datos tomado del Centro Nacional de Informacion Biotecnologica NCBI: txid7955 y de Animal Diversity
Web
Fuente: (Markowski, 2011; NCBI, 1822)

2.2.8.2. Caracteristicas morfoldgicas y anatémicas

El pez cebra o zebrafish es un vertebrado que habita en agua dulce, mide entre 4,5 a 5 cm de
longitud en estado adulto, alcanzan la madurez sexual a los 3 meses, se reproducen facilmente,

pudiendo las hembras producir hasta 400 ovocitos (Espinosa, 2016).

Los machos son delgados tienen forma de torpedo, rayas longitudinales de color negro y
usualmente dorado en el vientre y aletas, las hembras por lo contrario, son mas largas tienen
abdomen prominente, el color dorado en las aletas es poco visible (Wixon, 2000).
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La cabeza es ovalada y pequefia, los ojos tienen posicion central y pupilas circulares, la boca
apunta hacia arriba, debido a que la mandibula inferior es mas larga que la mandibula superior,
usan dientes faringeos para succionar el alimento y triturarlo, ademas, tienen dos pares de
barbillas, la columna vertebral es delgada, los huesos no tienen cavidad medular, posee cuatro
franjas de color azul metélico y tres doradas que van desde la cabeza hasta la aleta caudal, las
aletas dorsales poseen una pigmentacion amarilla con blanco (Menke et al., 2011; Praveenraj

etal., 2017; Vega, 2015).

Aspecto Morfoldgico de (Danio rerio)

Figura 2. El pez cebra es un modelo muy utilizado con fines investigativos en el area de salud debido a su facil
manipulacion y mantenimiento, ademas, permite desarrollar multiples procedimientos moleculares y celulares.

Imagen tomada de Gacha Garay et al., (2017).

2.2.8.3. Desarrollo y reproduccion

El desarrollo embrionario es ovoviviparo, su eclosién es dentro de las 72 horas , dentro de las
primeras ocho horas se puede observar las células embrionarias dividirse, el corazén y los
globulos rojos son visibles a las veinticuatro horas, los embriones estan recubiertos por una
membrana transparente, semipermeable, denominada (el corion), lo cual hace que sea sencilla

su manipulacion (Castillo Salas et al., 2022; Dawind, 2004; Wixon, 2000).

Las hembras depositan méas de 200 embriones por semana, una vez eclosionados los embriones,
al quinto dia se han convertido en larvas, en un mes son juveniles y al tercer mes pueden iniciar
su reproduccion de manera continua, su ciclo de vita es de dos a tres afios y medio (Olicos et

al., 2012).
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Las primeras veinticuatro horas de vida son importante debido a las modificaciones en las
sefializaciones geneticas que pueden llevarse a cabo, de las que depende la morfogenesis

neuronal y craneal del pez (Téllez Mora et al., 2020).

Tabla 9.

Etapas de embriologia del pez cebra (Danio rerio)

ETAPA DESCRIPCION
Segmentacion: Caracterizada por diversos procesos de mitosis hasta la formacion del
blastocito.
Gastrulacion: El embridn se diferencia en 3 capas germinales: ectodermo (capa externa, de él

se desarrolla el sistema nervioso), mesodermo y endodermo.

Neurulacion: Las crestas neurales se unen para desarrollar el tubo neural esbozo de la

médula espinal y el encéfalo.

Organogeénesis: Proceso por el cual el ectodermo, mesodermo y endodermo se desarrollan en
los diferentes 6rganos y estructuras del organismo.

Nota: En la tabla se observa las diversas etapas embrionarias del pez cebra
Elaborado por: (La autora,2022), modificado de Téllez Mora et al., (2020).

Representacion de la fase larval y adulta del pez cebra
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Figura 3. (a) estadio larval de aproximadamente 3 a 5 dias después de la fertilizacion y (b) fase adulta de 3
meses de vida.

Imagen tomada de Santoriello & Zon, (2012).

2.2.8.4. Habitad y ecologia

Habita en fuentes de agua dulce , es un pez tropical, nativo del rio Ganges y sus afluentes en el

norte de la India, viven en arroyos, estanques, zanjas, para su reproduccién es importante el
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nivel de temperatura y una adecuada alimentacion , por otro lado, el habitad en el laboratorio
requiere de niveles apropiados de nutrientes, tiene una gran tolerancia ambiental en cautiverio,
la temperatura puede variar entre 12.3 °C y 38.6°, la conductividad de 10 uS a 271 uSy el pH
entre 5.9y 9.8, para fines investigativos se mantiene en acuarios sin estructuras para facilitar

la limpieza y observacion (Teame et al., 2019; Vishwanath, 2010).

2.2.8.5. Alimentacion

Se alimenta de crustaceos plancténicos, bentdnicos, larvas de insectos, gusanos, la cantidad
requerida de alimento diario para mantener el peso de esta especie es de 2.4% del peso
corporal/dia, sin embargo, los requisitos nutricionales precisos del pez cebra ain no se han

definido (Marques et al., 2019; Velasco Garzon & Gutierrez Espinosa, 2019).

En estado en cautiverio es recomendable alimento vivo y alimento comercial, en vida silvestre
se alimentan de zooplancton, crustaceos e insectos, es de gran importancia las preferencias
dietéticas del pez cebra salvaje, debido a que puede ayudar en su fisiologia digestiva (Harper

& Lawrence, 2011; Lawrence, 2007)

Se recomienda que el suministro de alimento sea diario, por lo menos dos veces al dia , si existe
sobrealimentacion se puede generar sedimento al fondo del tanque ,en ese caso se debe sreducir
la dosis de alimento, retirar el sedimento y mantener la calidad del agua (Harper & Lawrence,

2011).
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2.2.8.6. ldentificacion de enfermedades

Tabla 10.

Diferencias en el comportamiento y aspecto fisico de un pez sano y enfermo

Aspectos Pez sano Pez enfermo

Natacién Normal (de la especie). Irregular, hundimiento de
costado, erradico

Consumo de alimento Voracidad. No consume alimento
Actividad estimulada en los
horarios de rutina.

Reaccion de fuga Responde a los ruidos No responde a los ruidos
Colores claros en caso de
Coloracion Pigmentacion definida presentar anemia o falta de
oxigeno,

Oscurecimiento cuando existe
enfermedades infecciosas.

Piel Suave, sin descamacion Descamaciones evidentes,
ulceras.
Ojos Brillantes, corneas transparentes Opacos
Branquias Coloracion roja brillante Coloracion anormal rosa palida,
con lesiones
Aletas Sin hemorragias Heridas o lesiones aparentes

Nota. En la presente tabla se puede diferenciar las principales caracteristicas que presenta un pez sano y un pez
enfermo, aspectos a considerar para un buen desarrollo del organismo.
Fuente: (Balbuena Rivarola et al., 2011)

2.2.9. Fundamentacion legal

2.2.9.1. Ley orgéanica de recursos hidricos usos y aprovechamiento del agua

Registro Oficial Suplemento 483 de 20-abr.-2015 Ultima modificacion: 21-ago.-2015

La Agencia de Regulacién y Control del Agua (ARCA) se encarga de la regulacién y control
de la gestidn integral e integrada de los recursos hidricos, la cantidad y calidad de agua en
fuentes y zonas de recarga, calidad de los servicios publicos relacionados al sector agua y en
todos los usos, aprovechamientos y destinos del agua. (Ley Organica de Recursos Hidricos

Usos y Aprovechamiento del Agua, 2014, Art.8)
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2.2.9.2. Normas ISO

NTE INEN-ISO 6341, (2013) : Esta Norma describe una metodologia para la determinacion
de la toxicidad sobre Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea) de sustancias quimicas
solubles en las condiciones del ensayo, 0 que pueden mantenerse en suspension o en dispersion
estable en las condiciones de ensayo, efluentes industriales o urbanos, tratados o no, aguas

superficiales o aguas subterraneas.

NTE INEN-ISO 7346-1, (2014): Describe los procedimientos de ensayo para determinar la
toxicidad letal aguda de sustancias frente al pez cebra (Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan),
las metodologias presentadas pueden utilizarse para otras especies de peces de agua dulce y de
mar, con las modificaciones pertinentes, tales como la temperatura del ensayo o la calidad del

agua de dilucion.

NTE INEN-1SO 5667-16, (1998) : Nos proporciona informacion fundamental sobre el muestreo,
pretratamiento, ejecucion y evaluacion de muestras ambientales en la realizacién de pruebas
biolégicas y probables soluciones frente a problemas de bioensayo que se generan de la muestra'y

la idoneidad del disefio de la prueba.

NTE INEN-ISO 10523, (2008): Especifica un método para determinar el valor de pH en aguas

pluviales, potables y minerales, aguas de bafio, aguas superficiales y subterraneas.
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2.2.9.3. Normativa general para promover y regular la produccién orgéanica,

ecoldgica, biolégica en el Ecuador

Produccién acuicola orgéanica:

Establece normas de produccion innatas de las especies de peces, crustaceos, equinodermos y
moluscos en donde se aplica “mutatis mutandis” al zooplancton, los microcrustaceos, los

rotiferos, los gusanos y otros animales acuaticos para piensos (Agrocaliad, 2013, Art 67 ).

Los animales seran alimentados de tal modo que el alimento cubra las necesidades nutritivas
en las distintas etapas de desarrollo, se prohibe el uso de organismos genéticamente modificados
y derivados, no se debe emplear factores de crecimiento y aminoacidos de origen sintético, se
podrén utilizar en la acuicultura organica materias primas para la alimentacion animal, de origen

animal y mineral (Agrocaliad, 2013, Art 77).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ensayo

El presente estudio es de tipo descriptivo y experimental, el cultivo del microcrustaceo Moina
sp y ensayos para el cultivo del pez cebra (Danio rerio), se realizaron en un bioterio domestico
instalado al sur de Quito. Los ensayos bioquimicos para la cuantificacion de proteina fueron

ejecutados en el laboratorio de Ciencias de la Vida de la Universidad Politécnica Salesiana

3.2. Material experimental

Para obtener la capsula del microcrustaceo Moina sp, se procedié a comprar en el acuario
denominado Crustacora, ubicado en la calle Mortifios y de las Grosellas. Av. Eloy Alfaro, al
norte de la ciudad de Quito; Los peces en estado juvenil (Danio rerio) fueron proporcionados

por un proveedor comercial en la ciudad de Quito.

3.3. Condiciones experimentales

3.3.1 Obtencidon de la cepa Moina sp

Se colocé los huevos del microcrustaceo Moina sp en un recipiente de 1L de capacidad, con
agua purificada a un volumen de 500 mL, temperatura de 24°C, aireacion constante (Anexo 2).
Posterior a su eclosion (Anexo 3), los neonatos fueron aclimatados a una temperatura 20£2°C,
durante 24 horas, para ser colocados y evaluados en las unidades experimentales por 30 dias,

este proceso se adaptd a la metodologia de Rottmann, (2021).

3.3.2 Identificacion del microcrustaceo
La identificacion se realiz6 mediante observacion y diferenciacion de las caracteristicas

morfoldgicas del organismo (Anexo 4 y 5) , con ayuda del microscopio, y de claves
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taxonémicas, adaptado a la metodologia de Samanez et al., (2014), en el Laboratorio de

Ciencias de la Vida de la Universidad Politécnica Salesiana.

3.3.3 Materiales para la identificacion de Moina sp

Tabla 11.

Materiales para identificacion de Moina sp

Materiales Equipos Reactivos
Placas Petri Microscopio Agua destilada
Pipetas de 5mL Lugol

Vasos de precipitado

Cubre y porta objetos

Nota. Materiales requeridos para la identificacion y observacion del microcrustaceo Moina sp
Elaborado por: (La autora, 2022)

3.3.4 Cultivo de Moina sp a nivel de laboratorio (Fase I)

Se aplicd tres tratamientos con tres repeticiones, con un total de nueve unidades
experimentales, se aliment6 con Spirulina en polvo, levadura comercial de panaderia
(Saccharomyces cerevisiae) y la combinacion de ambas en una proporcion de 50% cada una
respectivamente, la cantidad de alimento fue suministrado cada 24 horas, el protocolo se adapt6

a la metodologia de Rottmann, (2021) y Santhanam et al., (2020).

