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RESUMEN

Eisenia andrei (lombriz roja californiana) es una especie de anélido de
interés biotecnoldgico para la transformacion eficiente de la materia organica
(vermicompostaje) y también es aprovechada como recurso alimentario. En
cautividad, se le proporciona una dieta de residuos agroindustriales y
estiércoles, los cuales contienen agroquimicos, cadaverinas, putresinas,
metales pesados, etc., que se acumulan y pueden resultar desfavorables
para estos anélidos u otros organismos en la cadena trofica. Por otra parte,
Arthrospira maxima (espirulina) es una microalga de alto valor nutracéutico,
indicada como alternativa alimentaria para humanos y especies pecuarias.
En este sentido, el propdsito de esta investigacion fue evaluar los efectos de
rutinas dietéticas a base de A. maxima sobre la lombriz roja californiana (E.
andrei). Para ello, se requiri6 desarrollar inicialmente protocolos de
conservacion de los anélidos y del cultivo experimental de la microalga. Se
utilizaron ejemplares de E. andrei obtenidos en lombricarios de 1,2x1,8x0,5
m con 10.000 lombrices/m? y con aplicaciones semanales de una mezcla de
materiales organicos constituida por 50 | de bagazo de cafia de azucar
triturado, 3,5 | de gallinaza y 80 | de un lixiviado de la degradacion inmediata
de restos horticolas. La microalga fue cultivada en envases de 40 | y 5 |,
modificando la solucién nutritiva original de Zarrouk (1966) y en condiciones
de laboratorio (22-26 °C, 3.000-5.000 Ilux/12 h y 8 | de aire/min). Se
realizaron dos ensayos; para un primer ensayo, se aplicé una disefio
factorial de tres suspensiones; estas incluyeron espirulina en su medio de
cultivo (SM) neutralizadas con HCI: espirulina en su medio de cultivo (SM),
espirulina resuspendida en agua (SA) o solo agua (A); dos volumenes: 50 y
100 ml; y dos frecuencias de aplicacion: cada 5 o 10 dias, sobre 50
lombrices en 970 ml de sustrato 1:1 original del lombricario/aserrin de coco,
en tres repeticiones por unidad experimental; para el segundo y ultimo
ensayo experimental se suministré tres dosis de espirulina en polvo, dosis
baja, media y alta (0,5; 1,5y 2,5 g respectivamente) sobre 25 lombrices en
500 ml de sustrato original de los lombricarios. Para la cosecha de la
biomasa microalgal se desarroll6 un sistema de filtracion al vacio,
empleando una doble malla-filtro con un diametro de poro de 10-12 ym vy
una jeringa de 60 ml, logrando una separacion efectiva de biomasa (0,267 +
0,019 g/l). Se evidencié que el remanente de sales en el medio de cultivo
(SM), la frecuencia y volumen de aplicacion fueron determinantes en la
sobrevivencia, desarrollo y reproduccion de E. andrei, razdn por la cual se
presentaron interacciones significativas de estas fuentes de variacion con la
mayoria de las variables evaluadas. En contraste, la adiccion de espirulina
aislada (SA) resultd ligeramente superior sobre las variables estudiadas,
pero estadisticamente similar al control (A). En un segundo ensayo, la
incorporacion de espirulina en polvo produjo diferencias no significativas
entre las dosis evaluadas (0; 0,5; 1,5y 2,5 g/l). Los resultados apuntan hacia
el uso de biomasa fresca de espirulina con requerimientos adicionales de
lavado y resuspension en agua para la alimentacion de E. andrei.

Palabras claves: Arthrospira maxima, Eisenia andrei, suplemento dietético.
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INTRODUCCION

La creciente demanda alimenticia a nivel mundial y el incremento
significativo en la malnutriciébn global, especialmente en poblaciones con
menor poder adquisitivo, ha despertado el interés e inquietud de muchas
organizaciones de caracter internacional, tales como la Organizacion de las
Naciones Unidas (IIMSAM, 2010). Actualmente estas organizaciones
promueven la busqueda de nuevas alternativas de alimentos, asi como el
desarrollo de métodos que permitan, entre otras cosas, mejorar la eficiencia
de los cultivos, disminuir los efectos adversos sobre el suelo, reducir el uso
de fertilizantes quimicos y aumentar las ganancias por area cultivada
(Carvajal y Mera, 2010).

Entre las nuevas biotecnologias se encuentran los sistemas bioldgicos
de transformacion, como lo son el compostaje y el vermicompostaje
(Mamani-Mamani et al., 2012). Este ultimo es una modalidad, donde las
protagonista de la transformacién de la materia organica son las “lombrices
de tierra” (FAO, 2013); que ademas, ayuda a reducir considerablemente los
volumenes de residuos organicos generados como consecuencia de las
actividades antropogénicas, cooperando de esta manera en la mejora de la
calidad ambiental (Santamaria-Romero y Ferrera-Cerrato, 2002).

Para llevar a cabo el proceso de vermicompostaje es indispensable la
crianza intensiva de las lombrices bajo condiciones de cautividad
(lumbricultura o vermicultura); para ello, se deben cumplir con ciertos
requerimientos fundamentales para la sobrevivencia y reproduccion de estos
invertebrados. Entre los requerimientos basicos, estan los contenedores de
crianza, que deben ser abiertos (para que facilite la alimentacion, aireacion y
monitoreo permanente), de superficie plana, sombreados o cubiertos y con
zanjas de drenaje para evitar la sobresaturacion (Samarriba y Guzman,
2004). También las condiciones ambientales son factores que pudieran
ocasionar perturbaciones en esta actividad agropecuaria. La temperatura
debe oscilar entre los 19-24 °C; el contenido de humedad debe estar
alrededor de los 75-80 % y el pH entre los 6,5-7,5 (Fuentes, 1987; Schuldt
et al., 2007).



La vermicultura como disciplina biotecnoldgica y agroindustrial ha
logrado despertar la atencion de innumerables personajes, no solo por la
sencillez, bajo costo del proceso y participacion activa de las lombrices en la
regulacion de las propiedades fisicas, quimica y biolégicas del suelo, sino
también por la produccion de humus o vermicompost, empleados como
abonos naturales de alta calidad y cientificamente comprobados en el cultivo
de diversos plantaciones (Boulogne et al., 2008). Por otra parte, debido a su
alto valor nutricional, las lombrices también son utilizadas como alimento
para diversos animales de granja (pollos, ovejas, cerdos, peces, entre otros),
e incluso, su carne fresca puede desecarse para producir harina de lombriz,
e incorporarse a la dieta humana en muchos paises asiatico, entre ellos:
China, Japon, Taiwan y Filipinas (Vielma et al., 2003; Pineda, 2006; Vielma
y Medina, 2006).

Desde el punto de vista comercial y como actividad pecuaria
intensiva, la vermicultura tiene su origen hace mas de 50 afios en los
Estados Unidos de América (EE.UU.). Luego se fue difundiendo a Europa,
Asia y por ultimo a América Latina, donde se destacan Argentina, Brasil,
Chile, Ecuador y Colombia (De Sanzo y Ravera, 1999). En Venezuela, la
lombricultura se introdujo en los afios 90 en la region de los Andes; sin
embargo, para ese entonces no era de mayor atraccion, pues su
procedimiento y potencialidad eran practicamente desconocidos; aunque,
actualmente, gracias al auge tecnolégico, cientifico e investigativo, ha
cobrado mayor importancia (Hernandez et al., 2003). Se considera una
importante actividad econémica y ecolégica que requiere del conocimiento
de la biologia de los anélidos y de la implementacion de técnicas adecuadas
para la crianza, alimentacion y reproduccion de estos organismos (Toccalino
et al., 2004).

Segun Reynolds y Wetzel (2010), hay aproximadamente 8302
especies, y se estima que cada afio se describen aproximadamente 68
nuevas especie. Dentro de la gran diversidad de lombrices, una de las
especies mas empleadas en la lombricultura es la especie Eisenia andrei

Bouché 1972, comunmente llamada lombriz roja californiana, perteneciente



al Phylum: Annelida, Clase: Oligochaeta y a la Familia: Lumbricidae
(Dominguez y Pérez-Losada, 2010). Muchas son las razones por las cuales
esta es una las especies predilectas: tienen una distribucion mundial, son
facilmente manejables, tienen una excelente tolerancia a la temperatura y
pueden vivir en los desechos orgénicos con un alto contenido de humedad
(lombrices resilientes); pero son fotosensibles y cuando se mezclan con
otras especies se convierten en dominantes dentro de los sistemas de
vermicompostaje (Dominguez, 2004). Ademéas E. andrei es catalogada como
una lombriz epigea, es decir, vive en el horizonte organico, cerca o en la
superficie del suelo, se alimenta fundamentalmente de la materia organica
en descomposicion, presenta una alta tasa reproductiva y metabdlica, pues
son aspectos que le permiten adaptarse a las condiciones extremas del
climay a la depredacion. De igual forma, su alta tasa de consumo, digestion
y asimilacion de la materia organica son claves para su funcion en la
biotransformacion del sustrato (Dominguez y Gomez-Brandon, 2010).

El cuerpo de E. andrei es cilindrico, divido entre 80 a 120 anillos
llamados metameros, con una organizacién y anatomia semejante a lo largo
del cuerpo de la lombriz. Un gran anillo resalta entre tanto y es denominado
clitelo, el cual estd dotado de los 6rganos reproductivos. Es hermafrodita
incompleta, es decir un mismo individuo tiene ambos sexos, pero es incapaz
de autofecundarse, condicion que la obliga a unirse con otro individuo,
apareandose cada siete dias (Pineda, 2006). Se reproducen todo el afo;
aunque, la época de reproduccion pudiera cambiar en funcion a las
condiciones ambientales y por la alimentacién suministrada; asimismo, el
apareamiento se produce durante la noche, sobre la superficie del suelo y
suele durar aproximadamente de 30 minutos a cuatro horas (Toccalino et al.,
2004).

