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EFECTO INTERACTIVO DE LA TEMPERATURA Y LA CALIDAD NUTRIMENTAL
DE MICROALGAS SOBRE ALGUNAS VARIABLES FISIOLOGICAS EN SEMILLAS
DE MANO DE LEON Lyropecten (Nodipecten) subnodosus.

Resumen aprobado por: M/Q ; i é

Dra. Beatrifz/Cordero Esquivel

Directora de Tesis

La almeja mano de leon Lyropecten (Nodipecten) subnodosus es un representante de la
clase bivalvia con gran proyeccion acuicultural y comercial. Sin embargo, pocos han sido
los estudios enfocados a conocer el efecto de las variables ambientales sobre el crecimiento
y supervivencia en la etapa de semilla de esta especie. En el presente estudio se evalud el
efecto interactivo de la temperatura (23, 26 y 29 °C) y la calidad nutricional de tres dietas
bialgales (M 1: Paviova lutheri-Chaetoceros calcitrans; M2: Pavlova lutheri—Isochrysis sp.;
M3: Isochrysis sp.—Chaetoceros calcitrans) sobre el crecimiento y supervivencia de
semillas de L. (N.) subnodosus. La tasa de filtracion se evalud con tres distintas raciones de
alimento (100,000; 200,000 y 400,000 cél-ml'l). Los resultados obtenidos mostraron las
mayores tasas de filtracion durante las primeras horas, disminuyendo a través del tiempo
independientemente de la racion. Sin embargo, se observo una ausencia total de alimento
después de la quinta hora en la racion de 100,000 cél-ml”’ y la presencia de alimento
remanente y produccién de pseudoheces en la racién de 400,000 cél-mlI™. Por lo anterior, se
selecciond la racién de 200,000 cél-ml™ para los ensayos de alimentacion. Mortalidades
superiores al 70 % fueron registradas durante las dos primeras semanas en los organismos
mantenidos a 29 °C, lo cual indica que semillas de L. (N) subnodosus no son capaces de
regular sus funciones metabdlicas en esta temperatura. Los resultados obtenidos en el
primer ensayo de alimentacion resultaron con los mejores crecimientos en las semillas
alimentadas con la dieta M1 en las temperaturas de 23 y 26 °C, apoyando el hecho de que
en un intervalo optimo de temperaturas, la calidad nutricional de las dietas tiene el efecto
principal sobre el crecimiento y supervivencia en esta especie. Sin embargo, estos
resultados registraron una discrepancia con los obtenidos en el segundo ensayo con
respecto a las dietas. Debido a que en este dltimo los mayores resultados en crecimiento y
supervivencia se obtuvieron en los organismos alimentados con M3 en ambas temperaturas,
esto se relaciona a las diferencias en densidad entre los cultivos, debido a una mayor
mortalidad al inicio del experimento en los organismos alimentados con M3 en ambas
temperaturas (23 y 26 °C), confirmandose posteriormente, a través de un tercer ensayo. Los
valores obtenidos en las tasas de consumo de oxigeno y de excrecion de amonio en las
semillas de L. (N.) subnodosus mostraron un efecto significativo entre las dietas y las



temperaturas (23 y 26 °C). Los resultados de la razén O:N obtenidos en los dos ensayos de
alimentacion varian de una semana a otra, registrando la tendencia a incrementar a través
del tiempo. Los valores obtenidos en los diferentes tratamientos indican el uso de proteinas
como sustrato principal en la obtencion de energia para el crecimiento.

Palabras clave: Microalgas, dietas, Lyropecten (Nodipecten) subnodosus, Composicion
Bioquimica, Variables fisiologicas.



ABSTRACT of the thesis presented by Ana Nallely Cerén Ortiz as a partial requirement
to obtain the DOCTOR OF SCIENCE degree in AQUACULTURE. Ensenada, Baja

California, Mexico. July 2006.

INTERACTIVE EFFECT OF TEMPERATURE AND NUTRITIONAL QUALITY OF
MICROALGAE ON SOME PHYSIOLOGICAL VARIABLES OF SPATS OF LION’S
HAND CLAM Lyropecten (Nodipecten) subnodosus.

The lion’s hand clam Lyropecten (Nodipecten) subnodosus is a bivalve with an important
aquaculture projection and commercial value due to its rapid growth and the good marketi
of its adductor muscle. However, few studies had been performed to know the effect of the
environmental variables on the growth and survival of lion’s hand clam spats. In this work,
the interactive effect between the temperature (23, 26 and 29 °C) and nutritional quality of
three microalgae diets (M1: Paviova lutheri - Chaetoceros calcitrans; M2: Pavlova lutheri
— Isochrysis sp.; M3: Isochrysis sp. —Chaetoceros calcitrans) on the growth and survival
were evaluated in spats. The filtration rates were evaluated at three different concentration
of food (100,000; 200,000 and 400,000 cell-ml™). The highest filtration rates were obtained
at the first hours after supplying the food, subsequently, decreased through time
independently of the initial concentration. A total absence of food were registered after five
hours in the spats fed with 100,000 cell-ml™'. Spats fed with microalgae at 400,000 cell-ml™
produced pseudofeces. This treatment had the highest remanent food. Thus, the
concentration of 200,000 cell mL™ was selected as the optimal concentration for the
feeding experiments with the three diets of microalgae. In the experiment with temperature
of 29 °C, higher mortalities (~70 %) were registered during the first week of culture. This
indicated that L. (N) subnodosus spats were no able to regulate they metabolic functions in
this temperature. The best results of growth in the first experiment were registered in spats
fed with M1 and maintained at 23 and 26 °C. This indicated that these temperatures are in
the optimum range for this species. The nutritional quality of the diet had a principal effect
on growth and survival compared to temperature. However, these results were different in
the second feeding experiment. In the second feeding experiment, the highest growth was
registered in the spats fed with M3 in both temperatures. The last results are due to the
differences in densities among cultures, where higher mortalities were registered in the
organism fed with M3 at 23 and 26 °C during the first weeks of experimentation. These
results were confirmed in the third experiment. Significant differences were found in
oxygen consumption and ammonia excretion in spats growth at different temperatures (23
and 26 °C) and diets. Oxygen-nitrogen ratio (O:N) had a tendency to increase through time.
The O:N values indicate that L. (N.) subnodosus spats used proteins as principal substrate
to obtain energy for somatic growth

Keywords: Microalgae, Diets, Lyropecten (Nodipecten) subnodosus, Biochemical
Composition, Physiological Variables.
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Efecto interactivo de la temperatura y la calidad nutrimental de
microalgas sobre algunas variables fisiologicas en semillas de mano de
ledn Lyropecten (Nodipecten) subnodosus.

L. INTRODUCCION

Las microalgas son organismos cosmopolitas con una gran adaptabilidad a distintas
condiciones ambientales, siempre y cuando existan una fuente de carbono y nutrientes
esenciales para su optimo desarrollo (Shelef y Soeder, 1980; Tomaselli, 2004). Estos
microorganismos son ampliamente utilizados en distintos campos de la industria y de la
medicina; sobre todo por contener diversos compuestos importantes como lo son las
vitaminas, proteinas y acidos grasos entre otros (Chisti 2000; Shimizu 2000; Andersen,
2005). Sin embargo, uno de los campos en donde han tenido mayor auge es en la
acuicultura, donde forman parte de la alimentacién de un amplio nimero de organismos
acuaticos (Wikfors, 1986; Muller-Feuga, 2004).

Debido a su funciéon como principal alimento en la mayoria de las etapas de
desarrollo de moluscos, en los primeros estadios de algunos crustaceos y peces; el cultivo
de microalgas forma una parte fundamental en los laboratorios y granjas dedicados a la
produccién de estos organismos (Brown et al., 1998; Muller-Feuga ef al., 2003, Zmora y
Richmond, 2004).

Dentro de las principales caracteristicas que deben ser tomadas en cuenta durante la
eleccion de una especie de microalga, se encuentra el tamafio, la digestibilidad y el valor
nutricional; esto para asegurar que se cubran los requerimientos especificos del organismo a

alimentar (Albentosa et al., 1996, Bougrier et al., 1997; Brown et al., 1998).



Sin embargo, no es posible generalizar el hecho de que una microalga considerada
como buen alimento para una especie cubra los requerimientos nutricionales de otra; por lo
cual se deben desarrollar estudios acerca del efecto que tienen cada una de las especies de
microalgas al ser utilizadas como alimento en un organismo en particular (Brown et al.,
1998).

La capacidad del organismo para ingerir y asimilar el alimento, junto con la
composicion bioquimica de las microalgas son los elementos que proporcionan la calidad
nutricional del alimento. La composicion bioquimica puede variar durante el cultivo
dependiendo de diversos factores como el fotoperiodo, la intensidad de luz, la temperatura,
el tipo de nutrientes (medio de cultivo), la tasa de dilucion y la fase de crecimiento cuando
es cosechada (Brown et al., 1989; Sukenik y Wahnon, 1991; Tonon et al., 2002). Debido a
lo anterior, es necesario conocer y controlar estos factores con el propdsito de mantener
una composicion bioquimica constante y asegurar con ello una adecuada calidad nutricional
que satisfaga los requerimientos nutricionales de los organismos (Cordero y Voltolina,
1994).