Disefio experimental para el Cultivo de Moina sp
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Figura 4. Diagrama de distribucién de tratamientos y repeticiones del cultivo de Moina sp
Elaborado por: (La autora,2023)
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3.3.4.1 Unidades experimentales

Las unidades experimentales (Anexo 6y 7) fueron recipientes de capacidad de 2L, con 1.5L de
agua acondicionada, se inoculd 15 organismos de Moina sp de 24 horas de nacidos, en cada
unidad se instal6 un sistema de aireacion constante suave, para mantener la aireacion se utiliz6
mangueras de silicona de 4 mm de didmetro y un compresor de aire, el nivel de pH se mantuvo
en 7, la temperatura fue de 20£2°C, los recipientes fueron cubiertos para que no exista

contaminacién, ademas, las dietas se suministraron todos los dias a las 8 am, durante 30 dias.

3.3.4.2 Mantenimiento de las unidades experimentales

Se renové un tercio del volumen del medio de cultivo cada dia, el agua que se us6 para mantener
el cultivo fue acondicionada con el producto BioBloO ®Safe Water, ademas, con ayuda de una
manguera de silicona y una micro red de 60 um se extrajo los restos de alimento y los

exoesqueletos de los microcrustaceos de las unidades experimentales.

3.3.4.3 Alimentacién de Moina sp

Se pes6 0.01 g de Spirulina en polvo, se diluy6 en 10 mL de agua, obteniendo una concentracion
de 0.001 g/mL, de Saccharomyces cerevisiae se pes6 0.02 g se diluy6é en 10 mL de agua,
obteniendo una concentracion de 0.002 g/mL, para la tercera dieta se alimentd con la
combinacion de ambas en una proporcion del 50% de Spirulina en polvo y levadura comercial

(Anexo 8).
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Tabla 12.

Alimentacién de Moina sp

Tratamientos Concentracion Cantidad de alimento

Spirulina 0.001g/mL 0.1mL

Levadura 0.002g/mL. 0.1mL
Spirulina 'y levadura 0.001 g/mL - 0.002g/mL. 0.05 mL y 0.05 mL

Nota. Concentracién y cantidad de alimento para el cultivo de Moina sp
Elaborado por: (La autora, 2022)

3.3.4.4 Evaluacion de las diferentes dietas en Moina sp

Para determinar el crecimiento exponencial de Moina sp se realizd un conteo cada 5 dias en un
periodo total de treinta dias. Los microcrustaceos fueron succionados con una pipeta de 5 mL
para realizar el conteo directo, luego fueron trasportados a vasos de precipitado de 100 mL de
capacidad con agua acondicionada, para posteriormente trasladarlos al medio de cultivo

correspondiente (Anexo 9y 10), las variables de evaluacion fueron:

a. Crecimiento poblacional: Se estimé con los promedios de los nimeros de organismos de
las 3 repeticiones de cada tratamiento en cada periodo evaluado.

b. Tasa instantanea de crecimiento (TCE): Se determiné el aumento de la poblacién con los
datos obtenidos del conteo de organismos por tratamiento durante los 30 dias, utilizando las
ecuaciones citadas por Prieto et al., (2006) y Otero et al., (2013).

(LnNt1 — LnNt0) Ecuacion 1

TCE =
T

Donde:

Nt1: Numero final de organismos en ml.
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NtO: NUmero inicial de organismos en ml.
T: Tiempo del cultivo.

C. Tiempo de duplicacién: Se estimo el tiempo que tarda la poblacion en duplicarse

Ln2 Ecuacion 2

Donde:

Ln2: Logaritmo natural de 2
K: Tasa instantanea de crecimiento (TCE)

3.3.5 Analisis bioquimico de Moina sp (Fase I1)

3.3.5.1 Proceso de extraccion de proteina

Con ayuda de un embudo se filtr6 el agua de cada cultivo, se separd 100 organismos Moina sp
de cada tratamiento, a continuacion, los organismos fueron depositados en cajas Petri para secar
el material biol6gico en una estufa a 60°C durante 24 horas. Una vez seco el material, se
procedio a pesar y a colocar la muestra bioldgica en un eppendorf de 1.5mL, las muestras fueron
sometidas a maceracion mecanica en presencia de nitrogeno liquido durante 3 minutos,
posteriormente, se colocd 500 uL de tampdn fosfato a pH 7.2 y se centrifugo durante 15 minutos
a 14000 rpm, obteniendo de este modo el sobrenadante, este proceso fue adaptado a las

metodologias de Jorddo et al., (2016) y Matus, (2013).

Para la preparacion de la muestra estandar se tomé 100 mg de Daphnia liofilizada, conforme al
protocolo anterior, la muestra fue sometida a maceracién mecanica en presencia de nitrégeno,

la solucion madre se obtuvo en 100 mL de agua destilada.
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Proceso de extraccion de proteinas

Figura 5. a) organismos vivos, b) filtrado de agua, ¢) organismos en cajas Petri, d) muestras
en la estufa a 60°C, e) muestras en el desecador, f) muestra seca en eppendorf, g) muestras
sometidas a nitrogeno liquido, h) centrifugacion.

Elaborado por: (La autora,2023)

3.3.5.2 Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry

La determinacion total de proteinas se obtuvo mediante el método de Lowry et al., (1951), este
método es utilizado en investigacion, en donde, el Cu+ forma complejos de union con dos
enlaces péptidos consecutivos de proteinas, obteniendo una coloracion azul, este compuesto es
capaz de reducir al reactivo de Folin-Ciocalteu, dando una coloracion mas azulada, por otra
parte, el reactivo de Folin-Ciocalteu, igualmente, reacciona con los restos de tirosinil,
produciendo un color azulado por la reduccion del fosfomolibdato en medio basico, siendo asi,
100 veces mas sensible que Biuret, ademas, como ventaja se puede mencionar que mide
concentraciones bajas de proteinas, el rango va entre 5 a 100 ug a una longitud de onda de 650

a 750nm (Roca et al., 2003; Shen, 2019).
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Tabla 13.

Reactivos, equipos y materiales para la cuantificacion de proteinas

Reactivos Cantidad Equipos Materiales

Na2COs (carbonato de sodio) 29 Espectrofotometro Celdas de plastico

NaOH (hidréxido de sodio) 049 Micropipetas 10-100ul ~ Vasos de precipitado

CuSO4(sulfato caprico) 19 Micropipetas 100-1000ul
Tartrato sodico-potésico 29 Plancha

Reactivo de Folin-Ciocalteau 10mL
Daphnia liofilizada 100mg
Agua destilada 200mL

Nota: Materiales requeridos para la cuantificacion de proteina del microcrustaceo Moina sp (Anexo 15)
Elaborado por: (La autora, 2023)

3.3.5.3 Preparacién del reactivo

El reactivo de Lowry esta compuesto por tres soluciones(Anexo 16): solucion (A) carbonato de
sodico al 2% y NaOH , solucién (B1) sulfato ctprico CuSO4 al 1%, solucién (B2) tartrato de
sodio y potasio al 2%, finalmente, se colocd la solucion (A) 50mL mas (B1) 0.5mL y (B2)
0.5mL adaptado de la metodologia de Lowry et al., (1951). Para la preparacion del reactivo

Folin Ciocalteu se tomé 10 mL del reactivo y se diluyo en 40 mL de agua destilada.

3.3.54 Protocolo para cuantificacion de proteina

Se utiliz6 como estandar solucion de Daphnia liofilizada, al ser un claddcero al igual que Moina
sp y al conocer los valores proteicos de este microcrustaceo, es un buen referente para elaborar
de la curva de calibracion de proteinas e interpolar los datos obtenidos de Moina sp.

Para ello, se procedio a enumerar del 0 al 6 las celdas de plastico, se pipeteo las cantidades de

agua, la muestra patréony 0.5 ml del reactivo de Lowry, transcurridos 20 minutos se adicionaron
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0.25 mL del reactivo de Folin-Ciocalteau dejando reposar por 30 minutos en la oscuridad,
finalmente, se midio la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 750 nm (Anexo

17).

Luego se tomaron alicuotas de 500uL de cada tratamiento de Moina sp se afiadié 0.5 mL del
reactivo de Lowry, transcurridos 20 minutos se adicionaron 0.25 mL del reactivo de Folin-
Ciocaltea, se dejo las muestras en un lugar oscuro por 30 minutos, finalmente, se midié la
absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 750 nm, adaptado a la metodologia de

Utrillas, (2004).

Como blanco se usé una muestra con agua destilada y los respectivos reactivos, para el ajuste

del espectrofotometro a cero de absorbancia.

Tabla 14.

Volumenes de agua, solucién patrén, muestra problema para determinacion de proteinas.

Celdas Agua (mL) Patrén Muestra Reactivo Folin
(100mg/mL)  problema  (Lowry) mL diluido

0 1.0 - - 0.5 0.25

1 0.8 0.2 - 0.5 0.25

2 0.7 0.3 - 0.5 0.25

3 0.6 0.4 - 0.5 0.25

4 0.4 0.6 - 0.5 0.25

5 0.3 0.8 - 0.5 0.25

6 - - 0.5 0.5 0.25

Nota: Diluciones patrén y muestra problema
Elaborado por: (La autora, 2023)

La regresion lineal de los valores de absorbancia frente a la concentracién de proteina en mg/mL

se obtiene mediante la siguiente ecuacion:
y=axe (A) +Db Ecuacion 3

Donde:

y = concentracion de proteina A = Absorbancia (medida a 750 nm)
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3.3.6 Cultivo escalar de Moina sp

Una vez determinadas las condiciones optimas del cultivo Moina sp, se utiliz6 un contenedor
de vidrio de 70L de capacidad y 2000 organismos Moina sp, inicialmente el cultivo escalar fue
de 20L de agua, se fue agregando diariamente 2 litros de agua, hasta llegar a un volumen de
60L, la temperatura fue de 2012, pH 7, aireacion constante, la limpieza del recipiente se realizé
una vez por semana remplazando la mitad del agua, y se alimentd con una dieta combinada de
Spirulina y Saccharomyces cerevisiae (Anexo 18 y 19) , el cultivo se mantuvo durante dos

meses con la finalidad de tener alimento suficiente para suministrar a los peces (Danio rerio).

3.3.7 Cultivo de pez cebra (Danio rerio) (Fase I11)

3.3.7.1 Obtencién y aclimatacién de peces cebra (Danio rerio)

Para el ensayo se utilizd 90 ejemplares de pez cebra (Danio rerio) en estado juvenil, variedad
silvestre, como modelo experimental, los ejemplares fueron aclimatados en una pecera de 30L
por 2 horas a temperatura de 24+2, luego de este tiempo se procedié a colocar 10 ejemplares en

cada pecera (Anexo 21).

3.3.7.2 Instalacion de las peceras

El experimento consistié en tres tratamientos con tres repeticiones, teniendo asi 9 unidades
experimentales, las 9 peceras fueron de 13 litros de capacidad , cada pecera fue proporcionada
con 10 litros de agua, previamente acondicionada, para ello, se uso declorador y azul de
metileno, se coloco 10 ejemplares de pez cebra (Danio rerio), de 18 dias de nacidos en cada
pecera, el primer tratamiento fue alimentado con Moina sp, el segundo tratamiento con una
dieta comercial denominada Tetracolor y en el tercer tratamiento se administrdo una dieta

combinada a una proporcién del 50% cada una.
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3.3.7.3 Condiciones del cultivo de pez cebra (Danio rerio)

Las condiciones del cultivo fueron temperatura a 252 °C , pH 7, luz artificial durante 12 horas,
se usé un aireador y un filtro SF100 para cada pecera, el protocolo se adaptado a la metodologia

de Westerfield, (2010).