En condiciones 6ptimas de crecimiento estas lombrices tienen una
expectativa de vida de 16 afos, aproximadamente, y su ciclo de vida va
desde el huevo (“cocuns”, “cocoons” o capullos), hasta la lombriz clitelada
sexualmente madura; normalmente, los capullos tienen forma de limon y su

color varia a medida que progresa su desarrollo, variando con el tiempo



desde amarillo-transparente a marron (FAO, 2013). Cada capullo de E.
andrei contiene alrededor de 2 a 20 lombrices, las cuales emergen pasados
los 14 o 21 dias de incubacion. Al nacer son blancas y a los cinco dias
posteriores se vuelven rosadas. Los ejemplares juveniles inician su periodo
reproductivo a los 3 0 4 meses, en ese preciso momento es cuando pasan a
ser adultos y su color se intensifica y se torna rojo purpura. Finalmente, a los
siete meses alcanzan plena adultez (Fuentes, 1987).

Normalmente, cualquier tipo de residuo organico, bien sea de origen
vegetal o animal, puede incorporarse como materia prima en la dieta de la
lombriz E. andrei criada en cautiverio, inclusive, los criadores de lombrices
utilizan distintos tipos de estiércol de origen equino, bovino, porcino y aviar
(Leon et al., 1992; Hernandez et al., 2002; Duran y Henriquez, 2009; Arango
y Diaz, 2010), debido a que tienen una composicion heterogénea que puede
ser velozmente metabolizada por el tracto digestivo de la lombriz. Por su
parte, Acosta-Duran et al. (2013), sugieren que los sustratos destinados a la
alimentacion de Eisenia deben pasar por un previo composteo, ya que de no
ser asi los potenciales agentes toxicos como el amonio, taninos y ciertas
sales provocarian afectaciones en el eséfago del anélido. Shahmansouri et
al. (2005) y Loza (2007) manifiestan que E. andrei tiene la capacidad de
bioacumular en sus tejidos metales pesados, agroquimicos y otros tipos de
contaminantes que, facilmente, por la utilidad de este organismo, podrian
llegar a la poblacion humana, ocasionando un sinfin de patologias severas;
por ello la necesidad de plantear nuevas alternativas alimentarias.

Las microalgas han sido empleadas como alimento para humanos
desde tiempos prehistéricos y todavia en la actualidad juegan un papel
prominente en la cultura gastronémica de muchos paises, especialmente de
origen asiatico. Uno de los grupos mas representativos e importantes a nivel
de consumo, son las Cianobacterias (anteriormente conocidas como algas
verde-azules), ademas la importancia evolutiva de estas microalgas es
invaluable, pues gracia a éstas, la atmodsfera actual es rica en oxigeno, ya
que fueron los primeros en desarrollar la fotosintesis, lo cual dio pie a la

evolucion de especies dependientes de oxigeno (Belay, 2008).



El término “espirulina” ha sido aplicado para referirse indistintamente a
dos géneros de cianobacterias, Arthrospira y Spirulina; sin embargo, a partir
de 1989 se incluyen todas las especies de espirulina en el género
Arthrospira, siendo las especies de mayor importancia comercial A. platensis
y A. maxima, ya que son cultivadas y comercializadas para la elaboracion de
muchos productos de valor nutracéutico (Ramirez-Moreno y Olvera-Ramirez,
2006). Arthrospira maxima Setchell y Gardner 1917, asi como el resto de las
especies pertenecientes a dicho género, esta incluida en la Division
Cianophyta, Clase Cyanophyceae y Orden Oscillatoriales. Es una
agregacion filamentosa, multicelular, de aspecto helicoidal, con una longitud
aproximada de 200-250 pum (De Lara et al., 2005) y ancho de 3 a 12 pmy
hasta los 16 um (Ciferri, 1983; Tomaselli, 1997); no obstante; muchas de sus
caracteristicas morfolégicas dependen en gran medida de las condiciones
ambientales, particularmente de la temperatura (Ramirez-Moreno y Olvera-
Ramirez, 2006).

Asimismo, en ocasiones la relacionan con las bacterias gram
negativas, puesto que posee una membrana plasmatica rodeada por una
pared o cubierta celular, aunque gruesa constituida principalmente por
peptidoglucano y mucopolisacaridos; aunque, presenta pigmentos como
clorofila a y ficocianina, que le proporcionan su color caracteristico y las
asocia intimamente con las algas eucariotas (Sanchez et al.,, 2003). Su
reproduccion es asexual, mediante fision binaria, donde cada ejemplar es
capaz de generar dos microorganismos idénticos en un plazo de siete horas,
bajo condiciones Optimas en su ambiente natural, lo cual permitiria generar
tedricamente unos 15.000 kg/ha anuales de material seco, rendimiento que
con biotecnologias eficientes y apropiadas pudiera mejorar (Ponce, 2013).

Uno de los primeros reportes del consumo de espirulina data del afio
1521 por las poblaciones antiguas de la Cuidad de México (Tenochtitlan).
(Shamosh, 2009). En ciertas épocas del afio, los aztecas recolectaban de la
superficie del Valle mexicano con ayuda de una red una pelicula de color
azul, a la cual le dieron el nombre de “tecuitlat” (excremento de piedra); este

material lo colocaban sobre el suelo para secarlo y una vez seco le daban
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forma de torta que utilizaban para condimentar el maiz y como acompafiante
de las tortillas (Sanchez et al., 2003). El “tecuitlat” quedd en el olvido hasta
1940 cuando un ficologo francés lo redescubrié en Africa central en el lago
Chad donde los habitantes del pueblo Kanem lo llamaban “dihé”, siendo
usado en ese entonces para la elaboracion de galletas y bizcochos; estudios
posteriores confirmaron que estos productos alimenticios contenian
realmente Spirulina platensis (actualmente Arthrospira platensis) (Cardenas
et al., 2010).

La mayoria de las especies del género Arthrospira son adaptables a
una amplia diversidad de ambientes. Se han encontrado habitando cuerpos
de aguas alcalinas, donde proliferan de forma masiva; pero, también algunas
se encuentran presentes en cuerpos de agua dulce como rios, manantiales y
estanques (Cardenas et al., 2010). Aunque hasta ahora no hay reportes para
el ambiente marino, con un adecuado suplemento de HCOj3; (bicarbonato),
Na (sodio) y K (potasio), en conjunto con salinidad y pH propicio, las
especies de Arthrospira pueden ser altamente productivas en agua de mar
(Vonshak, 1997).

A. maxima es una microalga con una alta productividad; sin embargo,
esta determinada por factores como el pH del medio, la disponibilidad y
concentracion de nutrientes, la intensidad y el tipo de luz, la temperatura y la
contaminacion o la depredacién por otros organismos (Malgas, 2013). La
disponibilidad de luz es el principal factor de los cultivos fotoautoétrofos, pero
lo recomendable es que sea en fotoperiodos de 12 horas, puesto que en
cada periodo se generan reacciones bioquimicas particulares: el dia o la luz,
ademas de favorecer la fotosintesis promueve la sintesis ATP y NADPH; en
cambio, la oscuridad, favorece la asimilacion de diéxido de carbono (CO,) a
través del ciclo de Calvin, lo que permite la produccion de glucégeno como el
principal material de reserva de las células (Céardenas et al., 2010).

Por su parte, la aplicacion constante de agitacion en el cultivo facilita
la eficiencia en el transporte, impidiendo la sedimentacién de la microalga y
su adherencia a las paredes del reactor o estanque, homogeniza el pH y

asegura la distribucion de los gases y de la luz. Con una correcta agitacion



se somete a las algas a ciclos rapidos de mezclado, en los que en cuestiéon
de milisegundos pasan de una zona oscura a una zona iluminada (Malgas,
2013). Otros factores a considerar en el crecimiento son la temperatura y pH
del medio nutritivo, puesto que influye en los coeficiente de velocidad de las
reacciones biosintéticas; la temperatura entre los 25 a 37 °C y pH de 8,5 a
10,5 (Pedraza, 1989).

Al igual que todos los seres vivos, las microalgas necesitan de
nutrientes y elementos esenciales; la ausencia de alguno de estos
elementos: Carbono (C), Hidrégeno (H), Nitrégeno (N), Fésforo (P) U
Oxigeno (O) ocasionaria la detencién de su multiplicacion y crecimiento
(Rojas et al., 2012). Ademaés, aniones como el fosfato (PO™), sulfuro (SO),
cloruro (CI) y cationes sédico (Na*), potasico (K*), magnésico (Mg*?) y
célcico (Ca*?), son vitales en el medio de cultivo, ya que son requeridos en
funciones estructurales y metabdlicas. Los microelementos como hierro (Fe),
boro (B), cobre (Cu), manganesio (Mn), zinc (Zn), vanadio (V), selenio (Se),
cobalto (Co) y molibdeno (Mo) son también indispensables por su funcion de
catalizadores o reguladores en las distintas reacciones enzimaticas
(Sanchez et al., 2003).

El interés por A. maxima radica principalmente en su alto contenido de
macro y micronutrientes de alta digestibilidad, donde se incluyen proteinas
(60-70 %), carbohidratos (15-25 %), acidos grasos esenciales (18 %),
vitaminas del complejo B (Bi, Bz, Bs, Bs B7 Bg Biz), a-tecoferol (E),
provitamina A o B-caroteno y minerales como el hierro, calcio, zinc, cobre y
germanio (Sanchez et al., 2003). Se caracteriza ademas por estar libre de
agentes toxicos y poseer propiedades y/o actividad antitumoral, antiviral,
antibacterial y antioxidante. Se ha demostrado que incrementa el
rendimiento de los atletas, mejora el apetito, combate enfermedades
cardiovasculares y es un buen regulador contra la hiperglicemia e
hiperlipidemia (Belay, 2002; Chamorro et al., 2002). Estas propiedades
llevaron a su declaracion en Roma por parte de la Organizacion de las

Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura (FAO) en 1974 como “El



mejor alimento para el futuro”, pudiendo solventar problemas de
alimentacion global (IIMSAM, 2010).