Los requerimientos nutricionales de los organismos varian a través de las distintas
etapas de su desarrollo; por ejemplo, en la etapa de semilla es importante la aportacion de
elevados porcentajes de proteinas y cuando los organismos se encuentran en la etapa de
reproduccion la demanda de proteinas disminuye y aumenta los requerimientos de lipidos
(Uriarte y Farias, 1999). Las diferentes demandas de los componentes bioquimicos en las
distintas fases de crecimiento de un organismo han fomentado el estudio de la importancia
de cada uno de ellos durante el cultivo. Uno de los principales componentes que repercuten

de manera importante en el crecimiento y la supervivencia son los lipidos principalmente



los acidos grasos, asi como su relacion con las proteinas (Fidalgo et al., 1998). Es por ello
que se debe tomar en cuenta que el crecimiento de los organismos no puede ser explicado
simplemente por el contenido de carbohidratos, proteinas y lipidos, sino que el conjunto de
estos tres componentes determinan el valor dietario total del alimento (Nikos y Lucas,
2000a).

Los lipidos, son fuentes energéticas y metabolitos especificos esenciales para el
crecimiento de los organismos. El aspecto mas importante de estos constituyentes
bioquimicos en la nutriciéon es el contenido y la proporcion de ciertos dcidos grasos
esenciales, asi como su repercusion en el crecimiento, supervivencia, constitucion de la
pared celular y maduracion en la mayoria de los organismos (Fidalgo ef al., 1998). Dentro
de estos se encuentra el grupo de los poliinsaturados (PUFA, por sus siglas en inglés), entre
los que destacan los 4cidos eicosapentaenoico (EPA, 20:5w3) y docosahexaenoico (DHA,
22:603) (Kinsella, 1990; D’Abramo y Sheen, 1993; Sukenik et al., 1994). Sin embargo, los
requerimientos de ciertos grupos de acidos grasos varian dependiendo de la especie de
organismos (Webb y Chu, 1982; Caers et al., 1999).

Algunos de los acidos grasos son considerados esenciales debido al hecho de que
algunos de ellos no pueden ser sintetizados en forma natural por el organismo; o bien la
sintesis de estos compuestos no es en cantidad suficiente para el buen desempefio de las
diferentes funciones del animal (Volkman et al., 1992; Dunstan et al., 1992). Al igual que
el contenido de proteinas y carbohidratos, la proporcion de dcidos grasos en las microalgas

varia dependiendo de las condiciones de cultivo (Sukenik et al., 1993).



Para elevar la calidad nutricional del alimento que se utiliza en el cultivo de
organismos acuaticos, se ha sugerido el uso de dietas compuestas de mas de una microalga,
debido a que los componentes bioquimicos presentes en la mezcla de microalgas se
complementan enriqueciendo con ello su valor nutricional (Fidalgo et al., 1998; Southgate
et al., 1998; Martinez et al., 2000; Phatarpekar et al, 2000).

El principal proposito de elevar el valor nutricional de las dietas para que puedan
satisfacer los requerimientos nutricionales es su eficiencia sobre el crecimiento de los
organismos (Fidalgo et al., 1994), el cual se presenta cuando existe un balance energético
positivo, esto es cuando la energia es asimilada y una porciéon de ella es utilizada para
sintesis de tejido con lo que se incrementa el peso corporal de los organismos (Yantian y
Blake, 1996).

Debido a la gran importancia que presenta la energia incorporada por el organismo a
través del alimento ingerido y las diferentes direcciones que toma para satisfacer los
requerimientos energéticos de los distintos procesos metabolicos o fisioldgicos, la
medicion del flujo y gasto de energia por medio de un balance energético es necesario en
los experimentos de crecimiento y alimentacion (Thompson et al., 1994; Bougrier et al.,
1997, Haure et al, 1998).

Los moluscos son probablemente los animales mas diversos en forma y fisiologia
que otros invertebrados, la tasa metabolica difiere ampliamente de un grupo a otro, sin
embargo, las variaciones que se presentan entre una misma especie son el resultado de la
interacion de factores intrinsecos y extrinsecos. Por lo tanto, para la obtencion de la tasa

metabdlica de una misma especie, es necesario que se realicen en organismos con el mismo



sexo, edad, talla del cuerpo y bajo las mismas condiciones de cultivo, con el proposito de
poder realizar comparaciones posteriores (Ghiretti, 1966).

Dentro de los factores extrinsecos se encuentra la temperatura la cual incrementa o
disminuye el gasto de energia, debido a que acelera o retrasa muchos procesos fisiologicos
como la actividad alimenticia y el crecimiento (Hoffman, 1983; Albentosa et al., 1994a;
Bougrier ef al., 1995; Haure et al., 1998). La cantidad y presentacion del alimento también
afectan ciertos procesos fisiologicos; Albentosa et al. (1997) observaron un incremento en
la tasa de ingestion en semillas de Ruditapes decussatus alimentadas con elevadas
concentraciones de microalga secas. Resultados similares fueron obtenidos por Riisgard y
Randlov (1981) con Mytilus edulis. Lo anterior puede deberse al hecho de que la glandula
digestiva principal se satura y como consecuencia una mayor cantidad de alimento es
eliminado en forma de heces canalizando la energia que podia utilizarse en el crecimiento a
la produccién de pseudoheces (Griffiths and Griffiths, 1987).

Una de las funciones fisioldgicas que tienen gran importancia en el conocimiento
del balance energético es el consumo de oxigeno debido al hecho de que su medicion
representa una pérdida importante de la energia proporcionada por el alimento (Lu ef al.,
1999). Este gasto puede incrementarse cuando el organismo no se encuentra en las
condiciones Optimas para el desarrollo de sus funciones fisiologicas, lo cual trae como
consecuencia un estado de estrés que influye en un mayor gasto energético y por ende en
una disminucion en el crecimiento del organismo. Se ha observado que la tasa de
respiracion en los bivalvos tiene una gran variabilidad entre las especies atin en condiciones
similares. El consumo de oxigeno en especies de este grupo representa el producto de dos

factores: el volumen de ventilacion y la cantidad de gas disuelto en cada litro de agua.



La disponibilidad de alimento también afecta el consumo de oxigeno, se ha
observado que en periodos en los que el alimento disponible es poco o nulo la tasa de
consumo de oxigeno disminuye (Guiretti, 1966). El metabolismo oxidativo se puede
expresar en tres términos: el consumo de oxigeno, la cantidad de CO; liberado o con la tasa
de excrecion amoniacal (Lu et al, 1999). Esta ultima, es un proceso fisioldgico que
consume energia para su realizacion y que es importante tomar en cuenta al momento de
realizar un balance energético. El efecto principal de altos contenidos de amonio en su
forma no ionizada (NH;) en los cultivos de la mayoria de los organismos acuaticos es la
muerte del mismo. Lo anterior ha sido registrado por Wang et al. (2003) en estanques de
camardn. En la mayoria de los bivalvos, el amonio es el principal producto final del
catabolismo protéico, comprendido entre el 41 y el 94 % de la excrecion nitrogenada total
(Widdows, 1978a; Griffiths y Griffiths, 1987; Lu ef al., 1999). En relacion a la excrecion
amoniacal, el valor obtenido puede ser afectado por factores externos; por ejemplo, la
temperatura, la latitud, la especie, la talla y el peso (Bayne, 1973b; Widdows, 1978a;
Navarro y Winter, 1982).

La produccion de amonio y el consumo de oxigeno parecen estar relacionados con
las condiciones fisiologicas y reproductivas del organismo principalmente por el efecto de
la temperatura (Bayne, 1973b; Widdows, 1978b), en el otofio y cerca del invierno la
excrecion de amonio es minima durante el periodo de gametogénesis e incrementa en
primavera y verano cuando el organismo mantiene los gametos maduros en el manto. Esto
refleja un marcado cambio estacional con relacién a los carbohidratos como la principal
reserva energética en otofio e invierno y de las proteinas en primavera-verano (Widdows,

1978a).



La excrecion de amonio y el consumo de oxigeno son dos funciones ampliamente
ligadas debido al hecho de que son utilizados como indicadores de estrés, ocasionado por el
hecho de mantener a los organismos en condiciones no dptimas para ellos (Diaz-Herrera et
al., 1992). Como resultado a lo anterior existe una razén expresada como O: N (razon
atémica oxigeno: nitrogeno); su importancia radica en el hecho de que sirve como
indicador del balance en los tejidos animales entre la tasa de catabolismo del sustrato
energético de proteinas, carbohidratos y lipidos. Dependiendo del valor obtenido en esta
razon indica el sustrato metabolico utilizado, valores bajos en esta relacion indican que se
estd catabolizando principalmente proteinas, mientras que un valor alto sefiala la utilizacion
de carbohidratos y/o lipidos (Bayne, 1973a; Mayzaud y Conover, 1988).

Existen otros factores que afectan el crecimiento y el aporte de energia de los
organismos los cuales deben ser tomados en cuenta dentro de los estudios de crecimiento y
balance energético; dos de estos parametros que afectan y toman parte en el momento de la
evaluacion y comparacion de resultados son la racion alimenticia y la tasa de filtracion
(Caers et al., 1999). El entendimiento de los requerimientos energéticos de los moluscos
bivalvos necesita el conocimiento de la racion que es ingerida y la eficiencia con la cual la
energia proporcionada por el alimento en cierta racion es destinada para el crecimiento
(Langton et al., 1977).