Para cada una de las peceras se realiz6 los cambios de agua, retirando el 25% del volumen total,
con ayuda de una manguera de 4mm, se procedio a retirar residuos del alimento y desechos
biolégicos generados por los peces, una vez limpia la pecera se llené con 25% o 2,5 litros de
agua nueva, el recambio fue diariamente para evitar contaminacion con desechos nitrogenados,
ademas, se inspecciond rutinariamente los parametros fisicoquimicos de las peceras, tales
como, temperatura, pH y turbidez, por otra parte con ayuda de una esponja se limpio la
superficie de los cristales de las pecera, al menos una vez por semana siguiendo las

consideraciones de Reed & Jennings, (2011) (Anexo 22).

3.3.7.4 Alimentacién

Una vez colocados los peces en sus respectivas peceras y transcurridas 12 horas se procedio a
dar su primera racion de comida, los horarios establecidos diariamente fueron en 2 jornadas

8:00 am y 4:00pm, (Anexo 20).

Para el célculo del alimento comercial se tomd en cuenta las ecuaciones citadas por Bocek,

(2016):
Biomasa= Peso Promedio X N° total de peces Ecuacion 4
) ) Biomasa * % de alimentacién Ecuacion 5
Alimento/dia =
100
» Alimento calculado Ecuacion 6
Racion =

N° de comidas por dia
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TA= tasa de alimentacion (% de peso corporal de los peces) Ecuacion 7

Tabla 15.

Alimentacién cultivo de pez cebra (Danio rerio) para cada tratamiento

Tratamientos Porcion al dia Raciones diarias
Alimento vivo Moina sp 300 organismos 150 organismos
Dieta Comercial 0.08 g 0.04¢g
Dieta combinada 150 organismos Moina sp 75 organismos + 0.02 g dieta
+0.04 g dieta comercial comercial

Nota: Las raciones fueron suministradas 8:00 am y 4:00pm
Elaborado por: (La autora, 2023).

Tabla 16.

Célculo del alimento comercial para pez cebra (Danio rerio)

N° de peces PP/ar % tasa Biomasa/ Alimento  Raciones diarias
por pecera g Alimentacién g diario (g) (9)
10 0,2 4 2 0,08 0,04

Nota: La racién suministrada para el tratamiento fue de 0.04 g dos veces al dia.
Elaborado por: (La autora, 2023)

3.3.7.5 Longitud y peso de los peces

a) Longitud

Se tomo las medidas de 5 peces seleccionandolos de forma aleatoria, desde la punta anterior de
la mandibula més larga hasta la parte méas posterior de la aleta caudal, la longitud fue tomada
en (cm), los datos fueron tomados una vez por semana, durante un periodo de 9 semanas

seguidas (Anexo 23y 24).
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b) Peso

Se determino el peso de 5 peces aleatoriamente, con ayuda de una red se capturaron los peces,
y se procedid a colocar cada uno en vasos de 100 mL, luego, con una balanza se determing el
peso en (g), los datos fueron tomados una vez por semana, durante un periodo de 9 semanas

seguidas (Anexo 23y 24).

Después del analisis de crecimiento y peso se calculo:

c) Relacidn entre el peso y la longitud

La relacién de la longitud y peso de los peces se calcul6 segun la ley del cubo por Le Cren

(1951), con la siguiente ecuacion citada por Datta et al., (2013)

W = al? Ecuacion 8

Donde

W: Es el peso (g)

L: Es la longitud total (cm)

a: Es el intercepto de la regresion
b: Es pendiente de la regresion

d) Factor de condicion de Fulton

El factor de condicion de Fulton (K) se calculd segun Htun-Han (1978) de acuerdo a la formula

citada por citada por Datta et al., (2013):

K=W = 100/L3 Ecuacion 9
Donde:

W: Es el peso (g),
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L: Es la longitud total (cm),

e) Tasa de crecimiento especifica

Log (Peso final)—Log (Peso inicial Ecuacion 10
SGR = g( final)—Log ( )*100

Dias de cultivo

3.3.8 Andlisis estadistico

Se realiz6 un andlisis estadistico completamente aleatorizado DCA, los datos obtenidos de los
pardmetros (crecimiento poblacional, tasa instantdnea de crecimiento, tiempo de duplicacion)
del cultivo Moina sp, asi como, las concentraciones de proteina y parametros de crecimiento
evaluados en (Danio rerio), fueron analizados con ayuda del programa InfoStat, para
determinar entre qué tratamientos hubo diferencia significativa, se realizd un analisis de
varianza aplicando la prueba de comparacion de medias Tukey a un nivel de significancia de
0,05 ,adicionalmente, para realizar las diferentes graficas como son las curvas de tendencia del

crecimiento poblacional se uso el programa de Excel.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Descripcion general de Moina sp

De acuerdo con lo observado, la cabeza presenta forma ovalada, poseen un 0jo compuesto y sin
ocelo, el cuerpo es comprimido , el tamafio varia entre 0.5 a 0.9 mm para cada tratamiento, la
coloracion del cuerpo es transparente, presentan anténulas pequefias y totalmente desarrolladas,
pequefias espinas en la parte lateral, diafragma, corazon y tubo digestivo que va desde la boca
y continua hasta llegar al ano, los machos son méas pequefios que las hembras (Anexo 11-13),
en este sentido, los autores Yuslan et al., (2021) Fuentes-Reines et al., (2012) y Santhanam et
al., (2018) describen a la familia Moinidae con caracteristicas similares a lo mencionado en esta
investigacion, por otra parte, las hembras son partenogénicas los huevos se encuentran en el
efipio parte del exoesqueleto dorsal, los machos no presentan efipio por lo que su parte dorsal
es mas aplanada, esta descripcion coincide con Elmoor-Loureiro et al., (2010) y Lavens &
Sorgeloos, (1996) , una de las principales diferencias con el género Daphnia sp , es que Moina
sp tiene una espina caudal prominente y es mas pequefia, es de suma importante revisar la
morfologia de las especies Moinidae , ya que, de acuerdo con Alonso et al., (2019) existen

escasas descripciones de nuevas especies.

4.2Crecimiento poblacional en los distintos tratamientos

El cultivo de Moina sp comenzé con 15 ind/L, los registros de las densidades del dia uno al dia
treinta indican que los mayores registros de densidad poblacional se obtuvo en las dietas:
Spirulina (T1) y Spirulina + Saccharomyces cerevisiae (T3), con 1790 y 2417 organismos
respectivamente, en comparacion con Saccharomyces cerevisiae (T2) cuyo valor promedio fue
de 613 organismos, la tabla también indica que tanto parael T1y T3 se reporta un valor elevado
en la desviacion estandar, mostrando gran dispersion de los datos para ambos casos, a

diferencia del T2 cuya desviacion estdndar es menor (Tabla 17).
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Tabla 17.

Promedio (xD.S.) del nimero de organismos de Moina sp segun la dieta experimental y dia de
muestreo.

Dias Tratamientos
evaluados spirulina Saccharpmyces Spirulina + Sgc?haromyces
cerevisiae cerevisiae

15/10/2022 150 150 150
20/10/2022 47+2,52 277,77 494473
25/10/2022 189+10,07 147+3,00 225+9,50
30/10/2022 296+10,15 188+6,81 396+6,51

4/11/2022 608+7,64 300+2,00 747+11,72

9/11/2022 1011+4,16 448+3,46 1469+16,52
14/11/2022 1790+36,06 613+6,43 2417+15,28

Nota: Los datos obtenidos fueron durante un mes, cada cinco dias ( Valor de la Media y desviacion estandar)
Elaborado por: (La autora, 2023)

Tabla 18.

Ndmero de organismos de Moina sp al finalizar el ensayo segun el tratamiento.

Tratamiento Promedio (D.S.) Ccv

Spirulina 1790+36.06° 2.01
Saccharomyces cerevisiae 613+6.43% 1.05
Spirulina+ Saccharomyces cerevisiae 2417+15.28° 0.63

Nota: Maxima densidad al terminar el ensayo
Elaborado por: (La autora, 2023)

Por otra parte, en la (Tabla 18) se observa que el coeficiente de variacién para Spirulina (T1)
es de 2.01% y Saccharomyces cerevisiae (T2) 1.05 %, mientras que para Spirulina+
Saccharomyces cerevisiae (T3) tuvo un valor mas homogéneo de 0.63% de coeficiente de

variacion.
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Como se puede apreciar, el mayor crecimiento poblacional fue en el T3, seguido por T1, el
tratamiento menos eficiente fue el T2. De igual manera, todos los tratamientos empezaron a

crecer al dia diez, llegando a su punto mas alto el dia treinta del cultivo, respectivamente.

Crecimiento Poblacional de Moina sp
Tratamiento |
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Figura 6. Curva de tendencia promedio del crecimiento poblacional de Moina sp alimentada con
Spirulina
Elaborado por: (La autora, 2023)

Crecimiento Poblacional de Moina sp
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Figura 7. Curva de tendencia promedio del crecimiento poblacional de Moina sp alimentada con
Saccharomyces cerevisiae
Elaborado por: (La autora, 2023)
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Crecimiento Poblacional de Moina sp
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Figura 8. Curva de tendencia promedio del crecimiento poblacional de Moina sp alimentada con
Spirulina + Saccharomyces cerevisiae
Elaborado por: (La autora, 2023)

Tabla 19.

Anaélisis de varianza del crecimiento poblacional de los tratamientos Moina sp

Variantes SC al CM F calculado p-valor
Tratamientos 5033240.89 2 2516620.44 47479.58 <0.0001
Error 3149.33 6 524.89

experimental

Total 5036390.22 8

Nota: SC: Suma de cuadrados ; gl: Grados de libertad; CM: Cuadrado medio
Elaborado por: (La autora, 2023)

En base al andlisis de varianza, se registré diferencias significativas en el crecimiento

poblacional (P<0.05).
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4.3 Tasa instantanea de crecimiento (TCE)

En cuanto a la tasa de instantanea de crecimiento, al finalizar el ensayo (Tabla 20), el T1y T3
tuvieron un valor promedio de (0.1594) y (0.1694) respectivamente, mientras el T2 tuvo una
menor tasa instantdnea de crecimiento con un valor promedio de (0.1237), en base a los
resultados del analisis de varianza se puede mencionar que si existe diferencia significativa

(P<0.05).

Tabla 20.

Valores promedio de la tasa instantanea de crecimiento (xD.S.) de los tratamientos Moina sp

DIAS T1 T2 T3

1 0 0 0

5 0,2296+0,0106 0,1149+0,0550 0,2348+0,0190
10 0,2535+0,0053 0,2282+0,0020 0,2709+0,0042
15 0,1988+0,0023 0,1684+0,0024 0,2183+0,0010
20 0,1851+0,0006 0,1498+0,0003 0,1954+0,0007
25 0,1684+0,0001 0,1359+0,0003 0,1834+0,0005
30 0,1594+0,0007 0,1237+0,0003 0,1694+0,0002

Nota: Valor de la Media y desviacion estandar
Elaborado por: (La autora, 2023)

Tabla 21.

Anadlisis de varianza de la tasa instantanea de crecimiento (TCE) de los tratamientos Moina sp

Variantes SC gl CM F calculado p-valor
Tratamientos 0.0034684 2 0.0017342 7397.0805687 <0.0001
Error 0.0000014 6 0.0000002

experimental
Total 0.0034698 8

Nota: SC: Suma de cuadrados ; gl: Grados de libertad; CM: Cuadrado medio
Elaborado por: (La autora, 2023).
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4.4 Tiempo de duplicacion

El menor tiempo para duplicar su tamario poblacional fue el T3 de (4,091dia™?) seguido del T1

(4,348dia?), en el caso del T2 precisa mas tiempo para duplicarse (5.605 dia™).