Actualmente A. maxima también es empleada en la acuicultura en la
alimentacion de adultos y de las diferentes etapas larvarias de peces,
moluscos y crustaceos (De Lara et al., 2005; Rincén et al., 2012), e inclusive,
investigaciones recientes la sugieren como alternativa suplementaria en
especies de caracter pecuario como aves, rumiantes (bovino y ovino),
cerdos y conejos (Henrikson, 2009, Holman y Malau-Aduli, 2012; Bacha,
2015). No obstante, hasta la fecha no se conoce su uso en la alimentacion
de anélidos y dada la importancia de E. andrei, en la agricultura, ganaderia
piscicultura y alimentacion animal se propone explorar el potencial de la
espirulina (A. maxima) como suplemento dietético alternativo para la lombriz

roja californiana criada en cautiverio.



METODOLOGIA

Para llevar a cabo esta investigacion se implementaron las
metodologias descrita a continuacion:

Cultivos y mantenimiento de los organismos objeto de estudio

Lombriz roja califoriana (Eisenia andrei):

Los ejemplares de E. andrei empleados en esta investigacion fueron
donados por una agrupacion agroecologica dedicada a la lombricultura
(“Lombricum”), ubicada en el sector Alejandria, calle Las Lucias, parcela 1,
via al vivero “Lolé”, Cumana estado Sucre, a 10° 26°32"° N y 64° 09'14°°0
(Figura 1). Originalmente, estos lombricarios se establecieron con
poblaciones de E. andrei provenientes de cuatro fuentes diferentes: 1)
Instituto Nacional de Capacitacion y Educacion Socialista (INCES) en
Tunapuy, municipio Libertador del estado Sucre, Venezuela; 2) Cooperativa
agroecoldgica “Pedro Camejo”, ubicada en el estado Yaracuy, Venezuela; 3)
planta municipal de lombricultura de Teocelo, estado de Veracruz, México y
4) Finca “La Zafira”, provincia de Buenos Aires, Argentina, todas ellas con

certificacion sanitaria y confirmacion de identidad.
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Figura 1. Ubicacion de la agrupacion biotecnolégica “Lombricum” (recuadro

blanco) de donde proceden los ejemplares de Eisenia andrei. Imagen satelital
captada a través del programa Google Earth Pro.



Previo a la aplicacion de los tratamientos con espirulina se
estimularon a los de anélidos con una dieta para promover el crecimiento y
formacion de clitelo. Durante dos meses se aplicé una alimentacion a base
de tres residuos organicos, siendo el de mayor volumen el bagazo de cafa
de azlcar, recolectado en los trapiches de la Urbanizacion Barrio Sucre
(Cumand, estado Sucre). EI mismo antes de ser utilizado como fuente de
alimento de las lombrices era previamente secado por exposicion directa al
sol y triturado en una cortadora de pasto modelo B-616 con 3600 rpm, la
cual generaba virutas de 1-50 mm. Semanalmente, 50 | de este material fue
esparcido uniformemente en la superficie de los lombricarios originales de
1,8x1,2x0,5 m y 10.000 lombrices/m*® (Figura 2). La segunda entrada de
alimento estuvo representada por una mezcla de 3,5 | de gallinaza
procedente de la granja “Ovopalomo” (Cumana, estado Sucre) y 19 | de
agua, dejando reposar por 30 minutos y luego vertida sobre la capa de
bagazo de cafia de azucar. La tercera y ultima fuente de alimentacion fue
una suspension de lixiviados frescos de color café (80 | de aplicaciéon
interdiaria), provenientes de la degradacion inmediata de “materiales verdes”
como malezas tipicas de la zona (generalmente verdolaga y pira), residuos

domésticos y restos de Moringa oleifera (moringa).

-

Figura 2. Lombricarios originales de Eisenia andrei con aplicacion de la dieta
preliminar a base de bagazo de cafia de azucar, gallinaza y lixiviados de
restos horticolas.
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Espirulina (Arthrospira maxima):

Se empled una cepa de Arthrospira maxima suministrada por el
laboratorio “Algae Research supply” (Florida, EE.UU.) mantenida bajo
registro AM-ARS-001 en el laboratorio de Genética Vegetal, Departamento
de Biologia de la Universidad de Oriente. Para esta investigacion una
muestra de estas cianobacterias fueron cultivadas en un estanque de 40 |,
mantenido en un espacio cerrado con ambiente de laboratorio (25+1,2 °C),
con entrada de luz natural indirecta y complementada con tres bombillas
fluorescentes (Philips, TL 20W/54 T) para iluminacion integral de 3000 a
5000 lux (segun luxémetro Tondaj LX-1010B). Un temporizador (“General
Electric’, modelo 15076) controlaba la iluminacion artificial desde las 6:00
a.m. hasta las 6:00 p.m. El aireado constante (8 I/min) se logré con ayuda de
una bomba de pecera (“Power Plus”, p-500). Simultdneamente, se mantuvo
un cultivo intermediario, en un recipiente de 5 I, que fue utilizado para
reponer el estanque de capacidad mayor a medida que se fue cosechando el
medio con espirulina.

El cultivo de A. maxima se realizé en el medio nutritivo desarrollado
por Zarrouk (1966), con ciertas modificaciones en el suministro de nitrogeno
y microelementos, las cuales fueron previamente estandarizadas en cultivos
locales de esta microalga y que fueron evaluadas posteriormente en
condiciones de laboratorio. Luego de pesar las sales (grado analitico) en una
balanza de alta precisién (0,0001g, marca Ohaus, PA214) fueron agregadas
bajo agitacion constante, siguiendo el orden de aplicacion y en las siguientes
proporciones en un 1 | de agua destilada: agente quelante (Na,EDTA.2H-0,
0,11 g/l), bicarbonato de sodio (NaHCOgj, 17 g/l), fosfato de potasio
(K2HPOy4, 0,5 g/l), urea (CO(NH>),, 0,9 g/l), sulfato de potasio (K2SOg4, 1 g/l),
cloruro de sodio (NaCl, 1g/l), sulfato de magnesio (MgS0O,4.7H,0, 0,2 g/l),
cloruro de calcio (CaCl,.2H,0, 0,04 g/l) y solucion comercial “micro-combi”
(Sutton’s Agroquimicos, C.A.) de microelementos quelatados (Mn, Fe, Cu,
Zn, Bo, Mo, 1 g/l) (Figura 3), luego se complet6 hasta los 5 | de solucion y se

mantuvo almacenado en refrigeracion hasta su uso.
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Figura 3. Sales y componentes utilizados en el medio nutritivo Zarrouk

(1966) con modificaciones propias en sus cantidades respectivas. Se muestran
las sales: agente quelante (Na,EDTA.2H,0 0,11 g/l), bicarbonato de sodio (NaHCO;17 g/l),
fosfato de potasio (K,HPO,, 0,5 g/l), Urea (0,9 g/l), sulfato de potasio (K,SO,, 1 g/l), cloruro

de sodio (NaCl, 1 g/l), sulfato de magnesio (MgS0,.7H,0, 0,2 g/l), cloruro de calcio
(CaCl,.2H,0, 0,04 g/l).

Disefio de los ensayos experimentales

Se emplearon dos fases experimentales. La primera consistio en un
disefio factorial de 3x2x2, combinando tres sustancias, dos dosis y dos
frecuencias de aplicacién, con tres repeticiones para hacer un total de 36
unidades experimentales, representadas por 36 contenedores de aluminio
(25x14x7 cm) que contenian a 50 lombrices incluidas en 970 ml de una
mezcla 1:1 de sustrato original donde existian las lombrices y aserrin de
coco lavado, suministrado éste ultimo por la empresa Deshidratadora del
Caribe, S.R.L. (Tabla 1). Las dosis se calcularon como ml de la sustancia por
cada litro de sustrato del lombricario. Estas bandejas fueron dispuestas
sobre una estructura plana a 80 cm de altura con respecto al piso en el
Laboratorio de Genética Vegetal (Figura 4).

Las soluciones experimentales (Figura 5) se aplicaron
cuidadosamente con una jeringa de 60 ml de capacidad sobre la superficie
de cada replica, los percolados se recogieron en una bandeja de poliestireno
que posteriormente eran vaciadas nuevamente en los lombricarios
respetivos en caso de restablecer la humedad. La duracion de este
experimento fue de 120 dias (aproximadamente 4 meses).
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Tabla 1. Combinacion de tratamientos con agua y suspensiones de
Arthrospira maxima sobre lombricarios experimentales de Eisenia andrei.

Soluciones Volumen Frecuencia
(ml/n) (dias)
Agua destilada 50 5
Agua destilada 50 10
Agua destilada 100 5
Agua destilada 100 10
A. maxima en medio nutritivo 50 5
A. maxima en medio nutritivo 50 10
A. maxima en medio nutritivo 100 5
A. maxima en medio nutritivo 100 10
A. maxima en agua destilada 50 5
A. maxima en agua destilada 50 10
A. maxima en agua destilada 100 5
A. maxima en agua destilada 100 10

Qs
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Figura 4. Disposicion de los lombricarios experimentales de Eisenia andrei

durante el primer ensayo con suspensiones de Arthrospira maxima. 12
tratamientos (3x2x2) con tres repeticiones.
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Figura 5. Soluciones aplicadas en los diferentes lombricarios experimentales

de Eisenia andrei. a: suspension de Arthrospira maxima en su medio de cultivo, b: A.
maxima filtrada y resuspendida en agua destilada, c: solo agua destilada.

La separacion por filtrado de A. maxima con respecto a su medio de
cultivo, a fin de aplicarla bajo suspension en agua, requirié estandarizacion,
para ello, se ensayo con diferentes tamices de 25-60 um, sistema de vacio y
condiciones estériles. Debido a la falta de un equipo especializado de
aislamiento con “grado alimenticio”, fue necesario el desarrollo de un sistema
practico basado en el método de filtracion al vacio.

El disefio de este sistema consistia en una doble malla-filtro de nilon
con un diametro de poro de 10-12 ym, un matraz kitasato de 250 ml, un
embudo de ceramica, un conector plastico y, como poder de succién, una
jeringa de 60 ml (Figura 6). La biomasa fresca depositada en la doble malla-
filtro fue entonces resuspendida en agua destilada y neutralizada con HCI
para su aplicaciéon (Figura 7).