La tasa de filtracion es un pardmetro ampliamente estudiado en organismos
filtradores como lo son los moluscos bivalvos, sin embargo, los resultados obtenidos acerca
de la tasa de filtracion aun causa controversia debido al uso de diferentes métodos y a la
existencia de distintos factores que pueden ocasionar una subestimacion de los resultados

(Riisgard, 1991). Dentro de los factores que afectan la tasa de filtracion se encuentran la



especie, la talla, la edad, la temperatura, las corrientes, el sustrato, las condiciones
hidrodindmicas, la concentracion de alimento y la fase en que se cosecha la microalga
utilizada para alimento (Griffiths, 1980; Cole ef al., 1992; Albentosa et al, 1994b).

La concentracion de alimento que se proporciona al organismo influye de gran
manera en la cuantificacion de la tasa de filtracion, debido a que se ha observado una
relacién inversa entre esta tasa y la concentracion de alimento lo cual ha sido interpretado
como un mecanismo regulador que controla la tasa de filtracion hasta un punto en que
permanece constante (Winter, 1973; Navarro y Winter, 1982; Sprung y Rose 1988). En
general, la tasa de filtracion después de proporcionado el alimento al organismo disminuye
a través de tiempo (Ulrik, 1991). Sin embargo, esta reduccion e incluso pequefias
variaciones en ella pueden presentarse debido a un posible estrés lo que ocasiona un cierre
parcial de sus valvas y como consecuencia una reduccion en la tasa de filtracion. Riisgard
(1991) ha considerado este comportamiento un efecto secundario en el mejillon azul
Mytilus edulis como respuesta a condiciones no dptimas para el desarrollo del organismo.

Los valores obtenidos acerca de la tasa de filtracion dependen de la especie y edad
del organismo (Urban et al., 1983; Lu y Blake, 1997). Se ha observado que la tasa de
filtracion en los moluscos bivalvos se incrementa en funcidn de la edad indistintamente del
alimento disponible (Navarro y Winter, 1982), ésto puede explicarse debido a que la
capacidad de filtracion de un organismo esté correlacionado con la superficie de sus
branquias y de que estas estructuras aumentan su tamafio en relacion el organismo
incrementa en talla (Riisgard y Randlov, 1981; Araya et al., 1993, Fidalgo ef al., 1998). La
tasa de filtracion se incrementa en relacién a un aumento en la temperatura hasta un punto

después del cual disminuye (Albentosa et al., 1994a); esto puede explicarse debido a que la



viscosidad del agua disminuye con la temperatura lo cual puede incrementar la tasa de
bombeo afectando la filtracion (Jorgensen et al., 1990).

Existen diferentes formas de expresar y describir la racion alimenticia en los
moluscos bivalvos, pero generalmente se expresa como la racion del peso especifico diario,
numero de células o porcentaje de peso seco del alga por peso vivo del organismo (Urban et
al., 1983). Al igual que la tasa de filtracion, la racién alimenticia es afectada por diferentes
factores que pueden llegar a sobreestimar la racion alimenticia considerada como Optima
para ciertos organismos. Entre estos factores se encuentran la especie (Coutteau et al.,
1994), su estadio de crecimiento al momento del cultivo (Webb y Chu, 1982) y la cantidad
de alimento disponible por organismo (Lu y Blake, 1997).

La importancia de proporcionar al organismo una racidn Optima radica en el hecho
de que la cantidad de alimento disponible es uno de los factores que puede llegar a afectar
el crecimiento del organismo en cultivo (Lu y Blake, 1997). Ademds, el proporcionar a la
mayoria de moluscos bivalvos grandes raciones alimenticias que no se consideran Optimas
para ellos, tiene como consecuencia la produccion de pseudoheces por parte de los
organismos afectando con ello la calidad de agua del cultivo ocasionando el cierre parcial
de las valvulas de alimentacion produciendo con ello que la tasa de ingestion del alimento
sea menor y esta situacion repercutira de forma negativa en el crecimiento (Mohlenberg y
Riisgard, 1979). Una consecuencia mas de proporcionar una racion no dptima al organismo
es que la energia disponible para el crecimiento y reproduccion es gastada en la produccion
de pseudoheces (Navarro y Winter, 1982). Debido a lo anterior, es necesario encontrar una
racion alimenticia Optima que satisfaga los requerimientos del organismo sobre todo en

aquellas especies de interés comercial.
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Los bancos naturales de moluscos bivalvos continian siendo explotados debido al
elevado valor comercial de alguno de ellos y a los habitos sedentarios que presentan
algunos organismos pertenecientes a este grupo como lo son las escalopas (Rangel, 1990,
Reyes, 1990), pertenecientes a la familia de los pectinidos, estas soportan importantes
pesquerias en varias partes del mundo las cuales se han incrementando en afios recientes, lo
cual ha traido como consecuencia una sobrepesca y por ende una disminucion en las
poblaciones naturales (Reyes, 1986).

En el litoral del pacifico mexicano se encuentran 28 especies de pectinidos (Keen,
1971), de ellas tres son consideradas de gran importancia econémica como lo son la almeja
voladora Pecten vogdesi, la almeja catarina Argopecten circularis y almeja mano de leon
Lyropecten (Nodipecten) subnodosus (Reyes, 1990; Baqueiro et al., 1982).

La escalopa L. (Nodipecten) subnodosus es un molusco bivalvo con un elevado
potencial acuicultural debido a sus caracteristicas de crecimiento y a su elevado valor
comercial (principalmente en Europa y Estados Unidos) (Racotta er al. 2003). En
condiciones optimas de cultivo L. (Nodipecten) subnodosus ha registrado tasas de
crecimiento anuales de 9 a 10 cm en largo de la concha y aproximadamente de 200 g en el
peso de su musculo abductor (Garcia-Pamanes, 1994; Parés-Sierra 1996).

El escaso conocimiento acerca de la biologia y ecologia de L. (Nodipecten)
subnodosus se ha enfocado solamente en algunos estadios de su desarrollo. Sin embargo,
algunos de los estadios toman una gran importancia en el cultivo de esta especie como son
los estadios larvales y el momento de la metamorfosis; debido al alto indice de mortalidad
que sucede en general a los organismos pertenecientes a esta especie. Actualmente, es

sabido que durante la cria de larvas, los aspectos més importantes a tomar en cuenta son: el
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efecto de las variables fisicoquimicas como la temperatura y la salinidad, las condiciones
del medio de cultivo, la densidad y la disponibilidad de alimento (Castagna y Kraeuter,
1981). Es importante mencionar que los requerimientos nutricionales y energéticos de
larvas y semillas de L. (N.) subnodosus han sido escasamente evaluados.

Las investigaciones sobre la biologia, reproduccién y aplicacion de nuevas técnicas
para el cultivo en esta especie no han sido suficientes, por lo cual existe la necesidad de
continuar con investigaciones principalmente en las especies de almejas que se han
mencionado por diferentes autores como potenciales para la acuicultura y las cuales se
encuentran en vias de ser sobreexplotadas. Ademas, es necesario incrementar estudios
acerca de las diferentes etapas del desarrollo de estos organismos, ya que hasta el momento
en algunas de las especies como L. (N.) subnodosus han sido enfocadas a la captacion de
semilla del medio natural con diferentes recolectores, a la preengorda y engorda en
sistemas submarinos, o al estudio del ciclo reproductivo de estos organismos (Ruiz y

Caceres, 1991; Garcia-Dominguez, et al., 1992).



12

II. OBJETIVOS

I1.1 Objetivo general

Determinar el efecto de diferentes dietas microalgales sobre algunos aspectos fisiologicos
como el consumo de oxigeno, excrecion amoniacal y el crecimiento de semillas de L. (V.)

subnodosus cultivadas en diferentes temperaturas.

I1.2 Objetivos especificos

1.- Evaluar la composicion bioquimica (proteinas, carbohidratos, lipidos y dcidos grasos) en
un sistema semicontinuo de tres especies de microalgas (Isochrysis sp., Paviova lutheri
y Chaetoceros calcitrans) 'y sus mezclas (M1: Paviova lutheri-Chaetoceros calcitrans;
M2: Isochrysis sp.-Paviova lutheri; M3: Isochrysis sp.-Chaetoceros calcitrans)
proporcionadas como alimento a semillas de L. (N.) subnodosus.

2.- Conocer la tasa de filtraciéon y la racion alimenticia éptima en semillas de L. (N.)
subnodosus alimentada con tres mezclas de microalgas y cultivada en tres diferentes
temperaturas (23, 26 y 29 °C).

3.- Evaluar la composicion bioquimica (proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos grasos),
el crecimiento y supervivencia en semillas de L. (N.) subnodosus alimentada con tres
mezclas de microalgas y cultivadas en tres diferentes temperaturas.

4.- Estudiar el consumo de oxigeno y la excrecion amoniacal en semillas de L. (NV.)
subnodosus cultivadas en tres diferentes temperaturas.