Tabla 22.

Valores promedio de la tasa instantanea de crecimiento (xD.S.) de los tratamientos Moina sp

DIAS T1 T2 T3

1 0 0 0

5 3,022+0,1384 7,014+3,1769 2,964+0,2325
10 2,735%0,0569 3,037+0,0271 2,559+0,0398
15 3,487+0,0404 4,116+0,0600 3,175+0,0159
20 3,744+0,0127 4,627+0,0103 3,548+0,0144
25 4,115+0,0040 5,101+0,0116 3,780+0,0093
30 4,349+0,0184 5,605+0,0158 4,091+0,0051

Nota: Valor de la media y desviacion estandar
Elaborado por: (La autora, 2023)

Tabla 23.

Anadlisis de varianza de la tasa del tiempo de duplicacién (TD) de los tratamientos Moina sp

Fuente de SC gl CM F calculado  p-valor
Variacion

Tratamientos 3.94 2 1.97 9610.83 <0.0001
Error 1.2E-03 6 2.0E-04

experimental

Total 3.94 8

Nota: SC: Suma de cuadrados ; gl: grados de libertad; CM: Cuadrado medio
Elaborado por: (La autora, 2023)

De acuerdo con el andlisis de varianza si existe diferencia significativa presentando un
(P<0.05), los tratamientos son diferentes estadisticamente mediante la prueba Tukey, lo que
demuestra que cada tratamiento tiene diferente efecto Spirulina+ Saccharomyces cerevisiae
(T3) seguido por Spirulina (T1) se reproducen en un menor tiempo, lo que no sucede con el
(T2).
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Tabla 24.

Resumen de resultados para el cultivo Moina sp

Variables Spirulina Saccharomyces Spirulina+ Saccharomyces
cerevisiae cerevisiae
Crecimiento 1790+36° 613+6° 2417+15°
poblacional
(OrgL™)
TCE 0.1594+0.0007" 0.1237+0.00032 0.1694+0. 0002°
(dias™)
D 4.349+0.01° 5.605+0.02° 4.091+0.012
(dfas)
Dmd 30 30 30
(dfas)

Nota: TCE: Tasa Instantdnea de Crecimiento; TD: Tiempo de Duplicacion; Dmd: Dia de m&xima densidad
Elaborado por: (La autora, 2023)

4.5 Determinacion de proteina

Tabla 25.

Valor de la absorbancia para la curva estandar

Volumen Concentracion Absorbancia

- 0 0
0,3 171,48 0,014
0,4 228,57 0,0245
0,6 342,85 0,0352
0,8 457,14 0,0512

Nota: VVolumen de las diluciones , concentracion en mg/mL y absorbancia para cada muestra
Elaborado por: (La autora, 2023)

44



Curva estandar
0,06
0,05 y =0,0001x - 0,002 g
0,04 '
0,03

0,02

Absorbancia(A)

0,01

0 100 200 300 400 500
Concentracion mg/mL

Figura 9. Curva estandar solucién de Daphnia liofilizada
Elaborado por: (La autora, 2023)

Tabla 26.

Valor promedio de la absorbancia en cada tratamiento del cultivo Moina sp

Variables Spirulina Saccharomyces Spirulina+ Saccharomyces
cerevisiae cerevisiae
Valor promedio  0.0347+0.0009° 0.0065+0.00112 0.0394+0.0025°¢
(zD.S.)
CcVv 2.59 17.52 6.35

Nota: CV : Coeficiente de variancion indica que tan dispersos estan los datos.
Elaborado por: (La autora, 2023)

Tabla 27.

Analisis de varianza de absorbancia de proteinas

Fuente de SC gl CM F calculado  p-valor
Variacion

Tratamientos 0,00189 2 9.5E-04 338.46 <0.0001
Error 1.7E-05 6 2.8E-06

experimental

Total 1.9E-03 8

Nota: SC: Suma de cuadrados ; gl: grados de libertad; CM: Cuadrado medio
Elaborado por: (La autora, 2023)

En base al andlisis de varianza, se registré diferencias significativas en el crecimiento

poblacional (P<0.05).
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Tabla 28.

Valor promedio de la concentracion de proteinas presente en cada tratamiento

Muestra Concentracion

Tratamientos problema mg/mL (Y Absorbancia
Spirulina 0,5 367+9.0° 2.45 0,0347
Saccharomyces
cerevisiae 0,5 86.67+11.50? 13.43 0,0065
Spirulina+
Saccharomyces
cerevisiae 0,5 414+25.00° 6.04 0.0394
Nota: SC: CV: Coeficiente de Variacion.
Elaborado por: (La autora, 2023)
Tabla 29.
Anaélisis de varianza de la cuantificacion de proteinas
Fuente de SC al CM F calculado  p-valor
Variacion
Tratamientos 189160,22 2 94580,11 338.46 <0.0001
Error 1676,67 6 279,44
experimental
Total 190836,89 8

Nota: SC: Suma de cuadrados ; gl: grados de libertad; CM: Cuadrado medio
Elaborado por: (La autora, 2023)

Concentracion proteica de cada uno de los tratamientos

T8

TRATAMIENTOS

Figura 10. Concentracion proteica de cada uno de los tratamientos
Elaborado por: (La autora, 2023)

Al comparar los valores, con la curva de calibracion se puede determinar que a un volumen de

0.5mL, el T3 obtuvo una concentracion de (414+25.00°) , el T1 (367+9.0° ) , y una menor
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concentracion en el T2 (86.67+11.50%) comparado con los valores calculados de la curva

estandar.

Tabla 30.

Porcentaje de proteina para cada tratamiento

Tratamiento Porcentaje de Proteina
Spirulina 60%
Saccharomyces cerevisiae 14%
Spirulina +Saccharomyces 68%
cerevisiae

Nota: Valor referencial estandar concentracién Daphnia de 342,85 mg/mL, porcentaje de proteina de 47%

Elaborado por: (La autora, 2023)

Los valores més altos en el porcentaje de proteina se obtuvieron en el T3 (68%) y T1 (60%),
los resultados del T2 (14%) comparado a los otros resultados es muy diferente, lo que

presuntamente nos indica un error en la metodologia aplicada.

4.6 Parametros de crecimiento en peces.

Tabla 31.

Informacion general del ensayo en peces cebra (Danio rerio)

Tratamientos- Dietas

Moina sp Dieta comercial Dieta combinada
o N inicial de 10 10 10
individuos por pecera
Tamafio de muestra 30 30 30
N° de semanas 9 9 9

Nota: El ensayo se realiz6 con tres repeticiones
Elaborado por: (La autora, 2023)

47



4.6.1 Determinacion de Peso

Tabla 32.

Promedios (xD.S.) del peso alcanzado por los peces cebra (Danio rerio)

. Tratamientos
Dias evaluados

Dieta Moinasp Dieta Comercial  Dieta combinada

20/4/2023 0,19+0.03 0,19+0.04 0,21+0.04
25/4/2023 0,21+0.04 0,20+0.05 0,21+0.04
30/4/2023 0,22+ 0.04 0,22+0.06 0,23+0.04
5/5/2023 0,24+0.04 0,24+0.05 0,24+0.03
10/5/2023 0,25+0.03 0,24+0.05 0,26+0.04
15/5/2023 0,26+0.03 0,25+0.06 0,26+0.04
20/5/2023 0,26+0.03 0,26+0.04 0,28+0.04
25/5/2023 0,28+0.02 0,28+0.05 0,32+0.05
30/5/2023 0,31+0.01 0,32+0.05 0,36+0.04
4/6/2023 0,32+0.02 0,33+0.06 0,40+0.03

Nota: Valor de la media y desviacion estandar
Elaborado por: (La autora, 2023)

Peso del pez cebra ( Danio rerio ) al finalizar el ensayo

I s

PESO
=
(]
]

0,344

0,32 T T 1
T2 Tl T3
TRATAMIENTOS

Figura 11. Peso promedio al finalizar el ensayo para cada tratamiento
Elaborado por: (La autora, 2023)
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Tabla 33.

Valores promedio del peso segun el tratamiento al finalizar el ensayo

Dieta Moina sp Dieta comercial Dieta combinada

Media (xD.S.) 0.33+0.022 0.32+0.06% 0.40+0.03"
Elaborado por: (La autora, 2023)
Tabla 34.
Anélisis de varianza del peso al finalizar el ensayo
Fuente de SC al CM F calculado  p-valor
Variacion
Tratamientos 0.06 2 0.03 20.46 <0.0001
Error 0.07 42 1,6E-03
experimental
Total 0.13 44

Nota: SC: Suma de cuadrados ; gl: Grados de libertad; CM: Cuadrado medio
Elaborado por: (La autora, 2023).

4.6.2 Determinacién de longitud

Tabla 35.

Promedios (xD.S.) de la longitud en cada tratamiento

Tratamientos

Dias evaluados

Dieta Moina sp

Dieta Comercial

Dieta combinada

20/4/2023
25/4/2023
30/4/2023

5/5/2023
10/5/2023
15/5/2023

20/5/2023

1,93+0.15
2,33+0.20
2,53+0.13
2,65+0.18
2,72+0.24
2,73+0.18

2,87+0.21

49

1,97+0.09
2,17+0.10
2,37+0.19
2,65+0.29
2,71+0.29
2,80+0.20

2,86x0.18

1,93+0.09
2,31+0.15
2,61+0.19
2,77+0.26
2,81+0.27
2,88+0.22

2,97+0.19



25/5/2023 2,92+0.26 2,94+0.18 3,08+0.17
30/5/2023 3.0+0.20 2,99+0.19 3,27+0.17

4/6/2023 3,14+0.17 3,11+0.16 3,55%0.12

Nota: Valor de la media y desviacion estandar
Elaborado por: (La autora, 2023)

Tabla 36.
Valores promedio de longitud segun el tratamiento al finalizar el ensayo

Dieta Moina sp Dieta comercial Dieta combinada

Media (+D.S.) 3,14+0.022 3,11+0.062 3,5+0.03°

Elaborado por: (La autora, 2023)

Tabla 37

Anaélisis de varianza de la longitud al terminar el ensayo

Fuente de SC gl CM F calculado  p-valor
Variacion

Tratamientos 1,86 2 0,93 40,52 <0.0001
Error 0,96 42 0,02

experimental

Total 2,82 44

Nota: SC: Suma de cuadrados ; gl: grados de libertad; CM: Cuadrado medio
Elaborado por: (La autora, 2023).

Longitud promedio al finalizar el ensayo

3.621

i

3,484

LONGITUD

-

'I:‘I TI3
TRATAMIENTOS
Figura 12. Longitud promedio al finalizar el ensayo

Elaborado por: (La autora, 2023).
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4.6.3. Relacion entre la longitud y peso en el pez cebra

Tabla 38

Relacion Longitud y peso evaluados a los 30 dias

Variables Dieta Moinasp  Dieta Comercial  Dieta combinada
Ganancia de peso 36,8 36,8 33,3
Ganancia de longitud 51,3 49,2 59,6
Tasa de crecimiento especifica % 0,0023 0,0023 0,0023

Elaborado por: (La autora, 2023)

Tabla 39.

Relacion longitud y peso evaluados a los 45 dias

Variables Dieta Moina sp Dieta Comercial  Dieta combinada
Ganancia de peso 68,4 73,7 90,5
Ganancia de longitud 62,7 57,9 83,9
Tasa de crecimiento especifica % 0,0029 0,0031 0,0042

Elaborado por: (La autora, 2023)

Tabla 40.