En cambio, para la aplicacion en su forma directa, es decir, inmersa
en el medio de cultivo Zarrouk (1966) modificado, se tomé un volumen de
500 6 1000 ml (dependiendo de la frecuencia de aplicacion), y
seguidamente, fue neutralizado con acido clorhidrico para evitar los posibles
efectos adversos que pudiera generar la elevada alcalinidad del medio (pH
11,6) sobre los ejemplares de E. andrei.
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Figura 6. Sistema de filtracion al vacio para la separacion de la biomasa de
Arthrospira maxima desarrollado en el laboratorio. E: embudo de porcelana; Q:

matraz kitasato; F: filtro malla doble de nilon; C: conector de plastico; S: poder de succion
(jeringa de 60 ml). Todos los materiales con “grado alimenticio”.

Figura 7. Suspensiones de Arthrospira maxima recién neutralizadas para su

aplicacién a los lombricarios experimentales de Eisenia andrei. a: espirulina en
su medio de cultivo Zarrouk (1966) modificado. b: espirulina separada de su medio de
cultivo mediante filtracién y luego resuspendida en agua destilada.

Debido a que los resultados obtenidos en el primer ensayo estuvieron
influenciados no sélo por la dotacion de las suspensiones de espirulina, sino
también por factores relacionados con el medio de cultivo, se plante6

entonces ensayar con espirulina en su forma de polvo, ademas la humedad
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constantemente fue monitoreada y controlada como se detalla a
continuacion.

En el segundo ensayo se aplicaron tratamientos de A. maxima en
forma solida. Este experimento estuvo constituido por 12 unidades
experimentales (Figura 8) y tuvo una duracion de 75 dias. Se utiliz6 un total
de 300 lombrices (E. andrei), distribuidas en grupos de 25 dentro de
recipientes de jardineria (materos de 1 gal), previamente perforados en la
parte inferior; ademas cada recipiente contenia 500 ml de sustrato original.
Para mantener la humedad adecuada los lombricarios experimentales fueron
regados con 100 ml de agua destilada cada 2 o 3 dia, dependiendo de las

condiciones del sustrato y evitando el lavado por lixiviacion.

-8
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Figura 8. Lombricarios experimentales de Eisenia andrei para la evaluacion
de tratamientos solidos de Arthrospira maxima.

La aplicacién de los diferentes tratamientos sélidos fue cada dos
semanas. Los tratamientos evaluados consistieron en espirulina (A. maxima)
en polvo en cuatro dosis (0, baja, media y alta) (Tabla 2) (Figura 9). Para

ello, la espirulina primero fue filtrada, lavada, prensada, secada en horno
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solar artesanal (12 h, 39-48 °C) y finalmente pulverizada con ayuda de un
mortero de porcelana.

Tabla 2. Tratamientos con polvo de Arthrospira maxima aplicados sobre los
lombricarios experimentales de Eisenia andrei.

Tratamientos Cantidad
(polvo de espirulina) (@)
Sin espirulina 0
Dosis baja 0,5
Dosis media 15
Dosis alta 2,5

Figura 9. Material solido pulverizado de Arthrospira maxima aplicado en los

lombricarios experimentales de Eisenia andrei en el segundo ensayo. a: dosis
alta (2,5 g); b: dosis media (1,5 g) y c: dosis baja (0,5 g). Barra =5 mm.

Variables evaluadas

La sobrevivencia de las lombrices y los atributos morfométricos (peso,
longitud, diametro) se monitorearon cada 30 dias para los tratamientos
liguidos (suspensiones) de espirulina; mientras que para aplicacion de
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espirulina en polvo se efectuaba cada dos semanas. En ambos casos, se
colectaron aleatoriamente 10 lombrices, se les retiré la mayor cantidad de
sustrato adherido a sus cuerpos y se fotografiaron con camara digital (Sony,
“Cyber Shot” 7,2 MP) dentro de capsula de Petri. Las imagenes se
analizaron con el programa “SigmaScan Pro 5” para determinar la longitud y
diametro corporal. El peso se determiné en una balanza de precision
(“Denver Instrument” XL-410D, 0,001 g); mientras que el color fue estimado
segun la carta de colores de Prismacolor.

Para determinar la calidad reproductiva de las lombrices alimentadas
con las distintas dietas objeto de estudio, al final del ensayo, cuarto mes
para los tratamientos liquidos y segundo mes para los tratamientos soélidos,
se procedi6 a contar el numero de capullos, lombrices recientemente
emergidas, lombrices juveniles, lombrices adultas cliteladas y no cliteladas
en cada lombricario experimental.

La determinacién de la productividad del cultivo de A. maxima se
efectud bajo un procedimiento de filtracion al vacio, utilizando un sistema
propio. Inicialmente, la malla-filtro utilizada para la cosecha de la biomasa
fresca fue pesada en una balanza analitica de alta precision (0,0001g, marca
Ohaus, PA214), seguidamente se ejecuté el proceso de filtracion y
posteriormente la biomasa fresca retenida fue secada a peso constante en
una estufa a 60 °C durante 48 horas y nuevamente pesada, para finalmente
hacer una relacién utilizando la siguiente férmula:

Productividad = Biomasaseca — P€SOinicial del filtro

Analisis estadistico

Los datos correspondientes a las variables cuantitativas fueron
procesados mediante un andlisis de varianza multifactorial y simple
(ANOVA) en los casos pertinentes. Para aquellas variables que mostraron
diferencias significativas se les aplico la prueba a posteriori DMS (diferencia
minima significativa). Todas las pruebas estadisticas se efectuaron con

a=0,05, empleando el programa estadistico Statgraphics Centurion XVII.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Protocolos de crianza y cultivo de los organismos objeto de estudio

Los ejemplares de Eisenia andrei empleados en esta investigacion
mostraron rasgos corporales caracteristicos de su especie segun
Dominguez y Pérez-Losada (2010), que indicaban condiciones adecuadas
de vigor, reproduccién y estado sanitario, posiblemente asociadas a un
apropiado régimen alimenticio y una suficiente diversidad genética lograda
por las diferentes fuentes de poblaciones que integraron originalmente a
estos lombricarios. En organismos bajo cautiverio es importante considerar
la degeneracion por endogamia, razon por la cual resulta conveniente
establecer poblaciones fundadoras de base genética amplia y lo menos
emparentadas posible, buscando ademas mejorar la adaptabilidad a los
cambios ambientales naturales o provocados por las actividades humanas
(Pifiero et al., 2008).

Aspectos visuales como la alta proliferacion de E. andrei y el
desarrollo de sus estructuras reproductivas (clitelos) son claves para estimar
la calidad de la materia prima destinada como entrada de alimentacion a los
lombricarios, y por ende, del sustrato donde estos anélidos son criados. Se
puede deducir entonces que la fuente de alimentacion preliminar a base de
bagazo de cafia de azucar, gallinaza y lixiviados frescos de restos horticolas,
resultd propicia para estos organismos, generandose un gran numero de
lombrices por area, en su mayoria turgentes y con clitelos totalmente visibles
y desarrollados (Figura 10). Esta respuesta debe ser una consecuencia del
suministro de una biomasa equilibrada en la relaciobn carbono:nitrégeno
(C:N) y otras condiciones fisico-quimicas de los materiales suministrados.

Santamaria-Romero y Ferrera—Cerrato (2002) manifestaron que una
relacion C:N por debajo de 10:1 pudiera generar problemas fisioldgicos
como el llamado “sindrome proteico”, un tipo de intoxicacion que se produce
cuando la alimentacion estd basada en biomasa rica en nitrogeno,
ocasionando una inflamacién que conlleva a la muerte; en cambio, cuando la

fuente de alimentacion tiene un bajo contenido de nitrégeno, y por ende, una
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elevada relacién C:N (por encima de 40:1), el proceso de reproduccién de

las lombrices se ve afectado negativamente.

Figura 10. Evaluacion de las lombrices (Eisenia andrei) luego de la
alimentacion preliminar con biomasa a base de bagazo de cafa de azucar,
gallinaza y lixiviados frescos de restos horticolas. La flecha indica clitelo.

En esta investigacion, el bagazo de cafia de azucar no sélo sirvid
como fuente principal de carbono para establecer la relacion C:N en
aproximadamente 25:1, junto con la gallinaza y los lixiviados frescos (ricos
en nitr6geno), sino que también actué como material estructurante de
excelente calidad, aportando moléculas de celulosa de mayor degradabilidad
gue otras fuentes de carbono mas resistentes como las virutas de madera,
ricas en lignina o suberina, y que pueden resultar adversas para los anélidos
o ralentizar el proceso de vermicomposte (Vargas-Machuca et al., 2008). La
mezcla de estos materiales fue suficiente también para proporcionar la

debida porosidad, retencion de humedad, pH y oferta de elementos
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esenciales para el normal desarrollo de E. andrei y de sus microorganismos
simbiontes.

Por otra parte, las microalgas han sido estudiadas y cultivadas
intensivamente en los ultimos 50 afios en paises como Estados Unidos,
Japodn, India, China e Israel, siendo una de las especies mas explotadas la
Arthrospira maxima, no soélo para la produccion de alimentos para animales,
incluyendo el ser humano, sino también para las industrias farmacéutica y
cosmetoldgica, para el tratamiento de las aguas residuales y generacion de
biocombustibles (Martinez, 2011). Actualmente, los sistemas de cultivos han
sido perfeccionados gracias al auge tecnoldgico y cientifico que caracteriza
el siglo XXI; sin embargo, la eleccion correcta de éste depende
exclusivamente de las caracteristicas y requerimiento de cada especie, asi
como del estado financiero del productor (Martinez-Garcia, 2008).

En este trabajo, el cultivo de A. maxima se llevo a cabo en
contenedores circulares de 5 |, utilizando el medio nutritivo desarrollado por
Zarrouk (1966), con ciertas modificaciones en el suministro de
microelementos y nitrdgeno, empleando la formulacion agricola “micro-
combi” con los microelementos quelatados (Mn, Fe, Cu, Zn, Bo y Mo) y urea
agricola a cambio de nitrato de sodio, respectivamente.