5.- Evaluar la razon atomica O: N de semillas de L. (N.) subnodosus cultivadas en tres

diferentes temperaturas.
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IIL. HIPOTESIS

La temperatura y el valor nutricional de tres mezclas de microalgas influird en el

crecimiento de L. (N.) subnodosus.

IV. MATERIALES Y METODOS

1V.1 MICROALGAS
IV.1.1 Cultivo de microalgas

Las microalgas utilizadas en el presente trabajo fueron Isochrysis sp. (IS-XI),
Pavlova lutheri (PA-LI) y Chaetoceros calcitrans (CH-CL) que se obtuvieron de la
Coleccion de Microalgas del Departamento de Acuicultura del Centro de Investigacion
Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada (CICESE).

El cultivo de las microalgas se inici6 con indculos sucesivos partiendo de 10 ml de
cultivo y continuando con 100 ml, 2 litros y 15 litros. Las tres microalgas se mantuvieron
bajo condiciones controladas de temperatura (20 °C), salinidad, pH (7.5-8, el cual se
controld con inyeccion directa de CO, por 15 segundos) y luz continua proporcionada por
lamparas fluorescentes (luz blanca fria de 75 Watts).

El agua de mar utilizada en los cultivos de microalgas se filtr6 a través de una serie
de cartuchos de 10, 5 y 1 um. En los cultivos de 10 ml hasta 2 litros, el agua de mar
utilizada se esterilizo previamente en autoclave. El agua de mar en los cultivos de 15 1 se
esterilizd con 3 ml de cloro comercial por litro de agua durante 24 h y se le agregd
tiosulfato de sodio en una proporcién de 150 mg/l de agua de mar para la eliminacién total

del cloro, se proporciono aireacion continua para ayudar al proceso; el aire circuld por
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filtros con carbén activado para evitar contaminaciones posteriores. EI medio de cultivo

utilizado fue el medio “’f /2°’ de Guillard y Ryther (1962), con silicatos para el caso de la

microalga C. calcitrans.

IV.1.2 Determinacion de biomasa.

El cultivo de las microalgas en volimenes de 15 I se inicié con inéculos de 200 x
10° cél-ml™ para cada cepa, se monitoreé diariamente la temperatura y el pH, asi como el
nimero de células. El recuento diario de numero de células se realizd6 en un
hematocitometro de 0.1 mm de profundidad, adaptado con una reglilla. Inicialmente, los
cultivos se mantuvieron en un sistema estatico y una vez alcanzado el numero de células
seleccionado para los experimentos de alimentacion (dentro de la fase de crecimiento
exponencial tardio) se inicio el cultivo semicontinuo, y se aplico una tasa de dilucién del 20
% (determinada en experimentos preliminares). El recuento del nimero de células se
realizo antes y después de la dilucion. EI medio utilizado para la renovacion del cultivo en
cada dilucion fue el medio /27",

Se recolectaron voliimenes conocidos de los cultivos semicontinuos (por triplicado)
cada tercer dia para determinar la biomasa en base a peso seco. Estos se filtraron a través de

filtros Whatman GF/C de fibra de vidrio de 47 mm de diametro, previamente lavados,
incinerados en una mufla a 490 °C y pesados. Al filtrar las muestras se lavaron con
formiato de amonio al 3% para la eliminacion de sales. Los filtros con la muestra se
colocaron en una estufa a 60 °C por 24 h para obtener el peso seco total (PST),

posteriormente se calcinaron en una mufla por 12 h para la determinacion de cenizas y por



diferencia entre el PST y las cenizas se obtuvo el peso seco organico (PSO) (Sorokin,
1973).
1V.1.3 Composicion bioquimica

Los analisis bioquimicos de las microalgas producidas en los cultivos (proteinas,
carbohidratos y lipidos) se realizaron por triplicado, para lo cual se filtraron volimenes
conocidos de cultivo en filtros Whatman GF/C de 25 mm de diametro. Las técnicas
utilizadas fueron: proteinas por el método de Lowry et al. (1951), los carbohidratos se
analizaron por el método colorimétrico del fenol-acido sulfiirico de Dubois et al. (1956),
los lipidos por el método de Pande et al. (1963), previa extraccion con el método de Bligh y
Dyer (1959). Para las curvas de calibracion se usaron como estandares, albumina de bovino

en el caso de las proteinas, glucosa anhidra para los carbohidratos y tripalmitina para los

lipidos.

IV.1.4 Acidos grasos

Para el analisis de los dcidos grasos de la microalga, se tomaron por triplicado
voliumenes conocidos de los cultivos cada tercer dia. Las microalgas cosechadas se
centrifugaron y lavaron con formiato de amonio al 3 % para la eliminacion de sales. Las
muestras obtenidas se almacenaron a -70 °C hasta su anélisis.

La extraccion de los lipidos se realizd por el método de Bligh y Dyer (1959). La
fase lipidica se seco con nitrogeno gaseoso, posteriormente se le agrego el estandar interno
(4cido triheptadecanoico, Cj7,), se sometié a metandlisis con 5 % de HCIl en metanol

durante 2.5 h en bafio Maria a 85 °C (Sato y Murata, 1988). La extraccion de los acidos
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grasos se realizo con hexano grado HPLC y la determinacion por medio de cromatografia
de gases-espectrometria de masas (GC-MS), HP G1800C GCD Series II..

La columna utilizada en el analisis es de tipo capilar, de silice fundido, de 30 m de
longitud, 0.25 mm de didmetro interno y 0.25 mm de espesor de pelicula (Omegawax TM
254).

Las condiciones del anélisis fueron: 1 pl de volumen de inyeccién (como gas
transportador se uso helio con pureza del 99.999 % y flujo de 0.8 ml-min™), una razén de
dispersion de 1:00, el tiempo de no dispersion de un minuto, la temperatura inicial fue de
110 °C durante un minuto y se incrementé 35 °C por min™ hasta alcanzar 200 °C, donde se
mantuvo por 50 min.

Los 4cidos grasos se identificaron comparando los espectros de masas con los
espectros contenidos en la biblioteca de espectros de masas HP (Mass Spectral Libraries,
1998). Esta identificacion se confirmé comparando los tiempos de retencion de los picos
con los tiempos de retencién de una mezcla de 43 estandares comerciales de metil-ésteres

de 4cidos grasos (SIGMA: 189-16, 189-19 y D2534).

IV.2 Cultivo de Lyropecten (Nodipecten) subnodosus (primero y segundo experimento)
1V.2.1 Obtencion y acondicionamiento de semillas.

Las semillas de L. (N.) subnodosus (=4 mm de longitud) se obtuvieron del
Laboratorio de produccion de moluscos perteneciente al Centro de Investigaciones

Biologicas del Noroeste (CIBNOR), localizado en La Paz, B.C.S.
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En este trabajo se realizaron inicialmente dos experimentos para evaluar el efecto de
la temperatura y la dieta sobre el crecimiento de L. (N.) subnodosus. El primer experimento
consistié en evaluar las temperaturas de 23 y 26 °C, y en el segundo experimento se
incluyé una temperatura adicional de 29 °C. La aclimatacion de las semillas a las diferentes
temperaturas, se realizé con un incremento paulatino de la temperatura del agua (2 °C por
dia) hasta alcanzar las temperaturas seleccionadas. Se realizé un tercer experimento para
evaluar el efecto de la densidad de organismos sobre el crecimiento de esta especie, el cual
sera descrito posteriormente.

En el periodo de acondicionamiento, los organismos se colocaron en un sistema
cerrado con inyeccion de aire constante “’air lift”’. Los aireadores se colocaron dentro de
camaras de pléstico de 1 litro, cuyo fondo se reemplazé por una malla de 50 pm. Cada
camara con su aireador se coloco dentro de una cubeta de 10 1 (Figura 1). La aireacion en
el sistema minimizo la sedimentacion del alimento. El agua de mar utilizada en el cultivo
estuvo primeramente en contacto con luz UV y posteriormente se filtro a través de una serie
de cartuchos de 10, 5y 1 pm. Se realizaron diariamente recambios de agua del 50 % y una
limpieza total del sistema cada tres dias para minimizar la contaminacion por heces y
alimento sobrante. Durante el tiempo de acondicionamiento (7 dias) las semillas se

alimentaron con una mezcla de Pavlova lutheri y Chaetoceros calcitrans.
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Camara

aireador

calenta

Figura 1. Sistema cerrado con inyeccion de aire constante usado en el cultivo de L.
(N.) subnodosus durante los experimentos de alimentacion y crecimiento.

IV.2.2 Racion alimenticia y tasa de filtraciéon

Previamente a los ensayos de alimentacion en ambos experimentos se determind la
racion alimenticia Optima y la tasa de filtracion para semillas de L. (N.) subnodosus. Las
raciones probadas correspondieron a 100,000, 200,000 y 400,000 cél-ml™"; las cuales se

suministraron durante dos dias por racion en cada una de las temperaturas (23, 26 y 29 °C +

1°C).
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La tasa de filtracién se determiné aplicando la férmula descrita por Schurink y
Griffiths (1992); para la cual el nimero de células en el sistema después de proporcionada

la racion alimenticia se registrd cada hora hasta que se mantuvo constante:

TF (h )= (log :N| - log eN9) V (1)

TN
Donde N, y N, son la cantidad inicial y final de microalgas, V es el volumen del recipiente

en litros, T es el tiempo en horas y N es el numero de organismos en el recipiente.