Determinacién del Factor K

Dias evaluados Moina sp Dieta Comercial Dieta combinada
25/4/2023 1,36 1,65 1,29
30/4/2023 1,58 1,96 1,70

5/5/2023 1,29 1,29 1,13
10/5/2023 1,24 1,21 1,17
15/5/2023 1,28 1,14 1,09
20/5/2023 1,10 1,11 1,07
25/5/2023 1,12 1,10 1,10
30/5/2023 1,15 1,20 1,03
4/6/2023 1,03 1,10 0,89
Promedio 1,26 1,31 1,16

Elaborado por: (La autora, 2023).
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De acuerdo a los resultados del experimento , los organismos al ser alimentados con la dieta
combinada Spirulina y Saccharomyces cerevisiae, (T3), presentaron un buen crecimiento
poblacional , tasa instantanea de crecimiento y tiempo de duplicacion, esto puede deberse al
aporte proteico generado por el alimento, segun Suérez-Machin et al., (2016) el contenido de
proteinas de Saccharomyces cerevisiae varia entre el 40 y el 50 % de su peso seco , en el caso
de Spirulina es rica en minerales y péptidos antioxidantes y tiene una de las cantidades de
proteina mas altas registradas del 60 al 70% del peso seco, agregan los autores Cardenas et al.,

(2010); Gutiérrez et al., (2015); Sharma et al., (2021).

El aporte nutricional del alimento es primordial en el desarrollo de los organismos , el autor
Persson, (2007) agrega que la concentracion de las sustancias esenciales que tienen los
suministros dietéticos determina la calidad del alimento, en este sentido ,tanto Spirulina y
Saccharomyces cerevisiae al combinarse aportan nutrientes necesarios para un buen desarrollo
de los organismos. Un déficit nutricional podria generar un lento crecimiento poblacional y
bajas tasas reproductivas, ya que, en este caso el organismo solo estaria utilizando el alimento

para su sobrevivencia concordando con Khudyi et al., (2018).

Otro aspecto fundamental son las condiciones a las cuales estan expuestos los organismos, de
acuerdo con Prieto G., (2001) destaca que los factores extrinsecos influyen en el
comportamiento de los cladoceros afectando su reproduccion, tiempo de duplicacion, en la
etapa juvenil su desarrollo puede verse afectado al mantener una iluminacién y oscuridad de

forma continua.

Por otro lado, los organismos que fueron alimentados solo con Saccharomyces cerevisiae (T2)
no reportaron un buen crecimiento poblacional, tampoco una alta tasa de crecimiento
instantaneo y el tiempo de duplicacion fue mayor, si bien es cierto la levadura presenta grandes

aportes a nivel nutricional, a pesar de ello, no es suficiente, los investigadores Loh et al., (2009)
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mencionan que alimentar claddceros Gnicamente con levadura presentan un valor nutricional

inconsistente pudiendo ser un factor principal la deficiencia de acidos grasos esenciales.

Del mismo modo Pefia Aguado et al., (2005) citan que la levadura por si sola es una fuente
dietética deficiente para el zooplancton, aunque, podria utilizarse como complemento de otras
dietas, por otra parte, es recomendable usar Saccharomyces cerevisiae, en cultivos a gran escala
, esto podria ser debido a que en los cuerpos de agua con mayor tamafio se prolonga la vida dtil
del medio de cultivo, sin embargo, es importante mantener el nivel de pH adecuado, y las

condiciones fisicoquimicas del agua en buen estado.

Por otra parte, Khudyi et al., (2018), enfatiza que Saccharomyces cerevisiae tiene un bajo
contenido de metionina e histidina y la falta del contenido total de estos aminoacidos en la dieta

conduce a una disminucion en la viabilidad general de los peces.

De acuerdo con Ebert, (2005) cuando las condiciones del alimento son 6ptimas, las hembras
producen huevos partenogénicos, el tiempo de eclosion en condiciones de 20°C es de dentro de
5 a 10 dias, en el caso de que las condiciones del alimento fueras deficientes el tiempo podria
ser mas , comparando con el presente estudio el tiempo que tarda para multiplicarse es de 4 dias
para el T1 y T3 mucho mas rapido que el comparado con literatura, en el caso del T2 se

encuentra dentro del tiempo de duplicacion.

Vale recalcar que, aunque los valores de la tasa instantanea de crecimiento son bajos en los tres
tratamientos, esto puede atribuirse a que inicialmente el ensayo comenzé con una densidad
poblacional de 15 organismos y en la mayoria de estudios la biomasa inicial es superior a 1000

organismos.

Por otra parte, es importante mencionar que la literatura no reporta informacion actualizada

sobre el cultivo Moina sp, tampoco se ha encontrado literatura en donde se evalué el efecto con
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las dietas Spirulina en polvo combinada con Saccharomyces cerevisiae, no obstante, se ha
comparado con estudios similares, Romero et al., (2010) usaron Chlorella spp. cultivada con
riles organicos, este cultivo fue a gran escala presentando una densidad de 3,0 org/mL, en un
tiempo de duplicacion entre (2,7 y y 3,3) dias, comparando con el actual estudio la densidad
poblacional para el T3 es menor siendo 2417 organismos/L y el tiempo de duplicacion promedio
es mayor , Rasdi et al., (2021) reporta los siguientes resultados en su investigacion, tasa de
supervivencia de M. macrocopa alimentada con una dieta mixta a base de Chlorellasp y aceite
de canola fue de (109.97 + 32.85 %), el rendimiento reproductivo no difirié de un tratamiento
dietético a otro (4,00 £ 0,00 dias) , comparando con los resultados de esta investigacion , los
resultados en densidad poblacional es mayor en Moina sp y el tiempo de duplicacién fue el
mismo, el estudio de Otero et al., (2013) obtuvo mejores resultados en el tratamientos de
microalgas y levadura, con valores de TCE (0.1323+0.07) y (0.1598+0.04 dias-1) TD=(5.2+0.5)
y (4.3+0.38) dias y densidad maxima poblacional de (550+500) y (383+200) , en base a lo antes

mencionado, el actual estudio Moina sp tiene mejores resultados.

Por otro lado, los resultados de la concentracion de proteinas en Moina sp fueron altos para el
tratamiento (T3) con una concentracién de (414+25.00) la concentracion obtenida se ha
comparado con la curva estandar, presentando un valor superior al establecido, el (T2) obtuvo
una concentracion menor de (86.67+£11.50) es posiblemente que los organismos no hayan

asimilado correctamente el alimento suministrado.

Segun la literatura Moina sp el porcentaje de proteina varia de 60% a 66,33% citado por
Radhakrishnan et al., (2019) y Prieto et al., (2006), loa resultados de la presente investigacion
reportaron en el T1 un porcentaje de proteina del 60%, mientras que el T3 68% siendo la mejor
dieta por su nivel nutricional , por Gltimo, el T2 tuvo un valor inferior de 14% , comparado con

el porcentaje de otros claddceros como es el caso de Daphnia que tiene un porcentaje de
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proteina del 47% , los valores de proteina en el caso del T1y T3 son superiores, en tal virtud,
por el perfil nutricional reportados en el T1 T3 si cumplirian con los requerimientos del pez
cebra, en el caso del T2 los resultados obtenidos estan por debajo de los requerimientos para

alimentar al pez cebra.

Es importante mencionar que la literatura disponible de Moina sp usada en la nutricién del pez
cebra es nula, en tal virtud, en el presente estudio al terminar el ensayo se obtuvo resultados
positivos en peso y longitud en el T3 (0,40+£0.03) y (3,55+0.12) respectivamente, en el caso del
T1 (0.33£0.02) y (3,14+0.02), y el T2 (0.32+£0.06) (3,11+0.06) respectivamente, son
estadisticamente iguales es decir el efecto en los peces fue el mismo, segin Fowler etal., (2019)
usar dietas comerciales en pez cebra (Danio rerio) podria tener una repercusion negativa en la
salud del animal, llegando a presentar deposiciones excesivas de grasa y grasa acumulada en el

higado u otros tejidos generando un impacto negativo en la salud del pez.

En la presente investigacion se pudo observar (Anexo 25) , que se gener0 residuos organicos al
fondo de la pecera en el T2, mientras que en el T1 fue nula conservando las condiciones del
medio , mientras que, en el T3 la generacion de residuos fue minima., estos aspectos también
influyen en el desarrollo de los peces , por tanto, seria importante considerar este aspecto ya
siendo una buena alternativa remplazar el alimento comercial por el alimento vivo,
concordando con Luna-figueroa & Arce- Uribe, (2018) quienes mencionan que, el alimento
vivo tiene la caracteristica de poseer un alto valor nutritivo por esta razon es importante su uso
en acuicultura, ademas, los alimentos preferidos por los peces son los organismos del

zooplancton (Lomartire et al., 2021).

ElI T3 (0.40£0.03) (3,5+0.03) ha mostrado mejores resultados comparado con los dos
tratamientos anteriores, estudios de Siccardi et al., (2009) evaluaron los efectos en pez cebra

con diferentes dietas durante 9 semanas, obteniendo para la mejor dieta elaborada en el
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laboratorio una longitud y peso medio (26,4 mm) (237.1 mg) y con una dieta comercial a
(18,3mm) (75,6mg) respectivamente, en base a esto se determina que los resultados obtenidos

de la presente investigacion superan los valores referentes a la longitud y peso.

Los resultados obtenidos de la relacion entre el peso y longitud, reportaron una respuesta
favorable de los peces al ser alimentados con una dieta combinada en un periodo de 45 dias,
por otra parte, el factor de condicion 'K' de los peces experimentales estuvo sobre 1,0(1,16-
1,31), lo que indica bienestar y robustez de los peces experimentales, es decir, no presentan

afecciones en el crecimiento y desarrollo.

Cuando se alimento a los peces con una dieta combinada (T3) la ganancia del peso fue menor
a la longitud en un periodo de 30 dias , obteniendo como resultados en peso y longitud (33,3 y
59,6) respectivamente, mientras que a los 45 dias existié una ganancia en peso mayor a la
longitud teniendo como resultados (90,5 y 83.9), pudiendo ser un crecimiento alométrico
positivo, en el caso de las dietas individuales al comparar Moina sp y alimento comercial a los
30 y 45 dias, la ganancia en longitud es mayor en el T1, los resultados indican que las
diferencias presentadas pueden deberse al sexo , fase de crecimiento del pez , las condiciones

del medio etc.
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5 CONCLUSIONES

El cultivo Moina sp present6 un buen crecimiento poblacional cuando fue alimentado con
Spirulina y Saccharomyces cerevisiae (T3), obteniendo una densidad promedio de
(2417£15,28), tasa instantdnea de crecimiento de (0,1694+0,0002) y un tiempo de
duplicacion de (4.091+0,01) en un tiempo de 30 dias.

El cultivo Moina sp cuando fue alimentado con Spirulina obtuvo un crecimiento
poblacional similar al (T3) con un promedio (1790+36,06), una tasa instantanea de
crecimiento de (0,1594+0,0007) y un tiempo de duplicacion de (4.349+0,01) en un tiempo
de 30 dias.

El cultivo Moina sp present6 un menor crecimiento poblacional cuando fue alimentado con
Saccharomyces cerevisiae (T2), obteniendo como resultado promedio (613+6), una tasa
instantanea de crecimiento de (0,1237+0,0003) y un tiempo de duplicacion de (5,605+0,01)
en un tiempo de 30 dias.

El cultivo Moina sp al ser alimentada con Spirulina y Saccharomyces cerevisiae (T3)
obtuvo un alto porcentaje de proteina del 68% mientras que el (T1) 60% y en menor nivel
el (T2) con un 14% se estima la existencia de algun error en la metodologia al ser demasiado
diferente a los otros dos resultados.

Al aplicar el cultivo escalar de Moina sp alimentada con Spirulina y Saccharomyces
cerevisiae (T3), lavida Gtil del cultivo se conservé por mas tiempo y la densidad poblacional
fue suficiente para alimentar al cultivo de peces cebra (Danio rerio).