Aungue existan otros medios de cultivo como el SSM (medio salino de
mar); el medio Zarrouk es el mas usado en la produccién de espirulina, tanto
a nivel de laboratorio como industrial, pues le brinda a este microorganismo
todos los macro y microelementos requeridos para su existencia y
multiplicacion (Sénchez et al., 2003). En reiteradas investigaciones se
plantea que la alta alcalinidad de este medio, ademas de promover y facilitar
su rapida proliferacion, constituye una excelente barrera selectiva que limita
el crecimiento de microorganismos contaminantes (Rodriguez y Triana,
2006), destacando asi que los cambios realizados al medio Zarrouk original
no tuvieron incidencia negativa sobre la alcalinidad del mismo, pues se
obtuvo un pH de 11,6; lo que permite inferir que dichas modificaciones
pueden ser aplicables con total confiabilidad a posteriori en cultivos

extensivos. Generalmente, este tipo de medio de cultivo utiliza un agente
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quelante (Na,EDTA.2H,0), puesto que se ha demostrado que aumenta la
solubilidad de los iones metalicos, permitiendo asi que estén disponibles
como nutrientes para A. maxima (Sanchez et al., 2003).

Cérdenas et al. (2010) advirtieron que muchos filamentos de A.
maxima pueden ser destruidos por fotolisis al ser expuestos a una excesiva
y prolongada iluminacién, por lo que nace la necesidad de establecer
periodos de tiempo de 12x12, es decir, 12 horas de iluminacién (3000-5000
lux) y 12 horas de oscuridad, razén por la cual se emple6é un temporizador
que sincronizara el encendido del circuito de luces complementarias a las
6:00 a.m. y lo apagara a las 6:00 p.m. Ademas, partiendo de lo expresado
por Jourdan (2011) en cuanto al mantenimiento de aireacion y agitacion, se
incorpor6 un sistema basico que constaba de una bomba o compresor de
acuarios, con una capacidad de 8 I/min y como dispersor del aire una
manguera plastica directa. De esta manera el cultivo experimental de A.
maxima se mantuvo aireado y homogenizado, evitando la acumulacion de
agregados celulares en la superficie y paredes del contenedor, permitiendo

de esta manera una eficiente entrada de iluminacion al cultivo (Figura 11).

Figura 11. Sistema desarrollado para el cultivo experimental de Arthrospira

maxima. a: contenedor inicial de 40 I. b: contenedores de 5 | con cultivo de la espirulina, c:
circuito de luz artificial (bombillas de 20 W), d: temporizador (6:00 a.m.-6:00 p.m.), e:
sistema de agitacion y aireacion, f: luxdmetro, indicando lectura de 3070 lux.
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Actualmente son numerosas las formas de constatar que las
condiciones y/o métodos desarrollados sobre un cultivo fueron idoneos para
su crecimiento; las mas certificada y propicias son las de caracter cientifico,
como la determinacion de la densidad y productividad en biomasa. Sin
embargo, existen otras mas sencillas y practicas como las caracteristicas
palpables o visuales; en este sentido, se puede presumir que las condiciones
aplicadas en relacion a temperatura, nutricion, iluminacion y agitacion fueron
ideales para el rapido crecimiento de A. maxima, ya que se aprecié una
coloracion verde-azulada intensa, teniendo en cuenta que la coloracion es

proporcional a la densidad y crecimiento del cultivo (Figura 12).
T 2%

Figura 12. Cultivo experimental de Arthospira maxima. Se observa coloracion
verde-azulada y agregados de espirulina en constante agitacion.

Al aplicar un método mas cientifico de determinacion de la biomasa a
través de la filtracion del cultivo experimental de A. maxima con malla de
nilbn (10 um), se confirmé que el sistema desarrollado presenté una
productividad de 0,267 = 0,019 g de polvo seco de espirulina por cada litro
de medio de cultivo. Esta concentracion se sitia dentro del rango que
acredita a medios de cultivo aptos para la produccién comercial de
espirulina, permitiendo reafirmar que las modificaciones realizadas en la
solucién nutritiva de Zarrouk no perjudicaron bajo ninguna circunstancia el
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crecimiento y multiplicacion de las microalgas; no obstante, resultd inferior a
lo reportado por Rojas et al. (2012) y Hurachi-Olivera et al. (2014).
Posiblemente esta diferencia esté influenciada por el volumen de cultivo, la
fotoinhibicion o factores no controlados como la evaporacion del medio
liquido nutritivo, pues se estima que en los cultivos llevados a cabo en
sistemas abiertos o semi-cerrados, como en el presente caso, tienen
pérdidas de productividad de mas del 25 % (Vonshak y Guy, 1992).

Otro aspecto a destacar fue la observacion morfologica de los
filamentos o agregados celulares de A. maxima, detallandose formas tipicas
en espirales con 5 a 6 espiras y segmentos totalmente rectos, de color
verde-azulado (Figura 13), coincidiendo con los caracteres mencionados por
Hurachi-Olivera et al. (2014).

B

Figura 13. Agregados de Arthrospira maxima en cultivo experimental. Se
observan filamentos rectos (flechas blancas) y en espiral (flechas negras). Barra = 50 um.

La aparicion de filamentos rectos esta relacionada con los efectos de
la radiacion ultravioleta (UV). Fox (1996) manifiesta que estos pueden ser
transformados a formas espirales cuando se les aplica condiciones de alta

luz y radiacion UV directa. Wu et al. (2005) sugirieron que existen diferentes
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escalas de adaptacién y aclimatacién de la espirulina, pues cuando las
células son expuestas a periodos cortos de radiacion UV (dias), los
agregados celulares adquieren formas rectas; sin embargo, a escalas de
tiempo mas largas (afos, décadas), la adaptacion a la radiacion UV puede
producir cambios en la estructura de una hélice més bien alargada a una
hélice muy comprimida (usualmente observada en fuentes naturales como

lagos y lagunas).
Manejo de las suspensiones de Arthrospira maxima

Los grandes productores de biomasa de A. maxima sefialan que su
separacion del medio nutritivo es la etapa mas compleja y determinante en la
economia y balance energético del proceso. De hecho, la seleccion
adecuada del método de aprovechamiento o cosecha puede disminuir el
costo total de produccion entre un 20-30 % (Acién et al., 2013). Ademas de
la filtracion, métodos alternativos de recuperacion o cosecha de la espirulina
son la centrifugacién, sedimentacion por gravedad, flotacion y floculacion
(Grima et al., 2003; Chen et al., 2011; Harun et al., 2010; Flotats et al., 2012)
y su eleccion depende en gran medida de las caracteristicas de las
microalgas, especialmente de su tamafio, densidad de cultivo y valor de los
productos finales deseados.

Se ha demostrado que el método de filtracion es uno de los mas
empleados y competitivos por su simplicidad en construccion y funcion,
ademas por su bajo costos de inversién (Chen et al., 2011). Existen muchos
modos de filtracion como sin salida, microfiltracion, a presion, ultrafiltracion,
de flujo tangencial y al vacio. En general, este método implica pasar o hacer
fluir una suspension con microalgas a través de filtros en los cuales se ird
acumulando la microalga, formando una capa pastosa que luego es
prensada (Harun et al., 2010).

Asimismo, se ha reconocido que los métodos de filtracion, bien sea en
su modalidad de presion o al vacio, son eficientes para concentrar
microalgas que se consideren de gran tamafio como Coelastrum
proboscideum y Arthrospira; no asi para aquellas que se aproximan a las

dimensiones bacterianas, por ejemplo, Scenedesmus, Dunaliella y Chlorella
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(Grima et al., 2003). En este sentido, la implementacién del método de
filtracion al vacio, utilizando un doble filtro textil y la suficiente succion
aplicada por la jeringa de 60 ml, resulté eficiente para la recuperacion de
biomasa fresca, conociendo que A. maxima puede llegar a alcanzar
agregaciones filiformes de hasta 200 um de longitud (De Lara et al., 2005).
No obstante, este método puede presentar ciertos inconvenientes como la
disminucién del flujo de permeabilidad por la sobresaturacion o la aparicion
del “fouling” o acumulacion de una sustancia mucilaginosa que aumenta la
resistencia a la filtracion, puesto que obstruye los poros del filtro,
conllevando a la necesidad de reemplazarlos periodicamente (Gaitero-
Alvarez et al., 2012).

Resultados con suspensiones de espirulina
Aspectos morfométricos y color de Eisenia andrei

El nimero de lombrices registrado durante los cuatro meses de
evaluacion fue disminuyendo paulatinamente, evidencidndose valores
inferiores a las 50 lombrices iniciales (cantidad derivada de la relacion del
namero ideal de lombrices por metro cubico de sustrato). El andlisis de
varianza (ANOVA) multifactorial detalla que las fuentes de variacion (medios
liquidos, volumenes y frecuencias de aplicacion) interaccionaron
significativamente (F- cal.=5,40*; 8,80*; 15,13* y 29,96* p<0,05) sobre el
namero de lombrices sobrevivientes durante los cuatro meses de evaluacion.
Aparentemente, la suspension de A. maxima con su medio nutritivo (SM)
resulto contraindicada para la sobrevivencia de E. andrei, especialmente
cuando se suministra a los lombricarios experimentales en mayor volumen
(100 ml) y con mayor frecuencia (cada cinco dias). La accién prolongada de
este tratamiento se hace letal a partir del segundo mes, sin importar el
volumen y la frecuencia de aplicacion (Figura 14). El suministro de la
espirulina separada de su medio de cultivo resulté con el promedio mas alto
de sobrevivencia de las lombrices, aunque estadisticamente similares al

control (solo con agua destilada) en todos los meses de evaluacion.
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Figura 14. Nomero de lombrices (Eisenia andrei) presente en unidades
experimentales suplementadas con diferentes medios liquidos, volumenes y
frecuencias de aplicacién durante cuatro meses de estudio. Letras desiguales

indican promedios estadisticamente diferentes segin prueba de MDS (o= 0,05). A: agua;
S.M: espirulina (Arthrospira maxima) en su medio de cultivo; S.A: espirulina suspendida en
agua; 50: 50 ml; 100: 100 ml; 5: 5 dia; 10: 10 dias. 1: primer mes; 2: segundo mes; 3: tercer
mes y 4: cuarto mes. Promedios de tres repeticiones.