IV.2.3 Alimentacion

Una vez terminada la aclimatacion de los organismos a las diferentes temperaturas y
seleccionada la racion alimenticia dptima, se iniciaron los bioensayos de crecimiento, para
lo cual se formaron al azar doce grupos de 100 y 150 organismos (primero y segundo
experimento respectivamente) para cada una de las temperaturas seleccionadas en el
experimento correspondiente. Cada grupo de organismos se coloco en una de las cadmaras y
cubetas del sistema descrito anteriormente (Figuras 2 y 3).

Las tres microalgas utilizadas para la alimentacion se cosecharon en la fase de
crecimiento exponencial tardio y se ensayaron en tres tipos de dietas bialgales, quedando de
la siguiente manera: M1: Paviova lutheri-Chaetoceros calcitrans; M2: Isochrysis sp.-
Paviova lutheri; M3: Isochrysis sp.-Chaetoceros calcitrans.

La alimentacion de L. (N.) subnodosus se realizoé en funcién del tipo de microalga,
por lo cual se utilizaron diferentes proporciones. En las mezclas que contenia la especie C.
calcitrans la proporcion fue de 1:2 (2 proporciones de C. calcitrans) debido a los reportes

de que C. calcitrans contiene hasta un 50% de cenizas y lo que se pretendio es que los



20

organismos se alimentaran con las mismas proporciones de materia organica. Para la
mezcla de especies flageladas (P. lutheri e Isochrysis sp.) se utilizé una proporcion de 1:1.
La racion alimenticia Optima inicial para L. (N.) subnodosus se incrementod
semanalmente un numero de 25,000 cél'ml ™! en funcién de la demanda de alimento de los
organismos en cada tratamiento, para lo cual, diariamente se midié el nimero de células en
las cubetas antes de alimentar a los organismos. Los ensayos de alimentacion tuvieron una

duracion de 6 semanas en el primer experimento y 10 en el segundo.
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Figura 2. Disefio experimental usado en el cultivo de L. (N.) subnodosus durante el
primer experimento de alimentacion y crecimiento.
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Figura 3. Diseflo experimental usado en el cultivo de L. (N,) subnodosus durante el
segundo experimento de alimentacion y crecimiento.

1V.2.4 Mediciones de crecimiento

Al inicio de los experimentos de alimentacién, un lote de 30 y 60 organismos
(primero y segundo experimento respectivamente) se sacrificaron con el objetivo de
conocer los parametros iniciales de longitud (eje dorso ventral), el ancho de la concha (eje
antero posterior), €l peso humedo (PH), el peso seco total (PST) y el peso seco organico
(PSO). Semanalmente se colecté una muestra aleatoria de 28 y 15 organismos (primero y
segundo experimento respectivamente) de cada uno de los tratamientos, se les midi6 la

longitud y el ancho de la concha, asi como el PH. El PST y PSO se obtuvieron
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semanalmente en el primer experimento (16 semillas por tratamiento) y cada dos semanas
en el segundo (24 semillas por tratamiento).

Para conocer los parametros biométricos como longitud y ancho de la concha se
utilizé un microscopio estereoscopico (Zeiss, Stemi 2000-C), adaptado con una reglilla. EI
PH se obtuvo colocando rapidamente a los organismos en un papel secante para retirar la
mayor cantidad de agua, para posteriormente pesarlos por medio de una balanza analitica
Mettler AE 240. El PST y PSO se obtuvieron utilizando el método gravimétrico descrito
por Sorokin (1973), con un periodo de tiempo de dos dias a 60 °C para la obtencién del
peso constante.

La tasa de crecimiento diario (k) se obtuvo al aplicar la formula:

k= In (My/M,)/ t (2)

Donde In= logaritmo natural, M= medicion al dia t, M,= medicion al dia cero,
t=dia.

El porcentaje de supervivencia se registré semanalmente en ambos experimentos.

En el segundo experimento, al inicio y al final del mismo una muestra de 30
semillas se sacrificd con el objetivo de conocer y evaluar la composicion bioquimica
(proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos grasos) del tejido, aplicando los métodos antes

descritos para microalgas.

IV.3 Consumo de oxigeno y excrecion de amonio
El consumo de oxigeno y la excrecion amoniacal se obtuvieron utilizando un
respirémetro semi-abierto provisto con camaras respirométricas de 50 ml (Figura 4). Los

organismos se colocaron al azar en cada camara respirométrica y permanecieron sin
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alimento durante 24 h previas a las mediciones. En el primer experimento se depositaron 15
organismos en cada camara y se instalaron cuatro cdmaras por tratamiento, para el segundo
experimento el numero de organismos se incremento a 20 y las camaras se redujeron a 3
por tratamiento.

Antes de cerrar el flujo de agua de cada camara respirométrica, se colectaron dos
muestras iniciales de agua, una para medir la concentracion de oxigeno disuelto y otra para
conocer la concentracion de amonio. Las camaras se mantuvieron cerradas por 90 min, con
el propdsito de que el contenido de oxigeno disuelto no disminuyera del 30 % debido a que
niveles menores causan estrés en los organismos, el cual afecta los resultados obtenidos de
estos parametros (Stern et al., 1984). Después de este tiempo, se obtuvieron muestras de
agua por el desplazamiento del volumen propiciado al inflar un globo colocado en el
interior de cada cdmara y conectado a través de un sistema de mangueras; una muestra de
agua de 3 ml (para medicion de oxigeno), se colocd en un dispositivo cerrado
herméticamente para evitar variaciones en el contenido de oxigeno, la concentracion de éste
gas disuelto en el agua se midié con un oximetro modelo YSI # 52 provisto de un sensor
polarografico. La tasa de consumo de oxigeno (VO;) se calculé obteniendo la diferencia
entre la concentracion inicial y final de O, y se expresé como mg de Oh'-g-' de peso
seco.

Las muestras de agua inicial y final de 10 ml (para determinar la produccion de
amonio NH4") se obtuvieron de cada camara respiromeétrica en forma similar a la descrita
para las mediciones del consumo de oxigeno. La cuantificacién del amonio se realizé por el
método de azul de indofenol (Rodier, 1978), en donde el contenido de amonio se midid en

un espectrofotémetro (ELYPTICA Modelo ELY-2000) a una longitud de onda de 640 nm.
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La tasa de excrecion amoniacal se calculé obteniendo la diferencia entre la concentracion
inicial y final, y se expresd en mg de NH4h! g'l de peso seco.

En el primer experimento, el consumo de oxigeno y la excrecion amoniacal se
registraron en la segunda, tercera, cuarta y quinta semana. En el segundo experimento las
mediciones se realizaron en las semanas 5 y 10 para los organismos mantenidos a las
temperaturas de 23 y 26 °C, en los mantenidos a 29 °C, solamente se registré una lectura
correspondiente a la segunda semana, debido a las altas mortalidades que se presentaron en
esta temperatura.

La relacion atémica O:N se calculd por medio de los datos del consumo de oxigeno

y de la excrecion de amonio de los organismos aplicando los principios de la termoquimica

respiratoria.
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Figura 4. Respirémetro semi-abierto (A) provisto con cdmaras respirométricas de
50 ml (B) usado en la medicion del consumo de oxigeno y excrecion de
amonio de L. (N.) subnodosus.
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IV .4 Efecto de la densidad de organismos en el cultivo (tercer experimento)

Debido a los resultados obtenidos en el segundo experimento, se hizo necesario
realizar un tercer experimento, con el propdsito de conocer el efecto de la densidad de los
organismos en el cultivo y su influencia en el crecimiento; asi como para confirmar los
resultados obtenidos en el primer experimento.

Las semillas de L. (N.) subnodosus se obtuvieron de la Institucion antes
mencionada. Los organismos se aclimataron durante 3 dias a 23 °C (temperatura
seleccionada en los ensayos anteriores). Durante este periodo, las semillas se alimentaron
con una mezcla de P. lutheri y C. calcitrans.

Una vez aclimatados los organismos se distribuyeron al azar formando 18 grupos:
considerando tres densidades de semillas (40, 80 y 120) y dos dietas de microalgas (M1:
Pavlova lutheri - Chaetoceros calcitrans y M3: Isochrysis sp. — Chaetoceros calcitrans),
con tres repeticiones para cada tratamiento (Figura 5). Los 18 grupos se colocaron en el
sistema descrito anteriormente para los dos primeros experimentos.

La raci6n alimenticia 6ptima inicial fue de 200 x 10* cél-ml” y se increment6
semanalmente de manera similar a los dos primeros experimentos. Las tres microalgas
utilizadas para la alimentacion se cultivaron de la forma descrita anteriormente; de manera
similar, se cosecharon en la fase de crecimiento exponencial tardia y se ensayaron en dos
tipos de dietas bialgales.