Tanto por perfil nutricional, el bajo costo para mantener este cultivo, y las condiciones
propicias para el mismo, hace que Moina sp, sea una gran alternativa como sustituto de

otros alimentos vivos como Artemia y Daphnia.
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El cultivo de peces cebra (Danio rerio) al ser alimentado con Moina sp (T1) y dieta
comercial (T2) , reporto medidas en la longitud y peso estadisticamente iguales, sin
embargo, se obtuvo mejores resultados al suministrar una dieta combinada, lo que quiere
decir que si es conveniente remplazar el alimento comercial por el alimento vivo, al generar
los mismos efectos en cuanto a su longitud y peso, sin embargo, si lo que se desea es obtener
mejores resultados se puede complementar las dietas en porciones del 50% cada una.

Al agregar una dieta viva y natural podemos determinar que la respuesta en los peces fue
buena, presentando un rapido crecimiento en longitud y peso, por otro lado, la sobrevivencia
no resulto afectada por el contenido proteico de los alimentos suministrados, cumpliendo
con el objetivo de esta investigacion.

En el tratamiento (1) y (3) no se presencié gran cantidad de sedimento al fondo de las
peceras, esto puede deberse a que Moina sp, fue consumida antes de que llegue al fondo de
las peceras por tanto el medio no se vio afectado.

Es de suma importancia tener al alcance alimento vivo como sustituto del alimento
comercial ya que de este modo se podria mejor el rendimiento y desarrollo en su etapa

juvenil hasta su etapa reproductiva.
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6 RECOMENDACIONES

Ampliar los estudios microbiol6gicos, fisicoquimicos y moleculares de la especie Moina sp
para su aplicacion como ingrediente funcional en las dietas de organismos acuaticos.

Se recomienda efectuar cultivos a mayor escala alimentados con Spirulina y Saccharomyces
cerevisiae como via nutricional para el pez cebra (Danio rerio)

Esta investigacion se puede complementar mas adelante con diversos factores, que
posiblemente afecten el desarrollo de Moina sp de modo que se pueda determinar la
respuesta del organismo.

Respecto a la concentracion del alimento en el caso de Saccharomyces cerevisiae se debe
alimentar a una concentracion inferior a 0.002 mg/mL para prolongar la vida atil del cultivo
y obtener mejores resultados.

En cuanto a los ensayos de proteinas, se debe tomar en cuenta la preparacion correcta de las
soluciones para la extraccion y cuantificacion de proteina, el protocolo aplicado para la
extraccion de proteinas fue eficaz para la ruptura celular del organismo Moina sp, sin
embargo, se recomienda mas pruebas bioquimicas.

Alimentar al pez cebra con Moina sp conforme a la biomasa y al peso promedio de la misma,
no sobrealimentar a los peces ya que esto se puede ver reflejado de manera negativa en la
salud de los peces.

Es importante mas estudios en cuanto a la nutricion del pez cebra y otras especies, tomar en
cuenta los pigmentos en la formulacion y seleccion de las dietas, ya que pueden influir en
la coloracion de los organismos, generando mas apreciacién por el comprador.

Dar seguimiento a los parametros fisicoquimicos del agua del medio de cultivo en donde se

desarrollan los organismos, mediante graficas de control.
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8 ANEXOS

Anexo 1 Convenio especifico

#DsALESIANA

CONVENIO ESPECIFICO DE COOPERACION INTERINSTITUCIONAL ENTRE LA
PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR, LA UNIVERSIDAD
UTE Y LA UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA PARA LA EJECUCION
DEL PROYECTO TITULADO “DESARROLLO DE UNA PLATAFORMA DE
CRIBADO BASADA EN EL PEZ CEBRA Y ENSAYOS CELULARES PARA EL
DESCUBRIMIENTO DE COMPUESTOS DE IMPORTANCIA MEDICA”

Comparecen a la suscripcion del presente convenio, por una parte, LA PONTIFICIA
UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR, representada legalmente por el Doctor Fernando
Ponce Ledn, SJ., en su calidad de Rector, en adelante llamada “PUCE”; por otra parte, la
UNIVERSIDAD UTE, representada legalmente por el Doctor Ricardo Hidalgo Ottolenghi, en su
calidad de Rector, en adelante llamada “UTE"™; y, por otra parte, la UNIVERSIDAD
POLITECNICA SALESIANA representada por el P. Juan Cardenas Tapia sdb. PhD. en su calidad
de Rector, v la Dra. Ana Maria Reino en calidad de Procuradora; en adelante llamada “UPS™.

Los comparecientes tienen capacidad y legitimacion suficiente para susecribir el presente Convenio
por sus representadas.

La PUCE, la UTE vy la UPS en adelante también podran ser denominadas colectivamente como
las “Partes”.

Las Partes, libre y voluntariamente convienen en celebrar el presente convenio contenido al tenor
de las siguientes clausulas:

CLAUSULA PRIMERA: ANTECEDENTES. —

a. La Secretaria de Educacion Superior, Ciencia, Tecnologia e Innovacion “SENESCYT™,
es garante de la aplicacion de los principios que rigen la educacion superior, promotora de
la investigacion cientifica, innovacion tecnologica y saberes ancestrales. Su trabajo se
enfoca en mejorar las capacidades y potencialidades de la ciudadania y se caracteriza por
el empleo eficiente y eficaz de los recursos que gestiona, cuyos resultados son la semilla
para ¢l desarrollo del pais. Entre sus objetivos esta el impulsar el desarrollo cientifico y
tecnologico del pais a traveés del financiamiento de proyectos de fomento a la investigacion
y/o desarrollo tecnolégico con fondos concursables, dingida a los actores generadores y
gestores del conocimiento del sistema nacional de ciencia, tecnologia, innovacion y
saberes ancestrales del Ecuador, como el “Programa Nacional de Financiamiento para
Investigacion “INEDITA”.

b. Del programa de financiamiento “INEDITA":

Objetivo General:

INEDITA tiene como objeto financiar proyectos de investigacion y/o desarrollo
tecnoldgico propuestos por los actores generadores y gestores del conocimiento, a través
de fondos concursables que contribuyan al desarrollo del pais, a la innovacion y al
mcremento de la productividad, de conformidad con el Acuerdo Nro. SENESCYT-2018-
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028, de 19 de abril de 2018, en el que se definen las areas y lineas de investigacion para

programas y/o proyectos de investigacion y/o desarrollo tecnologico.

Objetivos Especificos:

- Fomentar el desarrollo de investigaciones que contribuyan al cumplimiento del Plan
Nacional de Desarrollo “Toda una Vida™ 2017-2021.

- Proponer soluciones a las necesidades prioritarias del pais a través de la investigacion
y/o desarrollo tecnolagico.

- Aportar el incremento de la productividad de la economia ecuatoriana, diversificacion
de exportaciones ¢ identificar nuevos campos de desarrollo econdmicos.

-  Fomentar y fortalecer encadenamientos productivos, a través de mejoras en los
productos, procesos v servicios, mediante la investigacion y7o desarrollo tecnologico.

- Fomentar la produccion y gestion de conocimiento a través de la colaboracion
mnterinstitucional entre actores generadores del conocimiento del sector acadeémico
piblico y empresarial.

- Impulsar el desarrollo de la investigacion en las areas y lineas prionzadas para el
desarrollo del pais.

- Impulsar el desarrollo de la investigacion que derive en servicios, productos, procesos
o procedimientos de innovacion y en la generacion de activos intangibles.

- Promover la proteccion de los productos, procesos o servicios obtemidos mediante la
investigacion y/o desarrollo tecnolégico, de conformidad al régimen de propiedad
intelectual.

- Aportar a la inclusion el desarrollo de las capacidades de la poblacion y la participacion
de las mujeres, pucblos y nacionalidades en la investigacion y/o desarrollo tecnologico.

Mediante Oficio Nro. SENESCYT-SGCT-2018-0275-C0O de 20 de septiembre de 2018,
la Secretaria de Educacion Supenor, Ciencia, Tecnologia e Innovacion notifico al Rector
de la Pontificia Universidad Catoélica del Ecuador que, “Una vez que los miembros de los
Comités Cientificos de las 7 areas de investigacion ha conocido, evaluado, seleccionado
y prionzado las propuestas de investigacion presentadas en el marco de la Convocatora
INEDITA, conforme lo estipulado en el Reglamento de incentivos financieros y
administrativos a la investigacion, desarrollo tecnologico y transferencia de tecnologia,
asi como en las bases especificas de la Convocatona, v de acuerdo a lo resuelto en la
Resolucion de Adjudicacion Nro. SENESCYT-2018-011, de 20 de septiembre de 2018™
se notifica que el proyecto “Desarrollo de una plataforma de cribado basada en el pez
cebra v ensavos celulares para el descubrimiento de compuestos v de importancia
médica " correspondiente al area de “Ambiente, Biodiversidad y Ambiente”, de modalidad
colaborativa en red, cuyo director es el Dr. Marco Andrés Romero Carvajal, Profesor
Titular Agregado a Tiempo Completo de la PUCE, con un monto de USD 5200.000,00,
fue aprobado para su financiamiento en el marco de la Convocatona INEDITA teniendo
como entidad egjecutora a la PUCE y como co-gjecutoras a las universidades UTE y UPS.
La propuesta de proyecto aprobada se adjunta como Anexo 1.

El 4 de diciembre de 2018, la PUCE, UTE y UPS suscribieron un convenio especifico de
cooperacion interinstitucional (Anexol), cuyo objeto es la gjecucion del proyecto titulado
“Desarrollo De Una Plataforma De Cribado Basada En El Pez Cebra Y Ensayos Celulares
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Para El Descubrimiento De Compuestos De Importancia Médica™ financiado por la
convecatoria INEDITA-SENESCYT (en adelante “PROYECTO INEDITA™).

¢. Moediante oficio Nro. SENESCYT-SGCT-SIITT-2021-0122-C0O (Anexo 3), se establecen
problemas ajenos a las partes y asociados a la hquidez del Gobiemo del Ecuador, debido
a los cuales el PROYECTO INEDITA no pudo imiciar en el afio 2019,

f. Despucs de aproximadamente 30 meses desde la adjudicacion, €l 1 de abnil del 2021, se
firmo el convenio MNo. 20210006C1 de gjecucion (Anexo 4), firmado por la PUCE y el
SENESCYT, quedando habilitada la gestion de los fondos para la ejecucion del proyecto,
a través del Programa de las Naciones Unidas para el Desarrollo (PNUD)..

g. Mediante oficio Nro. PNUD 215-00285 (Anexo 5) se establece como fecha de inicio del
PROYECTO INEDITA el 10 de agosto de 2021, con un plazo de gjecucion del proyecto
de 2 afios a partir de esta fecha.

h. En los daltimos 3 afios han existido cambios importantes en la afiliacion de los
investigadores asociados al proyecto icial.

1. Las Partes, en cumplimiento de sus musiones institucionales, pretenden ejecutar el
proyecto denominado “Desarrollo de una plataforma de cribado basada en el pez cebra
v ensayos celulares para el descubrimiento de compuesios de importancia meédica”, de
conformidad con los acuerdos que se detallan a continuacion.

J- Es interés de todas las partes comparecientes actualizar la informacion de los equipos de
Investigacion y Eenerar un nuevo convenio de gjecucion

CLAUSULA SEGUNDA: OBJETO GENERAL. -

El presente Convenio Especifico tiene por objeto determinar las condiciones bajo las cuales se va
a desarrollar, de forma conjunta entre las Partes, el proyecto titulade “Desarrolle de una
plataforma de cribado basada en el pez cebra v ensavos celulares para el descubrimiento de
compuestos de importancia médica”, presentado por la Pontificia Universidad Catolica del
Ecuador como institucion ejecutora, la Universidad UTE y la Umiversidad Politécnica Salesiana,
como instituciones co-¢jecutoras, de conformidad con los indicadores de “metas™ “resultados™ y
“productos” y el cronograma de ejecucion, documentos que forman parte integrante del presente
Conveno como anexo 1, Formato 3 y anexo 2, respectivamente.

CLAUSULA TERCERA: OBJETIVOS ESPECIFICOS. -

l. Generar un protocolo de extraccion vy fraccionamiento bioquimico que maximice la
obtencion de blocompuestos que se analizaran en ensayos de cribado.