Otro de los aspectos evaluados durante la investigacion fue la
biomasa conjunto de las lombrices sobrevivientes en cada uno de los
tratamientos, se observdé durante el primer mes de evaluaciébn una
disminucién con respecto a las biomasas iniciales (11-16 g), obteniéndose
biomasa totales por debajo de los 10 g (Figura 15). El ANOVA multifactorial
manifiesta una interaccion entre los medios liquidos y los volumenes
(interaccion significativa, F-cal=18,98* p<0,05) sobre el peso de las
lombrices sobrevivientes. La solucion de A. maxima con su medio nutritivo
provoco un efecto negativo sobre la biomasa de las lombrices, mas notable

al aplicar mayor volumen; mientras que la suspension de espirulina separada
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de su medio de cultivo promovi6é el mantenimiento de mayor biomasa en las
lombrices, pero estadisticamente similar al tratamiento con solo agua

destilada.
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Figura 15. Biomasa de las lombrices sobrevivientes (Eisenia andrei) en
unidades experimentales suplementadas con diferentes medios liquidos y

volumenes de aplicacion. Letras desiguales indican promedios estadisticamente
diferentes segun prueba de MDS (a= 0,05). A: agua; S.M: espirulina en su medio de cultivo;
S.A: espirulina suspendida en agua. 50: 50 ml; 100: 100 ml. Promedios de tres repeticiones
y dos frecuencias de aplicacion durante los distintos meses de estudio.

Ademas se encontraron diferencias significativas (F-cal=7,44*,
p<0,05) en la biomasa de las lombrices con respecto a las frecuencias de
aplicacion del alimento evaluado, demostrando el efecto adverso de las
sales acomparfantes en el medio de cultivo de la espirulina sobre las
lombrices cuando se suministran con mayor frecuencia (cada 5 dias). El
promedio de biomasa para esta frecuencia mostré una significativa
inferioridad (6,64 g) en comparacion con el promedio registrado con la

aplicacion de los medios liquidos cada 10 dias (7,72 g) (Figura 16).
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Figura 16. Biomasa de las lombrices (Eisenia andrei) presentes en unidades

bajo dos frecuencias de aplicacion de los medios liquidos. Letras desiguales
indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de MDS (a= 0,05). Promedios
de tres repeticiones, tres medios liquidos y dos voliumenes de aplicacién.

Para el segundo, tercero y cuarto mes se presentaron interacciones
significativas entre las tres fuentes de variacion (F-cal=10,69*; 49,99* y
37,45*, p<0,05), respectivamente, sobre la biomasa de las lombrices. Los
resultados demuestran que la biomasa tiene un descenso conforme
transcurre el tiempo de experimentacion (Figura 17), reiterdndose una vez
mas los efectos negativos de las sales del medio Zarrouk sobre las
lombrices y la inocuidad de la espirulina resuspendida en agua destilada.
También es evidente la necesidad que tienen estos anélidos de los mayores
volumenes y frecuencias de hidratacion, con o sin el suplemento alimenticio

proporcionado por la presencia de la espirulina resuspendida en agua.
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Figura 17. Biomasa de las lombrices (Eisenia andrei) presentes en unidades
experimentales suplementadas con diferentes medios liquidos, volimenes y
frecuencias de aplicacion durante los distintos meses de estudio. Letras
desiguales indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de MDS (a= 0,05).
A: agua; S.M: espirulina en su medio de cultivo; S.A: espirulina suspendida en agua; 50: 50
ml; 100: 100 ml; 5: 5 dias; 10: 10 dias; 2: segundo mes; 3: tercer mes y 4. cuarto mes.
Promedios de tres repeticiones.

Las dimensiones corporales como longitud y diametro de los anélidos
también mostraron sensibilidad a los efectos combinatorios de los factores
evaluados y disminucion a lo largo del tiempo en ambos casos. Se
alcanzaron medidas inferiores a los 50 mm de longitud (Figura 18) y 2,5 mm
de diametro (Figura 19), estando ambas condiciones corporales por debajo
de las medidas sefialadas como estandares o normales (Fuentes, 1987). Se
reflejan tendencias similares a las descritas para el nUmero y biomasa de las
lombrices sobrevivientes, donde la baja frecuencia de hidratacion, con o sin
el suministro de suplemento nutritivo, resulta perjudicial para el desarrollo
corporal de E. andrei y efectos detrimentales al afiadir las suspensiones de

cultivo de espirulina sin separarlas de las sales del medio Zarrouk.
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Figura 18. Longitud de las lombrices (Eisenia andrei) presentes en unidades
experimentales suplementadas con diferentes medios liquidos, volumenes y
frecuencias de aplicacion durante los distintos meses de estudio. Letras

desiguales indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de MDS (a= 0,05).
A: agua; S.M: espirulina en su medio de cultivo; S.A: espirulina suspendida en agua; 50: 50
ml; 100: 100 ml; 5: 5 dias; 10: 10 dias; 1: primer mes; 2: segundo mes; 3: tercer mes y 4:
cuarto mes. Promedios de tres repeticiones.

Al final del experimento, la alta mortalidad de las lombrices tratadas
con la suspensién de espirulina en su medio de cultivo, asi como la
deteriorada biomasa y dimensiones corporales sefialadas de las
aplicaciones de espirulina resuspendida con respecto al tratamiento de solo
agua destilada, deben estar relacionados con los efectos directos de las
sales empleadas para la preparacion del medio nutritivo en el primer caso, y
a los posibles remanentes de solutos aun después de la filtracion y
resuspension de la biomasa fresca de A. maxima. Esta interpretacion se ve
corroborada con las investigaciones realizadas por Santamaria-Romero y

Ferrera-Cerrato (2002), Mamani-Mamani et al. (2012) y Lopez-Jiménez et al.
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(2014), quienes sugieren que la presencia de sales en los medios de crianza
es perjudicial para el desarrollo de las lombrices.
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Figura 19. Diametro de las lombrices (Eisenia andrei) presentes en unidades
experimentales suplementadas con diferentes medios liquidos, volimenes y

frecuencias de aplicacion durante los distintos meses de estudio. Letras
desiguales indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de MDS (a= 0,05).
A: agua; S.M: espirulina en su medio de cultivo; S.A: espirulina suspendida en agua; 50: 50
ml; 100: 100 ml; 5: 5 dias; 10: 10 dias; 1: primer mes; 2: segundo mes; 3: tercer mes y 4:
cuarto mes. Promedio de tres repeticiones.

Mientras mayor sea la frecuencia y volumen de aplicacion de la
suspension rica en sales, la acumulacion de estos solutos se incrementa
considerablemente, puesto que su cuticula corporal es permeable al agua e
iones en disolucion (Lee, 1985), por lo cual altas concentraciones de sales
entran facilmente ocasionando un posible desequilibrio osmaético mortal y
condiciones extremas para la sobrevivencia y mantenimiento de organismos
celomicos (Schuldt, 2006). Al considerar que mas del 60 % del cuerpo de las
lombrices es agua y al exponerlas a un entorno hiperosmotico, es de
esperarse que su humedad corporal se transfiera abruptamente al sustrato.
Tomando en cuenta que el agua se moviliza de una zona de menor

concentracion de soluto a una de mayor concentracion, debe provocar
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entonces la deshidratacion de los organismos, e inclusive, la elevada
concentracion de sales presentes en el medio Zarrouk puede convertirse en
un potente agente toxico, ocasionando serios problemas en el tracto
digestivo de estos animales, deterioro y posterior mortalidad de los
ejemplares.

Por otra parte, la falta de humedad en los lombricarios experimentales
probablemente fue otro de los factores que incidié de manera adversa en el
crecimiento y sobrevivencia de los mencionados invertebrados, pues
algunos sustratos se observaban opacos, secos y al comprimirlos
presentaban un escaso contenido de agua. Estos hechos permiten inferir la
existencia de un precario contenido de humedad en aquellos lombricarios de
menor volumen y frecuencia de hidratacion (Figura 20). Resultados
equivalentes fueron presentados por Morales-Valdés y Calero (2008),
concluyendo efectos detrimentales sobre los anélidos cuando la humedad

del sustrato de crianza se sitla por debajo del 50 % v/v.

Figura 20. Aspecto de los lombricarios de Eisenia andrei suplementados con
diferentes medios liquidos, volumenes y frecuencias de aplicacion a los 110

dias de experimentacion. Flechas indican tratamientos donde se observé escasa
humedad acumulada en el sustrato.
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Para E. andrei es vital que la humedad en el sustrato de crianza esté
alrededor de 75-80 %. Al ser organismos carentes de dientes, esta
hidratacion promueve la fragmentacion de las particulas organicas, y por
ende, la absorcion de las sustancias alimenticias, ademas facilita su
movilidad y respiracién dentro del sustrato donde se desarrollan (Hernandez
et al., 2006). Asimismo, Hernandez et al. (2009) sefialaron que para
garantizar la ganancia y mantenimiento de biomasa en lombrices epigeas
como E. fetida y E. andrei se les debe suministrar alimentos frescos con
regularidad, ya que estas llegan a consumir en 24 horas el 100 % de su peso
corporal, requiriendo asi la entrada peridédica de su material alimenticio. De
este modo, y en base a las observaciones del presente trabajo, se puede
suponer que los riegos e incorporacion de nutrientes (de baja concentracion
de sales) deben realizarse periédicamente a una frecuencia menor o igual a
cada cinco dias.

Otro aspectos relevante fue la diferencia en la tonalidad observada en
los ejemplares de E. andrei durante los distintos meses de experimentacion.
La suspension de espirulina en medio nutritivo afecté esta apariencia desde
el primer mes de aplicacion, pues se observaron en su mayoria ejemplares
de aspecto opaco y coloracion intensa, inclusive, llegando a verse casi negro
(Figura 21); mientras que en los organismos alimentados con espirulina
resuspendida en agua y aplicacion de solo agua no mostraron mayores

cambios fisicos (Tabla 3).