El crecimiento de los organismos se obtuvo semanalmente, iniciando con
mediciones de largo y ancho de la concha de 30 organismos, continuando cada semana con

muestras aleatorias de 30 organismos por tratamiento. En relacién al peso humedo (PH),
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peso seco total (PST) y peso seco organico (PSO), un nimero inicial de 30 organismos fue
sacrificado para la obtencion de estos parametros, seguido de mediciones semanales de 9
organismos por tratamiento para la densidad mas baja y de 12 para las densidades de 80 y
120 semillas.

La tasa de crecimiento diario, el porcentaje de supervivencia, el largo y ancho de la
concha, el PH, el PST y el PSO se obtuvieron con los métodos mencionados en los

primeros dos experimentos. El ensayo de densidad tuvo una duracion de 4 semanas.

Figura 5. Disefio experimental usado en el cultivo de L. (N.) subnodosus durante el
experimento de alimentacion y densidad.
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IV.5 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron con el paquete estadistico Statistica y
SismaStat 2.03. Se realizaron pruebas de homocedasticidad de varianzas, asi como de
normalidad e independencia de los datos obtenidos. Para conocer la asociacion entre los
pares de las variables como largo, ancho, PH, PST y PSO se realizaron analisis de
correlacion,

El efecto de la temperatura y el alimento sobre el crecimiento en las semillas de L.
(N.) subnodosus, en base a los parametros antes mencionados asi como en el consumo de
oxigeno, produccion de amonio y la razon O:N se evalu6 por medio de un disefio factorial k
por |, utilizando una Mancova de 2 vias.

La evaluacion de la composicion bioquimica (proteinas, carbohidratos, lipidos y
acidos grasos) en base al peso seco total y peso seco organico de las tres microalgas y sus
mezclas, asi como del tejido de los organismos se realizé por medio de una Ancova de 1 via
para cada una de las variables.

La densidad y el alimento sobre el crecimiento (longitud, ancho, PH, PST y PSO) de
L. (N.) subnodosus se evaludé por medio de un disefio factorial k por 1, utilizando una

Mancova de 2 vias.
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V. RESULTADOS
V.1 Cultivo de microalgas
V.1.1 Sistema semicontinuo

Los cultivos de microalgas en los diferentes experimentos se iniciaron con un
tamafio de inéculo de 300, 000 cél-ml™" alcanzando en Isochrysis sp. el promedio deseado
de 11 x10° cél-ml” el dia 7 del cultivo, en Paviova lutheri de 9x10° cél-ml™ el dia 10 y
para Chaetoceros calcitrans los 13 x10° cél-ml™ el quinto dia. La tasa de dilucién del 20 %
aplicada en los cultivos una vez alcanzada la biomasa seleccionada para cada microalga,
mantuvo estable el numero de células durante la alimentacion de L. (N.) subnodosus
(Figura 6).

Las tasas de crecimiento de las tres microalgas antes mencionadas se muestran en la
Tabla I. Las mayores tasa de crecimiento en los diferentes experimentos se registraron los
primeros dias de cultivo en las tres microalgas. En Isochrysis sp. y C. calcitrans las mas
altas tasas de crecimiento se obtuvieron el dia 2 del cultivo (1.64 £ 0.19 y 2.98 + 0.00
respectivamente), en la microalga P. /utheri la mayor tasa se registré el dia 1 (1.09 =+

0.05).
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Figura 6. Namero de células (x10° cél-ml™) de las microalgas Isochrysis sp. (A),
Pavlova lutheri (B) y Chaetoceros calcitrans (C) mantenidas en sistema
semicontinuo. Datos promedio del primero y segundo experimento.
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Tabla I. Tasa de crecimiento (i) promedio (desviacion estandar entre paréntesis)
en tres especies de microalgas mantenidas en sistema estatico. Datos
del primero y segundo experimento.

DIA Isochrysis sp. Pavlova lutheri Chaetoceros
calcitrans

1 0.76 (0.04) 1.09 (0.05) 0.52 (0.04)
2 1.64 (0.19) 0.60 (0.02) 2.98 (0.00)
3 0.67 (0.36) 0.81 (0.00) 1.01 (0.08)
4 0.68 (0.22) 0.88 (0.03) 1.24 (0.03)
5 1.05 (0.00) 0.29 (0.00)
6 0.15 (0.00) 0.15 (0.03)
7 0.23 (0.00) 0.40 (0.06)
8 0.21 (0.02)
9 0.35(0.01)
10 0.12 (0.04)

V.1.1.1 Peso seco total (PST) y peso seco organico (PSO)

La biomasa promedio en base al PST y PSO de las microalgas Isochiysis sp.,
Paviova lutheri y Chaetoceros calcitrans cultivadas en sistema semicontinuo se muestra en
la Tabla II. Los resultados obtenidos de PST y PSO se mantuvieron estables durante el
experimento de alimentacién de L. (N.) subnodosus. El contenido de ceniza en las tres
microalgas se mantuvo estable durante el experimento de alimentacion, encontrandose los
mayores porcentajes en C. calcitrans (42.00 %). Las microalgas Isochrysis sp. y P. lutheri

registraron valores promedio de 32.55 y 32.88 % respectivamente,
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Tabla II. Peso seco total (PST) en pug'ml™, peso seco organico (PSO) en pg-ml™ y
porcentaje de cenizas de tres especies de microalgas mantenidas en
sistema semicontinuo. ISO: Isochrysis sp.; PA: Paviova lutheri; CH:
Chaetoceros calcitrans. Datos promedio del primero y segundo
experimento. Desviacion estandar entre paréntesis.

PST PSO CENIZAS
(ngml™ (ugml™) (%)
ISO 546.73 (31.76) 363.50 (20.73) 32.55 (4.62)
PA 363.11 (20.52) 242.92 (8.64) 32.88 (2.30)
CH 399.38 (17.43) 234.80 (22.64) 42.00 (5.76)

V.1.1.2 Composicion bioquimica

Los resultados de la composiciéon bioquimica en base al PSO de las microalgas
Isochrysis sp., Pavlova lutheri 'y Chaetoceros calcitrans cultivadas en sistema
semicontinuo se muestra en la Tabla III y I'V. Los resultados en la composicién bioquimica
promedio en base al PSO muestran diferencias significativas en el contenido de proteinas,
carbohidratos, lipidos y 4cidos grasos entre las microalgas (P < 0.05). Los mayores
porcentajes de proteinas se registraron en la microalga Isochrysis sp., seguida de P. lutheri
y C. calcitrans. En relacion al contenido de carbohidratos, los mejores porcentajes se
obtuvieron en la microalga Isochrysis sp. Las diferencias significativas entre microalgas en
relacion a los lipidos mostraron los mejores resultado en C. calcitrans comparada con
Pavilova lutheri e Isochrysis sp.

En relacion a los acidos grasos, los mayores porcentajes de acidos grasos saturados
(SFA) fueron de 55.67 %. Diferencias significativas en el contenido del SFA 14:0 se
encontraron entre las microalgas Isochrysis sp. y C. calcitrans con respecto a P. lutheri (P

< 0.05). Los valores obtenidos en el SFA 16:0 mostraron diferencias significativas entre



32

Isochrysis sp. y P. lutheri con respecto a C. calcitrans (P < 0.05). En relacién al SFA 18:0
los mas altos porcentajes fueron registrados en Isochrysis sp. (P < 0.05) con respecto a C.
calcitrans y P. lutheri, entre estas dos ultimas microalgas no se encontraron diferencias
significativas en el contenido de este 4cido graso (P = 0.05).

En general, el mas alto porcentaje total de acidos grasos monoinsaturados (MUFA)
fue 24.62 %. Los mayores porcentajes del acido graso 16:1 se encontraron en la microalga
C. calcitrans, seguida de P. lutheri y posteriormente de Isochrysis sp. (P < 0.05). En
relacion a los 4cidos grasos 18:1m7 y 18:1w9 los mayores porcentajes se registraron en
Isochrysis sp., seguida de C. calcitrans 'y P. lutheri (P <0.05).

El mayor porcentaje total promedio de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) fue
32.95 %. Los mayores porcentajes de los acidos grasos 18:2, 18:3 y 22:6w3 se registraron
en la microalga Isochrysis sp., seguida por P. [utheri y posteriormente C. calcitrans (P <
0.05). Los mayores porcentajes de los PUFA 18:4 y 20:5w3 se encontraron en la microalga
P. lutheri seguida por C. calcitrans y posteriormente Isochrysis sp (P < 0.05). Los
resultados obtenidos en el contenido del dcido graso 20:4w6 muestran los mayores
porcentajes en la microalga P. lutheri y C. calcitrans con respecto a Isochrysis sp. (P <

0.05).



Tabla III Porcentaje de proteinas, carbohidratos y lipidos en base a peso seco
organico de tres especies de microalgas cultivadas en sistema
semicontinuo. ISO: Isochrysis sp.; PA: Paviova lutheri; CH:
Chaetoceros calcitrans. Letras diferentes en la misma linea indican
diferencias significativas (P < 0.05). a>b>c. Datos promedio del
primero y segundo experimento. Desviacion estandar entre

paréntesis.