2. Generar un protocolo de cnibado basadas en el pez cebra y ensayos celulares para el
descubrimiento de biocompuestos de importancia médica.

3. Proponer un sistema robusto de biodescubrimiento que pueda ser escalable a la industrnia
farmacéutica, quimica y de bioprospeccion.
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4. Generar manuales para el establecimiento de nuevas industrias farmacéuticas basadas en
biodescubrimeinto.

5. Mostrar la importancia de la investigacion basica en el descubrimiento de nuevos
compuestos que puedan servir para el descubnmiento de nuevos de medicamentos.

CLAUSULA CUARTA: COMPROMISOS CONJUNTOS DE LAS PARTES. -

4.1. Desarrollar el proyecto descrito en la clausula segunda del presente Convenio, entre la
Universidad gjecutora PUCE, y las co-gjecutoras, UTE y UPS conforme ¢l cronograma valorado
en tiempo y recursos propuesto por el Director del proyecto, mismo que se encuentra adjunto
(Anexo 2) y que forma parte integrante del presente convenio.

4.2. Remitir la informacién o informes técnicos de avance, de gjecucion del proyecto en forma
periodica o en cualquier momento cuando sea solicitada por el Director del Proyecto o la
subsecretaria de investigacion cientifica de la SENESCYT, de acuerdo a los formatos que se
soliciten.

4.3. Presentar un informe de los resultados y fin del proyecto cuando se soliciten.

4.4, Apoyar con recursos humanos, cientificos, tecnologicos y fisicos para el desarrollo de las
actividades que se estipulen en el cronograma de gjecucion del Proyecto.

4.5, Las Partes sc comprometen a intercambiar entre si, cuando una de ellas lo requiera,
documentos, datos observaciones memonias y toda otra documentacion necesaria de la forma mas
precisa posible en relacion al desarrollo del provecto.

4.6. Los resultados parciales o definitivos que se obtengan por la ejecucion del proyecto podrin
ser publicados de comin acuerdo, dejandose constancia en las publicaciones de la participacion
de cada una de las Partes. En cualquier caso, toda publicacion o documento relacionado con el
proyecto debera contar con la aprobacion expresa de las Partes. Los resultados que pueden ser
objeto de patentamiento u otra proteccion bajo los sistemas de propiedad intelectual y/o eventuales
aprovechamientos economicos, seran objeto de acuerdo separado entre las Partes.

4.7. Incentivar y apoyar de forma efectiva el cumplimiento de los objetivos v productos del
proyecto en el tiempo establecido, manteniendo un ambiente de trabajo propicio, asi como
también revelar posibles conflictos de interés que puedan presentarse.

4.8. Reportar los hallazgos de manera abierta completa y oportuna manteniendo la
confidencialidad de la informacion pertinente.

4.9, Los primeros autores de las publicaciones parciales yv/o definitivas se alternaran de manera
proporcional a las universidades participantes, conforma una planificacién consensuada entre las
Partes.

4.10. Los investigadores asociados al proyvecto que acepten tener bajo su custodia un bien, una
licencia de software, o propiedad intelectual adquiridos por este proyecto seran responsables por
el cuidado y bien uso del mismo de conformidad con la normativa vigente aplicable.

4.11. Los bienes, licencias de software o propiedad intelectual adquiridos a través de los rubros
financiados por este proyecto, una vez que finalice la gjecucion del mismo, seran de propiedad de
cada entidad participante de acuerdo al presupuesto desglosado para cada universidad en el anexo
3

4.12. Las Partes tendran derecho a viaticos y movilizaciones para la gjecucion del proyecto
conforme el presupuesta aprobado por SENESCY'T.
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4.13. El director del proyecto v la entidad ejecutora deberan participar en las actividades en las
que SENESCYT requicra su colaboracion, hasta un afio después de finalizar el proyecto, en
actividades afines a su area de conocimiento tales como: eventos TIC. capacitaciones,
exposiciones, conferencias, seminarios.

4.14. Presentacion de un informe de las actividades a la Direccion de Investigacion de cada
institucion, asi como claborar documentos cientificos: Protocolos, Informes, Manuales Técnicos.

CLAUSULA QUINTA: OBLIGACIONES DE LAS PARTES. —
5.1.50n obligaciones de la PUCE, las siguientes:

a) Designar al Director del proyecto como el responsable financiero.

b) Dar las facilidades a los investigadores en cuanto a la asignacion de horas y recursos para
la realizacion de las actividades concernientes al presente proyecto.

¢) Realizar prucbas de cribado basadas en el pez cebra para el descubrnimiento de
biocompuestos de importancia médica.

d) Aislar, analizar y caracterizar extractos de picles de anfibios para ensayos de cribado.

¢} Comparar los resultados del cnbado con los experimentos disefiados en lineas celulares.

5.2.5on obligaciones de la UTE, las siguientes:

a) Dar las facihdades a los investigadores en cuanto a la asignacion de horas y recursos para
la realizacion de las actividades concermientes al presente proyecto.

b} Realizar prucbas de cribado basadas en experimentos discfiados en lineas celulares.

¢} Comparar los resultados del crnbado con los experimentos disefiados en linea celulares.

5.3. Son obligaciones de la UPS, las siguientes:

a) Dar las facilidades a los investigadores en cuanto a la asignacion de horas y recursos para la
realizacion de las actividades concernientes al presente proyecto.

b} Asistir en el mantenimiento y reproduccion de poblaciones de pez cebra (Danio rerio) cuyo
bioterio se ubica en la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador.

¢} Aaslar, analizar y caracterizar a nivel de grupos funcionales diversos metabolitos secundarios
para ensayos de cribado.

d) Preparar emulsiones, encapsulados, micro-encapsulados y otras formas de administracion.

CLAUSULA SEXTA: RELACION LABORAL. -

El personal académico de la entidad gjecutora y co-gjecutoras que colabora en el desarrollo del
provecto mantendra su relacion laboral o de dependencia con la entidad de origen.

En consecuencia, las Partes no adquieren relacién laboral de ningin tipo respecto del talento

humano de la otra, ni dependencia respecto del personal que cada parte por su cuenta contrate
para la ejecucion del proyecto.
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CLAUSULA SEPTIMA: PLAZO. -

La duracion del presente instrumento es de tres (3) afios contados a partir de la suscripcion del
presente convenio, y podra prorrogarse hasta doce (12) meses adicionales previo acuerdo suscrito
entre las partes con al menos sesenta (60) dias de antelacion a la finalizacion del mismo, sin que
la prorroga suponga incremente en el monto propuesto.

CLAUSULA OCTAVA: BENEFICIARIOS. -
Beneficiarios directos.

Los beneficianos directos de este proyecto seran los estudiantes tesistas de grado quienes tendran
la oportunidad de recibir entrenamiento en técnicas de ultima generacion para el cnibado de
moléculas con potencial biomeédico.

Los proveedores de bienes y servicios para laboratorios de biotecnologia y microscopia seran
beneficiados directamente por la importante inversion en equipos, suministros y reactivos que
realizara este proyecto.

En el caso de que este proyecto genere conocimientos patentables, los beneficios se repartiran de
acuerdo con ¢l marco regulatorio vigente del estado Ecuatoriano.

Beneficiarios indirectos

El publico en general serd el potencial beneficiario de los descubrimientos generados a partir de
este proyecto.

El biodescrubrimiento de moléculas bioactivas y su respectiva custodia por parte del Estado
permitird promover el desarrollo de una industria farmaceitica local basada en el descubrimiento.
Por este motivo, la industria farmacéutica local, sus trabajadores, proveedores y constructores
serian potencialmente beneficiados por los resultados de este proyecto.

CLAUSULA NOVENA: FINANCIAMIENTO DEL CONVENIO Y DISTRIBUCION
PRESUPUESTARIA. -

El proyecto serd financiado por el Programa Nacional de Financiamiento para Investigacion -
INEDITA de la Secretaria de Educacion Superior, Ciencia, Tecnologia e Innovacion
(SENESCYT).

El presupuesto del proyecto sera distnbuido por el Director del proyecto vy el responsable
financiero en funcion del presupuesto de investigacion aprobado por la SENESCYT para este
proyecto.
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Las Partes se comprometen a usar el presupuesto de acuerdo a los procedimientos de investigacion
y requerimientos de personal proyectados por cada institucion en el presupuesto.

Las modificaciones y requerimientos especiales de uso del presupuesto serin discutidos y
aprobados por los coordinadores de cada universidad en consenso.

CLAUSULA DECIMA: ADMINISTRACION DEL CONVENIO. -

Se ha designado como responsable financiero del Proyecto al Mtr. Javier Espafia Mera.

El Director del proyecto, el Dr. Marco Andrés Romero Carvajal, tendra como principales labores
¢l seguimiento, control y supervision del convenio. De igual forma, mantendri constante
comunicacion con cada uno de los admimistradores designados para dar cumplimiento a cada una
de las obligaciones denvadas del mismo.

El Dr. Chnistian Larenas, Docente Investigadores de la Carrera de Biotecnologia de la UPS, es el
Director subrogante ¢ investigador responsable de la UPS.

La Dra. Linda Guaman, Docente Investigadora del Centro de Investigacion Biomédica CENBIO
de la Facultad de Ciencias de la Salud Eugenio Espejo de la Universidad UTE es investigadora
del proyecto.

Marco Andrés Romero Carvajal, Chnistian Larenas y Linda Guaman son los coordinadores de las
actividades admimstrativas y de investigacion para cada universidad.

CLAUSULA DECIMA PRIMERA: PROPIEDAD INTELECTUAL E IMAGEN
INSTITUCIONAL. -

Las Partes se facultan entre si a utihzar el o los productos que se denven de la gjecucion del
presente Convenio Especifico, para difundirlos como parte de la gestion institucional que las
Partes llevan a cabo en cumplimiento de su mision y objetivos.

Las Partes se obligan a través del presente instrumento legal, a utilizar el logotipo e imagen
mstitucional de cada una de ellas, en el matenal que sea utilizado para promocionar o publicar el
proyecto en cuestion, asi como en el matenal que resulte de su debida ejecucion, en el futuro y de
forma indefimda.

Sin prejuicio de los derechos reconocidos en el parrafo precedente, las Partes podran realizar un
uso comercial de la obra previa autorizacion de los titulares v notificacion a los autores en caso
de que se traten de distintas personas. En cuyo caso correspondera a los autores un porcentaje no
inferior al cuarenta por ciento (40%) de los beneficios economicos resultantes de esta explotacion.
El mismo beneficio se aplicara a los autores que hayan transferido sus derechos a instituciones de
educacion superior o centros educativos.

El derecho contemplado en el parrafo precedente a favor de los autores es irrenunciable.
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CLAUSULA DI::_CIMA SEGUNDA: ACTA DE ENTREGA RECEPCION TOTAL
DEFINITIVA Y UNICA. -

La recepcion y hiquidacion del Convenio Especifico sera responsabilidad de los administradores
del Convenio Especifico, quienes se encargaran de validar técnica y econdmicamente los informes
de gjecucion presentados por la contraparte respectivamente.

Vahdado técmica y economicamente el informe final de ejecucion del proyecto, se suscnbira el
Acta de Recepcion Total Definitiva v Unica, por parte de los administradores del Convenio
Especifico.

Esta Acta contendra los antecedentes, condiciones generales de la gjecucion, condiciones
operativas, iquidacion econdmica, hquidacion de plazos, constancia de recepeion, cumplimientos
de las obligaciones convenidas y cualquier otra circunstancia que se estima necesaria por partc
del admimistrador del Convenio Especifico.

CLAUSULA DECIMA TERCERA: TERMINACION DEL CONVENIO. -

El presente Convenio terminard por una de las siguientes causas:

1. Por cumplimiento del objeto del Convenio.

2. Cumplimiento del plazo.

3. Mutuo acuerdo de las partes siempre que se evidencie que no pueda continuar su gjecucion
por motivos técnicos, economicos, legales, sociales o fisicos; para lo cual se suseribira el
respectivo documento.