Figura 21. Diferencia en la intensidad de coloracion observada en los
ejemplares de Eisenia andrei sometidos a experimentacion. a: coloracion tipica
(observada principalmente con aplicacién de agua o espirulina resuspendida); b: media-
oscura; ¢: muy oscura y d: casi negro (coloraciones predominantes con aplicacion de
espirulina con su medio de cultivo).
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Tabla 3. Intensidad de la coloracion de las lombrices (Eisenia andrei) en los
diferentes lombricarios experimentales tratados con agua y suspensiones de
espirulina (Arthrospira maxima) durante los distintos meses de evaluacion.

Tratamientos 1° mes 2%° mes 3* mes 4 mes
A-50-5 * * *% ok
A-50-10 * =
A-100-5 * *% *% *%

A-100-10 * = =
SM-50-5 sk
SM-50-10 *kk
SM-100-5
SM-100-10 *kk
SA-50-5 * * *% *k%x
SA-50-10 * **
SA-100-5 * * *% *%
SA-100-10 * * *%

A: agua; SM: espirulina en su medio nutritivo; SA: espirulina en agua; 50: 50 ml; 100: 100
ml; 5: 5 dias; 10: 10 dias. *: tipica; **: mediano-oscura: ***: muy oscuro y ****: casi negro.

La diferencia de coloracion observada en los ejemplares de E. andrei
expuestos a las distintas suspensiones experimentales, probablemente esta
relacionada con el deterioro de los mismos como consecuencia de las
sustancias empleadas y el escaso contenido de humedad en aquellos
tratamientos de bajo volumen (50 ml) y frecuencia de aplicacién (cinco dias).
Aunque otras investigaciones aluden que el empleo de espirulina como
suplemento nutritivo mejora la apariencia y vistosidad del plumaje, pelaje y
piel de ciertos animales (Henrikson, 2009; Holman y Malau-Aduli, 2012); al
parecer esta respuesta es totalmente adversa en el caso de anélidos, si se
suministra junto con su medio de cultivo. El hecho, que la suspension de A.
maxima pudiera contener por defecto una elevada concentracion de solutos
en comparacion al agua y a la suspension de A. maxima resuspendida en
agua; y que posiblemente pudiera generar la deshidratacion de estos

organismos, permite suponer que la pérdida del brillo y oscurecimiento de su
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tonalidad tipica esta vinculada con dicha circunstancia, ya que cualquier
condicién de estrés pude conllevar a alteraciones fisiologicas y morfologicas
en los seres vivos (Corrales y Mufioz, 2012).

Reproduccion de E. andrei

Los resultados obtenidos manifiestan la inexistencia de cocones,
lombrices recientemente emergidas, juveniles y adultas cliteladas a los 120
dias de evaluacion en la totalidad de los tratamiento experimentales; sin
embargo, se lograron visualizar lombrices adultas no cliteladas en las
combinaciones A-50-5; A-100-5; SA-50-5 y SA-100-5, donde los tratamientos
A-100-5 y SA-100-5 presentaron un nimero mayor con promedios de 28,33
y 29,67; mientras que los restantes tratamientos arrojaron promedio de 4,67
y 1,33, respectivamente (Tabla 4).

Tabla 4. Numero de cocones, lombrices recientemente emergidas, juveniles,
y adultas cliteladas y no cliteladas presente en los diferentes lombricarios
experimentales de Eisenia andrei a los 120 dias de evaluacion.

Lombrices Lombrices Lombrices Lombrices
Tratamientos  Cocones recién juveniles  adultas no adultas

emergidas cliteladas cliteladas
A-50-5 0 0 0 4,67 0
A-50-10 0 0 0 0 0
A-100-5 0 0 0 28,33 0
A-100-10 0 0 0 0 0
SM-50-5 0 0 0 0 0
SM-50-10 0 0 0 0 0
SM-100-5 0 0 0 0 0
SM-100-10 0 0 0 0 0
SA-50-5 0 0 0 1,33 0
SA-50-10 0 0 0 0 0
SA-100-5 0 0 0 29,67 0
SA-100-10 0 0 0 0 0

Promedio de tres repeticiones. A: agua; SM: espirulina en su medio nutritivo; SA: espirulina
en agua; 50: 50 ml; 100: 100 ml; 5: 5 dias; 10: 10 dias.
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Las lombrices adultas no cliteladas halladas al finalizar la
investigacion, resultarian de las introducidas inicialmente en los respectivos
lumbricarios experimentales (Figura 22), puesto que durante la fase de
evaluacion no fueron visualizados ni cocones ni lombrices con estados
menores de madurez; aunque es importante destacar que estas en su
totalidad presentaban clitelos visibles, esto permite suponer que durante el
desarrollo de la investigaciobn estas estructuras fundamentalmente de
caracter reproductivo sufrieron un proceso degenerativo, y por lo tanto,
detencion de proceso de reproduccion, posiblemente como consecuencia de
las condiciones ambientales en su entorno de crianza, producto
principalmente del escaso contenido de humedad aunado a la alta
concentracion de solutos, e inclusive la posible carencia de recursos

alimenticios.

Figura 22. Estado de las lombrices adultas no cliteladas de Eisenia andrei en
los tratamientos A-100-5 (a) y SA-100-5 (b) a los 120 dias de evaluacion.

Durdn y Henriquez (2009) exponen que  aspectos como el
crecimiento y reproduccion de la lombriz estan intimamente relacionados con
el tipo de sustrato en el cual viven y se desarrollan. En este mismo sentido,
Aira et al. (2007), mencionan que cualquier factor de estrés en el medio o
sustrato de crianza se traduce en una elevacion de la tasa metabdlica de la

lombriz, acrecentando el gasto energético y generando una reasignacion de
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recursos que podria estar enfocado en su permanencia con vida y quizas en
su crecimiento corporal en detrimento de la reproduccion.

En cuanto a la relacion de humedad, es importante mencionar que
investigaciones realizadas por Herndndez et al. (2006), refieren que la
produccion de cocones se efectia entre los 65 y 70 % de humedad, y que
por encima de los 70 % no se observaban; no obstante, concluyen, que el
porcentaje de humedad requerido para la produccion y puesta de cocones,
necesariamente, no es el mismo para la formacion y desarrollo de la
estructura clitelar. Por ello, y debido a los resultados obtenidos en esta
investigacién, se infiere que contenidos de humedad por debajo del 60 %

afectan solo el desarrollo y formacién del clitelo.
Resultados con espirulina en polvo
Aspectos morfométricos y color de E. andrei

El analisis estadistico no revelé diferencias significativas entre la
fuente de alimentacion suministrada en lombrices de E. andrei. En este
sentido, la cantidad de lombrices inoculadas (25 lombrices) inicialmente fue
incrementada alrededor de un 10 % en la mayoria de los lombricarios
expuestos a contenidos de agua y espirulina en polvo en diferentes dosis
(dosis baja: DBS; dosis media: DMS y dosis alta: DAS). No obstante, la
dindmica poblacional registrada en los lombricarios expuestos al tratamiento
DAS y DBS variable, puesto que el nimero de lombrices decae y asciende
hasta la finalizacion de la investigacion (75 dias); comportamiento totalmente
contrario al resto de los tratamientos, donde a partir de los 45 dias después
de la inoculacion se muestra aparentemente una estabilizacion, sugiriendo
una adaptabilidad a la nueva fuente de nutrientes (Figura 23).

En cuanto, a la biomasa (g) total del conjunto de lombrices registrada
guincenalmente, se tiene que pasado 15 dias de exposicién a los diferentes
tratamientos las lombrices manifiestan una respuesta satisfactoria,
mostrando incrementos de hasta 2 g con respecto a las biomasas totales

iniciales; sin embargo, a partir de 30 dias estos presentan una drastica
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disminucion, tendencia que se mantiene hasta la finalizacion del ensayo
experimental (Figura 23).

Destaca el hecho que, aunque estadisticamente no se evidencio
diferencias entre los tratamientos evaluados, la biomasa de las lombrices
expuestas a una dosis media de espirulina (1,5 g), mostrd posiblemente una
mayor adaptabilidad, puesto que durante todo la etapa evaluativa el nimero
de lombrices encontradas se mantuvo equilibrada y constante; esto
permitiria deducir que cantidades inferiores o superiores a estas dosis son
nocivas para el desarrollo de E. andrei, debido a la carencia o exceso de
nutrientes, especialmente de proteinas.

Si bien es cierto que el aumento observado inicialmente en la biomasa
corporal del conjunto de lombrices puede deberse a una respuesta inmediata
como consecuencia al cambio de alimentacion, la posible limitacion de
nutrientes aunado a la densidad poblacional podria explicar la disminucion
de la biomasa corporal. El hecho que el suministro inicial de los tratamientos
incrementara considerablemente la biomasa corporal durante los primero 15
dias, permite suponer que la alimentacion con espirulina en polvo,
posiblemente, si tiene un efecto positivo; sin embargo, sSu posterior
suministro debe corresponder con la densidad poblacion. Hernandez et al.
(2009) indican que el incremento en el numero de lombrices, y por ende, una
alta densidad poblacional exige y requiere la reposicion frecuente de
alimentos, estos animales de manera individual consumen diariamente el

100 % de su biomasa corporal.
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Figura 23. Biomasa (g) y numero de lombrices (Eisenia andrei) presentes en
unidades experimentales tratadas con diferentes contenidos de espirulina
(Arthrospira maxima) en polvo. DAS: dosis alta de espirulina; DMS: dosis media de

espirulina; DBS: dosis baja de espirulina. Promedios de tres repeticiones.