Microalgas Proteinas Carbohidratos Lipidos
ISO 49.82 , (0.52) 25.00 , (0.63) 25.18 . (0.89)
PA 48.09 , (0.52) 16.07 ¢ (0.21) 35.87, (0.98)
CH 43.81 . (0.47) 17.85 (0.43) 38.34 , (2.00)

Tabla IV Porcentaje total promedio de acidos grasos de tres microalgas
mantenidas en sistema semicontinuo. ISO: Isochrysis sp.; PA:
Paviova lutheri;, CH: Chaetoceros calcitrans. Letras diferentes
en la misma linea indican diferencias significativas (P < 0.05).
a>b>c. Datos promedio del primero y segundo experimento.

Acidos grasos ISO PA CH
SFA
14:0 24.68 a 20.22 b 25.86 a
16:0 27.00 a 2632 a 2492 b
18:0 3.99a 0.78 b 0.87b
Total 55.67 47.32 51.65
MUFA
16:1 4.00 c 1428 b 18.18 a
18:1w7 7.81a 275¢ 3.2 b
18: 109 7.81a 270 ¢ 322b
Total 19.62 19.73 24.62
PUFA
18:2 5.11a 1.99b 0.72 ¢
18:3 592 a 1.24b 0.76 ¢
18:4 047c¢ 0.76 a 0.82b
20:4 w6 0.89b 191a 1.86a
20:5 o3 095¢ 19.20 a 16.85b
22:6 3 1144 a 7.85Db 272¢
Total 24.71 32.95 23.73

SFA: dcidos grasos saturados; MUFA: icidos grasos monoinsaturados; PUFA: 4cidos
grasos poliinsaturados.
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V.2 Mezclas
V.2.1 Peso seco total (PST) y peso seco organico (PSO)

Los valores de biomasa expresada en PST y PSO de las mezclas utilizadas como
alimento se muestran en la Tabla V. Los porcentajes de cenizas obtenidos en las tres
mezclas se mantuvieron estables durante el experimento de alimentacion, registrandose los

mayores porcentajes en las dietas M1 y M3, las cuales contenian a la diatomea C.

calcitrans.

Tabla V Peso seco total (PST) en pg-ml™, peso seco organico (PSO) en pgml” y
porcentaje de cenizas de tres mezclas de microalgas utilizadas en la
alimentacion de L. (N.) subnodosus. (M1: Paviova lutheri — Chaetoceros
calcitrans; M2: Pavlova lutheri - Isochrysis sp.; M3: Isochrysis sp. —
Chaetoceros calcitrans). Datos promedio del primero y segundo
experimento. Desviacidn estandar entre paréntesis.

MEZCLAS PST PSO CENIZAS
(pgml™) (pgml) (%)
MI 452.29 (68.06) 295.33 (29.35) 34.98 (3.62)
M2 431.53 (44.84) 288.20 (22.55) 32.88 (3.85)
M3 509.68 (52.60) 312.61 (26.34) 37.06 (4.96)

V.2.2 Composicion bioquimica

Los resultados en el contenido bioquimico (proteinas, carbohidratos y lipidos) de las
mezclas en base al PSO se muestran en las Tablas VI. La composicion bioquimica en base
al PSO de las mezclas usadas como alimento para L. (N.) subnodosus registrd diferencias

significativas (P < 0.05). Las dietas M1 y M2 registraron los mayores porcentajes de
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proteinas. Sin embargo, la dieta M1 no mostré diferencias significativas con respecto a M3
(P = 0.05). Diferencias significativas entre las tres dietas se encontraron en el contenido de
carbohidratos y lipidos (P < 0.05), obteniéndose los mejores porcentajes de carbohidratos
en M1 seguida de M3 y M2. En relacion a los lipidos, los mayores porcentajes se

registraron en M3 seguida de M1 y M2 .

Tabla VI Porcentaje de proteinas, carbohidratos y lipidos en base a peso seco
organico (PSO) de tres mezclas de microalgas utilizadas en la
alimentacion de L. (N.) subnodosus (M1: Paviova lutheri — Chaetoceros
calcitrans; M2: Pavlova lutheri - Isochrysis sp., M3: Isochrysis sp. —
Chaetoceros calcitrans). Letras diferentes en la misma linea indican
diferencias significativas (P < 0.05). a>b>c. Datos promedio del
primero y segundo experimento. Desviacion estandar entre paréntesis.

MEZCLAS Proteinas Carbohidratos Lipidos
M1 48.56 4 (1.14) 25.30 , (0.53) 26.14 4, (1.03)
M2 51.96 , (0.36) 23.60.(0.27) 24.44 (1.95)
M3 4741, (0.46) 24.55 4 (0.94) 28.04 , (1.84)

Diferencias significativas en el contenido de los acidos grasos saturados (SFA),
monoinsaturados (MUFA) y poliinsaturados (PUFA) se registraron entre mezclas (P <
0.05) (Tabla VII). Los porcentajes totales de SFA se encontraron en el intervalo de 48.10 a
50.61 %. Los porcentajes del acido graso 14:0 obtenidos en las dietas no mostraron
diferencias significativas entre ellas (P > 0.05). En relacion al acido graso 16:0 los mayores
porcentajes se obtuvieron en M1 y M2 con respecto a M3 (P < 0.05). Los resultados en el
contenido del 4cido graso 18:0 muestran diferencias significativas entre las dietas M2 y M3

con respecto a M1 (P < 0.05).
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La suma total de los MUFA obtenidos en las tres mezclas de microalgas se
encontraron en el intervalo de 17.42 a 28.98 %. Los mayores porcentajes del acido graso
16:1 se encontraron en M1 y M3 (P < 0.05). En relacion a los acidos grasos 18:107 y
18:1m9, los mayores porcentajes se encontraron en M2 y M3 con respecto a M1 (P < 0.05).

Los resultados obtenidos en la suma total de PUFA se encontraron en el intervalo de
22.83 a 31.97 %. Los mayores porcentajes de los acidos grasos 18:2 y 18:3 se encontraron
en M2 y M3 con respecto a M1 (P < 0.05). Los maximos valores del PUFA 18:4 muestran
diferencias significativas entre M2 con respecto a M1 y M3, encontrandose diferencias
significativas también entre estas dos ultimas mezclas (P < 0.05). En relacién al contenido
de los acidos grasos 20:4w6 y 20:5w3 se registraron los mayores porcentajes en MI,
seguida por M2 y posteriormente M3 (P < 0.05). Los resultados en el contenido del PUFA
22:6m03 mostraron diferencias significativas en M2 con respecto a M1 y M3 (P < 0.05),

encontrandose diferencias significativas también entre estas dos ultimas mezclas (P < 0.05).

V.3 Cultivo de L. (N.) subnodosus

Los resultados obtenidos en los experimentos mostraron una correlacion entre los
parametros medidos. Una alta correlacion entre la longitud y el ancho de la concha de L.
(N.) subnodosus se registrd en todos los tratamientos (R* en un intervalo de 0.9955 a
0.9978). Altas correlaciones fueron encontradas también para el peso humedo y peso seco
total las correlaciones (R* en un intervalo de 0.8812 a 0.9144). Las correlaciones obtenidas
entre el peso humedo y el peso seco organico se registraron en un intervalo de 0.7973 a
0.8363. Las mas bajas correlaciones se registraron entre el peso seco total y peso seco

organico con un intervalo de 0.5933 a 0.6402.



37

Tabla VII Porcentaje total de acidos grasos de tres mezclas de microalgas
utilizadas en la alimentacion de L. (N.) subnodosus. (M1: Paviova
lutheri — Chaetoceros calcitrans; M2: Pavlova lutheri - Isochrysis sp.;
M3: Isochrysis sp. — Chaetoceros calcitrans). Letras diferentes en la
misma linea indican diferencias significativas (P < 0.05). a>b>c. Datos
promedio del primero y segundo experimento.

Acidos grasos M1 M2 M3
SFA
14:0 23.58a 22.16 a 23.36a
16:0 2556 a 26.26 a 2243 b
18:0 0.73 b 2.19a 23la
Total 49.87 50.61 48.10
MUFA
16:1 16.01 a 340b 16.45 a
18: 17 2.82b 7.01a 6.28 a
18:1w9 2.79b 7.01 a 6.28 a
Total 21.32 17.42 28.98
PUFA
18:2 1.34b 3.10a 234a
18:3 1.57b 3.60 a 3.13a
18:4 0.66 b 1.88 a 0.44c
20:4 w6 283a 1.69 b 123 ¢
20:5 03 17.29 a 10.20 b 8.44 ¢
22:6 ®3 5.12¢ 11.50 a 7.23 b
Total 28.81 31.97 22.83

SFA: 4cidos grasos saturados; MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA: dcidos grasos
poliinsaturados.
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V.3.1 Tasa de filtracion y Racion alimenticia

Los resultados obtenido en el primero y segundo experimento en relacion a la tasa
de filtracién de L. (N.) subnodosus alimentada con tres mezclas de microalgas en dos
diferentes temperaturas y a tres concentraciones de microalgas se muestran en las figuras 7,
8 ¥ 9. En general, en ambos experimentos indistintamente de las dietas y temperaturas, las
mayores tasas de filtraciobn se observaron durante las primeras horas después de
proporcionar el alimento a los organismos, para posteriormente ir disminuyendo.