4. Terminacion unilateral por incumplimiento. Las Partes podran dar por terminada
anticipada y unilateralmente este Convenio, en caso de incumplimiento de una o mas
clausulas esenciales. Para estos efectos se tendran por clausulas esenciales todas las
clausulas de este Convenio.

5. Por fuerza mayor o caso fortuito debidamente justificado por la parte que lo alegare, v
notificado dentro del plazo de setenta y dos (72) horas de ocurndo ¢l hecho.

6. Por las demas causas estipuladas en este Convenio.

CLAUSULA DECIMA CUARTA: EN CASO DE CONTROVERSIAS. -
En términos generales este Convenio se suscribe de manera transparente ¥ voluntaria entre las
partes; mediando entre estas la buena fe en cuanto a sus acciones ¢ intenciones; fundamentados

principalmente en la trayectoria y buen nombre de las entidades participantes.

En base a lo expuesto debera primar en todo momento el didlogo ¥ se deberdn agotar todas las
instancias en el sentido de evitar controversias o desacucrdos.

En caso de presentarse controversias entre las Partes intervinientes, derivadas de la aplicacion o
interpretacion del presente Convenio, se intentara lograr un acuerdo directo entre las mismas y

Pégina 8 de 11
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sera resuelto por sus representantes legales o a quienes ellos deleguen para el efecto, acuerdo que
debera constar por escrito.

Las Partes declaran expresamente que renuncian a fuero y domicilio, v manifiestan que cualquier
controversia, diferencia o reclamacion que se genere o esté relacionado como consecuencia de la
nterpretacion o ejecucion del presente convenio, sera previamente sometida al procedimiento que
establece el Centro de Mediacion de la Camara de Comercio de Quito.

En el evento que las controversias no fueren resueltas de mutuo acuerdo o mediante el
procedimiento de mediacion asistida, las Partes las someteran a la resolucion del Tribunal de
Arbitraje del Centro de Arbitraje y Mediacion de la Camara de Comercio de Quito y
funcionamiento se sujetard a lo dispuesto en la Ley de Arbitraje v Mediacion, al respectivo
Reglamento del Centro, y a las siguientes normas:

- El tribunal arbitral estard conformado por tres (3) arbitros.

- El tribunal arbitral decidira en Derecho y aplicando la ley ecuatoriana.

- Para la gjecucion de medidas cautelares, el Tribunal Arbitral estara facultado para solicitar
a los funcionarios pablicos, judiciales, policiales y administrativos su cumplimiento, sin
que sea Necesario recurTir a juez ordinano alguno.

- El procedimiento arbitral sera confidencial.

- El lugar de arbitraje seran las instalaciones del Centro de Arbitraje y Mediacion de la
Camara de Comercio de Quito.

- Las partes renuncian a la jurisdiccion ordinaria, se obligan a acatar el laudo arbitral que
expida el Tnbunal Arbitral y se comprometen a no interponer ningin tipo de recurso en
contra del laudo arbitral.

CLAUSULA DECIMA QUINTA: AVISOS O NOTIFICACIONES. -

Para todos los efectos a que haya lugar a notificaciones o avisos derivados del presente convenio,
estos se efectuaran por escrito en los domicilios que en su momento se notifiquen por escrito a la
oftra parte.

Dr. Andrés Romero-Carvajal

Laboratorio 116 de Biologia del Desarrollo
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
Pontificia Universidad Catolica del Ecuador
Teléfono: 2 99 17 00 ext. 1280

Email: maromeroi@puce.edu.ec

Dra. Linda GuamanCentro de Investigacion Biomédica CENBIO
Facultad de Ciencias de la Salud Eugenio Espejo

Universidad UTE

Teléfono: 2 299 OR00 ext. 2415

Email: linda.guaman{@ute.edu.ec
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Dir. Chnstian Larcnas

Grupo de Investigacion GIDCARB
Ingenieria en Biotecnologia
Universidad Politécnica Salesiana
Teléfono: 3962800 ext. 2298

Email: clarenas{@ups.edu.cc

CLAUSULA DECIMA SEXTA: ACEPTACION. -
Las Partes aceptan el contenido de todas vy cada una de las clausulas de este Convenio Especifico,
y por ello, proceden a suscribirlo en seis (6) ejemplares de 1gual tenor y valor legal en Quito, a los

1% dias del mes de abnl de 2022,
Por la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador:

Dr. Fernando Clemente Ponce Ledn
RECTOR

Por la Umiversidad UTE:

Dr. Ricardo Hidalgo ().
RECTOR

Por la Umiversidad Politécmica Salesiana:

P. Juan Cardenas Tapia, sdb PhD Dra. Ana Maria Reino
RECTOR UPS PROCURADORA UPS
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Anexo 2 Obtencion del microcrustaceo Moina sp

Capsula abierta en el medio

Nota: Capsula de Moina sp y cepa inicial

Fuente: (La Autora, 2022)
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Tras 72 horas, se
pudo apreciar los
neonatos

Nota: Neonatos de Moina sp
Fuente: (La Autora, 2022)
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Anexo 4 Aislamiento capilar de Moina sp

Nota: Aislamiento capilar de Moina sp, vista en el microscopio de Moina sp en estado nauplio y adulto
Fuente: (La Autora, 2022)

93




Anexo 5 Descripcion de Moina sp

'

Corazon
Bolsa gestacional

Garra post abdominal

Nota: Moina sp, (caracterizacion).
Fuente: (La Autora, 2022)
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Anexo 6 Materiales para el cultivo de Moina sp

Nota: Materiales para el cultivo de Moina sp
Fuente: (La Autora, 2022)

Anexo 7. Instalacion del cultivo de Moina sp
_ Mangueras para

F '— una correcta

oxigenacion

15 organismos
Moina sp en estado
nauplio colocados

por tratamiento.

Nota: Cultivo de Moina sp
Fuente: (La Autora, 2022)
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Anexo 8 Alimento para cada tratamiento

Nota: a) Spirulina en polvo b) Levadura de panaderia
Fuente: (La Autora, 2022)

Anexo 9 Conteo de organismos Moina sp

Fuente: (La Autora, 2022)
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Anexo 10 Cultivo de Moina sp

Nota: a) Tratamiento | b) Tratamiento Il ¢) Tratamiento Ill

Fuente: (La Autora, 2022)
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Nota: Longitud de 0.9mm
Fuente: (La Autora, 2022)

Anexo 11 Moina sp alimentada con Spirulina en polvo

.
<
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Anexo 12 Moina sp alimentada con levadura de panaderia

Nota: Longitud de 0.6mm
Fuente: (La Autora, 2022)
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Anexo 13 Moina sp alimentada con dieta combinada

Nota: Longitud de 0.9mm
Fuente: (La Autora, 2022)
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Efipio

Huevos a punto
de eclosionar

Fuente: (La Autora, 2022)

Anexo 14 Embriones de Moina sp
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Anexo 15 Reactivos para la cuantificacion de proteina

Nota: a) Sulfato ciprico b) Tartrato sddico potasico ¢) Carbonato de sodio d) Hidroxido de sodio
Fuente: (La Autora, 2023)

Anexo 16 Soluciones Folin- Lowry

Nota: a) Soluciones A1+B1+B2 b) Folin-Ciocalteu diluido
Fuente: (La Autora, 2023)
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Anexo 17 Muestras para lectura en el espectrofotémetro

Nota: a) muestra patron b) muestras problema
Fuente: (La Autora, 2023)

Anexo 18 Cultivo escalar Moina sp

Primera Semana

Fuente: (La Autora, 2023)
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Crecimiento
exponencial
Anexo 19 Cultivo escalar Moina sp dieta combinada de Moina sp

Fuente: (La Autora, 2023)
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Anexo 20 Alimento vivo Moina sp y alimento comercial para el pez Danio rerio

Nota: Alimento vivo Moina sp y alimento comercial Tetracolor para el pez Danio rerio
Fuente: (La Autora, 2023)

Alimento
triturado
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Anexo 21Cultivo de Danio rerio

Nota: Tratamientos y repeticiones cultivo de juveniles (Danio rerio)

Fuente: (La Autora, 2023)
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Anexo 22 Insumos para mantenimiento del cultivo (Danio rerio)

Nota: a) Indicador de pH b) Acondicionar de agua y azul de metileno (Danio rerio) c) redes
Fuente: (La Autora, 2023)

Anexo 23 Parametros a evaluar en el pez cebra (Danio rerio)

Nota: a) Peso b) Longitud de juveniles (Danio rerio)
Fuente: (La Autora, 2023)
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Anexo 24Incremento de longitud y peso del pez cebra (Danio rerio) con dieta combinada

Nota: a) Longitud de 3.7 cm b) Peso de 0.45
Fuente: (La Autora, 2023)

Anexo 25 Generacion de sedimento al fondo de las peceras del cultivo (Danio rerio)

Nota: a) Tratamiento I. Alimento vivo Moina sp b) Tratamiento Il. Alimento comercial ¢) Tratamiento Ill. Dieta
combinada
Fuente: (La Autora, 2023)
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BITACORA
Danio rerio

SEMANA 0. Parametros de crecimiento para cada tratamiento

TRATAMIENTO | TRATAMIENTO I TRATAMIENTO I11
Peso Longitud Peso Longitud Peso Longitud
0,20 2,00 0,18 2,00 0,18 1,8
0,20 2,1 0,15 1,9 0,29 1,9
0,18 2,00 0,22 1,8 0,25 2,00
0,20 18 0,25 2,00 0,21 2,00
0,18 2,00 0,16 2,00 0,22 1,9
0,20 2,1 0,23 2,00 0,22 1,8
0,17 2,00 0,18 2,1 0,21 1,8
0,22 18 0,16 1,8 0,23 1,9
0,21 1,7 0,15 2,00 0,20 2,00
0,14 2,00 0,19 2,00 0,16 2,00
0,20 2,00 0,26 2,00 0,16 2,00
0,27 2,1 0,22 2,1 0,27 2,1
0,18 2,00 0,18 2,00 0,14 1,9
0,18 18 0,20 2,00 0,15 2,00
0,15 1,6 0,18 1,9 0,19 1,9
2,88 29 291 29,6 3,08 29
0,19 1,93 0,19 1,97 0,21 1,93

Anexo 26 Parametros de crecimiento del pez cebra (Danio rerio) para cada tratamiento
Datos tomados al iniciar el ensayo

Fuente: (La Autora, 2023)
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SEMANANA 9. Parametros de crecimiento para cada tratamiento

TRATAMIENTO | TRATAMIENTO II TRATAMIENTO 111
Peso Longitud Peso Longitud Peso Longitud
0,33 3,20 0,36 3,00 0,38 3,60
0,32 3,30 0,34 3,00 0,38 3,50
0,35 3,00 0,34 3,40 0,40 3,70
0,32 3,50 0,25 3,00 0,42 3,50
0,35 2,80 0,33 3,00 0,45 3,50
0,33 3,30 0,32 3,20 0,38 3,40
0,30 3,20 0,33 3,00 0,38 3,70
0,32 3,00 0,20 3,00 0,38 3,50
0,30 3,20 0,33 3,20 0,40 3,50
0,35 3,00 0,35 3,00 0,50 3,40
0,30 3,10 0,40 3,20 0,42 3,50
0,32 3,00 0,37 3,00 0,40 3,50
0,34 3,20 0,24 3,10 0,38 3,80
0,33 3,10 0,28 3,00 0,40 3,70
0,34 3,20 0,40 3,50 0,40 3,50
4,90 47,1 4,84 46,6 6,07 53,3
0,33 3,14 0,32 3,11 0,40 3,55

Anexo 27 Parametros de crecimiento del pez cebra (Danio rerio) al finalizar el ensayo
Fuente: (La Autora, 2023)
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