Por su parte, las dimensiones corporales (longitud y diametro) de la
lombriz E. andrei no mostraron diferencias significativas entre los
tratamientos aplicados. Pasados los primeros 15 dias de evaluacion los
valores para la longitud y diametro oscilaron entre los 60 - 70 mm y 2,5-3

mm, respectivamente, de tal modo, que pueden ser consideradas medidas
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tipicas para la especie; no obstante, en los dias subsiguientes estas
manifestaron un comportamiento diminutivo hasta la finalizacion de la
investigacion, alcanzando medidas alrededor de los 50 mm y 2 mm en cada
caso. Es importante destacar, que en esta ocasion se decidié no realizar las
medidas iniciales para evitar estrés afiadido, lo cual pudo incidir en la
respuesta inmediata al cambio de alimento (Figura 24).
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Figura 24. Longitud y didmetro (mm) de las lombrices (Eisenia andrei)
presentes en unidades experimentales tratadas con diferentes contenidos de

espirulina (Arthrospira maxima) en polvo. DAS: dosis alta de espirulina; DMS: dosis
media de espirulina; DBS: dosis baja de espirulina. Promedios de tres repeticiones.

Las medidas de longitud obtenidas para E. andrei en esta
investigacion se encuentran entre el rango de valores ya reportados por
Morales-Valdés y Calero (2008); Juarez-Uribe (2010); Ccasani-Mulato y
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Pomo-Enriquez (2012) para otras especies de Eisenia. En cambio, los datos
publicados para diametros corporales son muy escasos, teniendo que
Morales-Valdes y Calero (2008) aluden medidas estandares entre 3-5 mm,
superiores a las observadas en este trabajo. Estos sefialamientos permiten
conjeturar que el abastecimiento de espirulina como fuente alimentacion
para E. andrei, se debe disponer en su forma solida, es decir, en polvo, de
no ser asi la condicion corporal se ve afectada drasticamente como lo
indican los resultados obtenidos empleando suspensiones de espirulina.

En cuanto a la tonalidad de coloracion y condicion estética de los
ejemplares evaluados, se detall6 que durante esta fase de evaluacion, la
coloracién varia con respecto al tiempo de exposicibn en ejemplares
alimentados con A. maxima en polvo, y aunque se observaron ejemplares
con un cambio de tonalidad intensa a partir de los 30 dias de exposicion,
estos permanecieron relucientes y totalmente brillosos. Los expuestos solo a
agua no presentaron esa variacion, de hecho la coloracién observada fue la
reportada como tipica (Tabla 5).

Tabla 5. Intensidad de coloracion en las lombrices experimentales de Eisenia
andrei con respecto al tiempo de exposicion a la alimentacion con
Arthrospira maxima y agua.

Tratamientos 15 dias 30 dias 45 dias 65dias 75 dias

Agua * * * * *

Dosis baja (0,5 g) * * *k ook *kk
Dosis media (1,5 g) * e *k Fokok *kk
Dosis alta (2,5 g) * *k *kk *kk *okk

*: tipica; **: mediano-oscura: ***; muy oscuro.
Al parecer, el suministro de espirulina en polvo, a pesar de no afectar

dramaticamente la refulgencia de los ejemplares, si afecta su tonalidad
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(figuras 25 y 26). Esta afectacion en la coloracion puede deberse al alto
contenido de pigmento que posee esta microalga, especialmente de
carotenoides (xantofila y carotenos), se estima que la concentracion de
carotenoides puede estar alrededor de los 2,9-4,3 g por kg de peso seco
(Ramirez-Moreno y Olvera-Ramirez, 2006), afirmando asi que la intensidad
en la coloracion observada en los ejemplares de E. andrei empleando
suspensiones de A. maxima esta relacionada al suministro de espirulina 'y no

al deterioro de los organismos.

Figura 25. Evolucion de la tonalidad de coloracion en ejemplares de Eisenia

andrei alimentados con Arthrospira maxima en polvo. a: 15 dias; b: 30 dias; c: 45
dias; d: 60 dias; e: 75 dias.

Estos resultados coinciden con lo sefialado por Diaz-Lozano y Le6n
(2014), quienes manifiestan que el suministro de espirulina como
suplemento nutritivo intensifica la coloracion de alevinos de trucha arco iris
(Oncorhynchus mikyss). De hecho, la intensificacion de coloracion como
efecto secundario del consumo de espirulina no solo ha sido reportada para
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los ejemplares o animales directamente, sino también en los productos
derivados de estos, como el caso de la intensificacion de la yema de huevo
en gallinas ponedoras (Mariey et al., 2012).

La intensificacion de coloracion puede llegar a ser un factor positivo,
no solo para la vision del consumidor sino también para los criadores, esto le
pudiera permitir al criador estimar el estado de salud de los organismos. Sin
embargo, la coloracion intensa en la lombriz E. andrei puede ser inoportuno,
ya que al tonarse a una coloracion diferente sin llegar a verse negro, puede
acarrear pérdidas en su valor econémico, por la posible confusion y duda de
certificacibn de especie; aunque, esta intensidad de coloracion pudiere
mejorar su adaptacion a la exposicion solar, debido a alta concentracion de

pigmentacion.

Figura 26. Intensa coloracién en las lombrices (Eisenia andrei) como efecto
secundario del consumo de espirulina (Arthrospira maxima) en polvo.

Reproduccion de E. andrei

La figura 27 corresponde a la concurrencia de los distintos estadios
vitales de las lombrices a los 75 dias de evaluacion. Se observé una mayor
presencia de lombrices adultas no cliteladas con promedios entre 25 y 27
por cada tratamiento, seguidamente de crias con tamafios de 2-3 mm y

lombrices juveniles (Figura 28), sin variar entre tratamientos evaluados,
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incluyendo la aplicacion de agua Unicamente, razon por la cual el analisis
estadistico (ANOVA simple) no devel6é diferencias significativas entre los

Mmismos.
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Figura 27. Distintos estadios vitales de Eisenia andrei a los 75 dias de

tratamiento con diferentes dosis de Arthrospira maxima en polvo. Promedio de
tres repeticiones, DBS: dosis baja de espirulina; DMS: dosis media de espirulina; DAS: dosis
alta de espirulina.

Acosta-Duran et al. (2013) apuntan que las caracteristicas biologicas
de la especie influyen en la capacidad de las lombrices para reproducirse,
por lo que es posible que en un principio hayan tenido la capacidad de
reproducirse normalmente, disminuyendo en dias y/o semanas posteriores.
Otra de las posibles razones por las cuales se pudo visualizar una baja
proporcién de cocones en los distintos lombricarios experimentales, es sin
duda la disponibilidad de alimento. Al respecto, Hernandez et al. (2009)
afirman que la limitacion de alimento no solo afecta el crecimiento y
desarrollo de E. andrei sino también la produccion de huevos, argumento
gue ademas puede explicar el por qué de la considerable cantidad de crias y
lombrices juveniles que aun pasado un tiempo superior a 60 dias no

alcanzaron su tamafio y estado reproductivo. Santamaria-Romero y Ferrera-
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Cerrato (2002) también mencionan que la reproduccion de la lombriz, asi
como su desarrollo y otras condiciones fisiolégicas, se encuentran
influenciados por la temperatura y demas factores medio-ambientales
dificilmente controlables es esta investigacion y que debieron influenciar de

igual manera a todos los tratamientos.

Figura 28. Crias (a), lombrices juveniles (b) y adultas no cliteladas (c)
encontradas en los lombricarios experimentales de Eisenia andrei a los 75

dias de tratamientos con polvo de Arthrospira maxima. El asterisco (*) sefiala la
criay la flecha indica las lombrices juveniles.

A pesar que los resultados obtenidos en referencia a la incorporacion
de espirulina bien sea en su forma de suspensién (sin medio nutritivo) o en
polvo como alimentacion cotidiana a ejemplares de E. andrei no
evidenciaron mayores cambios y/o alteraciones, son levemente superior al
tratamiento control (agua), atribucion que deja entre ver una alta expectativa
a su potencial uso como alimentacion alternativa, que entre otras cosas
garantizaria lombrices higienizadas que promuevan un eficiente rendimiento
en los lombricarios y, por lo tanto, una produccion 6ptima de abonos (humus
0 vermicospost), e incluso, de productos de caracter alimenticios calificados

para ser aprovechados por la sociedad.
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CONCLUSIONES

El suministro del bagazo de cafia de azucar, mezcla de gallinaza y
agua y el lixiviado fresco de materiales horticolas como fuentes de
alimentacion preliminar para Eisenia andrei promueve su proliferacion y el
desarrollo de las estructuras reproductivas.

Los ajustes al medio Zarrouk (1966) y las condiciones de iluminacién
y aireacion sobre el cultivo de Arthrospira maxima, asi como la
implementacion de un sistema de separacion al vacio utilizando una doble
malla-filtro de nilon con diametro de poro de 10-12 ym y jeringa de 60 ml,
resultaron suficientes para la multiplicacion y cosecha de esta microalga,
obteniendo una productividad de 0,267 + 0,018 g de biomasa por litro de
cultivo.

Las sales acompafiantes en la suspension de espirulina con su medio
original de cultivo son adversas para la supervivencia de E. andrei.

Las deficiencias en el volumen y frecuencia de hidratacion son
determinantes para el desarrollo, crecimiento y reproduccién de E. andrei, e
inclusive, letales a corto y mediano plazo.

La incorporacion adicional de espirulina como fuente de alimentacion
intensifica la coloracion tipica de E. andrei.

La adiccién de contenidos sélidos de espirulina genera respuestas
inocuas, es decir, no perjudiciales en el crecimiento y reproduccion de E.

andrei.
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RECOMENDACIONES

Para futuras investigaciones, seria prudente y propicio aumentar la
frecuencia y/o reposicion de la fuente suplementaria de nutrientes (espirulina
en polvo) con el fin de evitar la competencia por alimento; asi como la
periodicidad en el muestreo de cocones, lombrices recientemente emergidas
y juveniles, ya que se pueden mejorar los estimados en la tasa de
reproduccion. Complementar la informacion con un analisis del sustrato de
crianza (temperatura, pH, conductividad eléctrica, entre otros factores) y
evaluacion de la calidad de la lombriz, en términos de contenido proteico,

impulsando su eventual empleo como suplemento nutritivo.
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