Debido a la ausencia de microalgas observadas después de la quinta hora con la
racién de 100 x10° cél'ml”y de una alta produccion de pseudoheces y alimento remanente
en la racion de 400 x10* cél-ml™ posterior a las 24 h en las unidades experimentales tanto
en el primero y segundo experimento, se seleccioné la racién de 200 x10* cél-ml” para los

ensayos de alimentacion en semillas de L (N.) subnodosus.



Hora
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Figura 7. Tasas de filtracion (T.F en L-h*org™) de la almeja mano de leén L. (IV,)
subnodosus alimentada con tres mezclas de microalgas y mantenida a 23
°C. M1: Pavlova lutheri - Isochrysis sp.; M2: Chaetoceros calcitrans—
Isochrysis sp.; M3: Paviova lutheri-Chaetoceros calcitrans. Raciones
alimenticias: 100,000; 200,000 y 400,000 cél-ml’. Primer experimento

(A) y segundo experimento (B).
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Figura 8. Tasas de filtracién (T.F en L-h*org™) de la almeja mano de leén L. (V.)
subnodosus alimentada con tres mezclas de microalgas y mantenida a 26
°C. M1: Paviova lutheri-Isochrysis sp.; M2: Chaetoceros calcitrans—
Isochrysis sp.; M3: Paviova lutheri—Chaetoceros calcitrans. Raciones
alimenticias: 100,000; 200,000 y 400,000 cél-ml”. Primer experimento

(A) y segundo experimento (B).
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Figura 9. Tasas de filtracién (T.F en L-h*org™) de la almeja mano de leén L. (V.)
subnodosus alimentada con tres mezclas de microalgas y mantenida a 29
°C. M1: Paviova lutheri-Isochrysis sp.; M2: Chaetoceros calcitrans—
Isochrysis sp.; M3: Paviova lutheri-Chaetoceros calcitrans. Raciones
alimenticias: 100,000; 200,000 y 400,000 cél-mI™. Segundo experimento.



V.3.2 Crecimiento de L. (N.) subnodosus

V.3.2.1 Longitud y ancho de la concha

42

Los resultados de crecimiento en base a la longitud y el ancho de la concha del

primer experimento se muestran en la Tabla VIII. Los mayores resultados en longitud (eje

dorso-ventral) y ancho (eje antero-posterior) de la concha al final del primer experimento

(6" semana) se obtuvieron en los organismos alimentados con M1 en ambas temperaturas

(P =0.05). Registrandose incrementos de crecimiento de la concha en un intervalo de 235 a

280 % en longitud y de 249 a 307 % en ancho a 23 °C, y de 232 a 280 % de longitud y 243

a 291 % en ancho a 26 °C.

Tabla VIII Promedio final de Longitud (L) y ancho (A) de la concha (en mm), de
L. (N.) subnodosus alimentada con tres mezclas de microalgas (M1:
Paviova lutheri — Chaetoceros calcitrans; M2: Paviova lutheri -

Isochrysis sp.; M3: Isochrysis sp. — Chaetoceros calcitrans) y

mantenida en dos temperaturas. Primer experimento. Los valores
correspondientes al mismo parametro con diferentes letras en la misma
columna y linea muestran diferencias significativas (P < 0.05).
Desviacion estandar entre paréntesis. Longitud inicial= 3 mm.

26 °C
I A L A

M1 8.45 , #33, 8.45, 791,

(1.68) (1.49) (1.68) (1.67)
M2 7.07 6.77 7.004 6.92 1,

(0.86) (0.86) (0.36) (0.20)
M3 7.10 6.79, 7.10 6.60

(1.37) (1.38) (1.77) (1.97)

a>b>c
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Los resultados de crecimiento en base a la longitud y ancho de la concha de L. (N.)
subnodosus en el segundo experimento se muestran en la Tabla IX. Los organismos
cultivados a la temperatura de 29 °C e independientemente de la dieta proporcionada
registraron altas mortalidades las dos primeras semanas de cultivo, por lo cual, los
resultados proporcionados son correspondientes solamente a estas semanas.

Debido a lo anterior, el analisis estadistico se aplico solamente a los resultados en
longitud y ancho obtenidos en los organismos cultivados a 23 y 26 °C, los cuales muestran
diferencias significativas entre dietas y temperaturas (P < 0.05). Los mayores resultados en
longitud y ancho se registraron en los organismos alimentados con M3 (P < 0.05)
independientemente de la temperatura (P > 0.05). Sin embargo, diferencias significativas
entre temperaturas se registraron en los organismos alimentados con M2 (P < 0.05). Donde
los mayores resultados en largo y ancho fueron obtenidos en los organismos mantenidos a
23 °C con respecto a los cultivados en 26 °C (P < 0.05). Registrandose incrementos de
crecimiento de la concha en un intervalo de 262 a 272 % en longitud y de 266 a 278 % en
ancho a 23 °C, y de 252 a 273 % de longitud y 262 a 280 % en ancho a 26 °C.

Los resultados de crecimiento en base a la longitud y ancho promedio de la concha
de L. (N.) subnodosus en el tercer experimento se muestra en la Tabla X. Los valores
registrados en longitud y ancho de la concha de los organismos mostraron diferencias
significativas entre dietas y densidades (P < 0.05). Los mayores resultados se obtuvieron en
los organismos cultivados en la densidad mds pequefia y alimentados con M1 con respecto
a los demas tratamientos (P < 0.05). Registrandose incrementos de crecimiento de la
concha en un intervalo de 234 a 280 % en longitud y de 249 a 307 % en ancho a 23 °C, y de

232 a 280 % de longitud y 243 a 291 % en ancho a 26 °C.
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Tabla IX Promedio final de longitud (L) y ancho (A) de la concha en mm
de L. (N.) subnodosus alimentada con tres mezclas de
microalgas (M1: Pavlova lutheri — Chaetoceros calcitrans; M2:
Pavlova lutheri - Isochrysis sp., M3: Isochrysis sp. —
Chaetoceros calcitrans) y mantenida en tres temperaturas.
Segundo experimento. Los valores correspondientes al mismo
parametro con diferentes letras en la misma columna y linea
muestran diferencias significativas (P < 0.05). Desviacion
estandar entre paréntesis. Longitud inicial= 4 mm.

23°C 26°C *29 °C
L A L A L A

M1 920, 870, 897, 856, 4.64 432
(137) (1.47) (1.07) (0.95) (0.46) (0.46)

M2 931, 891, 884, 850, 4.17  3.88
(125) (1.21) (1.10) (1.04) (0.41) (0.41)

M3 955, 9.08, 956, 9.16, 423  3.94
(1.23) (0.78) (0.96) (0.89) (0.45) (0.39)

*resultados al inicio de la tercera semana.
a>b>c.

Tabla X Promedio final de longitud (L) y ancho (A) de la concha en mm
de L. (N.) subnodosus alimentada con dos mezclas de microalgas
(ML1: Pavlova lutheri — Chaetoceros calcitrans; M3: Isochrysis
sp. — Chaetoceros calcitrans) y mantenida a 23 °C en tres
diferentes densidades (D;=40, D,=80 y D3=120 organismos).
Tercer experimento. Los valores correspondientes al mismo
pardmetro con diferentes letras en la misma columna y linea
muestran diferencias significativas (P < 0.05). Desviacion
estandar entre paréntesis. Longitud inicial= 3.77 mm.

D, D, Ds
L A L A L A

M1 7.09, 678, 6504 6.9 634  6.04
(0.68) (0.68) (0.41) (0.41) (0.30)  (0.30)

M2 652, 621y 627a 5974 6054 5754
(0.41)  (0.42) (0.29) (0.29) (0.32)  (0.33)

a>b>c.
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V.3.2.2 Peso humedo (PH), peso seco total (PST) y peso seco organico (PSO)

Los resultados de crecimiento en base a PH, PST y PSO de los organismos
obtenidos en el primer experimento se muestran en la Tabla XI. Los mejores resultados en
PH y PST al final del primer experimento (6 semana) se obtuvieron en los organismos
alimentados con M1. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre dietas
ni temperaturas (P > 0.05). Registrandose incrementos en PH de 1270 a 1500 % y de 1012
a 1380 % en PST. En relacion al PSO, se encontraron diferencias significativas entre dietas
y temperaturas (P < 0.05), obteniéndose los mayores resultados en los organismos
alimentados con M1 y mantenidos a 23 °C. Los incrementos de PSO se registraron en el

intervalo de 980 a 1585 %.

Tabla XI Promedio final de peso himedo (PH), peso seco total (PST) y
peso seco organico (PSO) en mg de L. (N.) subnodosus
alimentada con tres mezclas de microalgas (M1: Paviova
lutheri — Chaetoceros calcitrans; M2: Paviova lutheri -
Isochrysis sp.; M3: Isochrysis sp. — Chaetoceros calcitrans) y
mantenida en dos temperaturas. Primer experimento. Los
valores correspondientes al mismo pardmetro con diferentes
letras en la misma columna y linea muestran diferencias
significativas (P < 0.05). PHiniciai: 8 mg, PSTipicia: 4 mg y
PSOjniciai: 2 mg. Desviacion estandar entre paréntesis.

M1 M2 M3
23°C
PH 120,(21.5) 106, (19.2) 102, (13.1)
PST 495,(9.7)  41.7,(7.8) 40.5,(7.8)
PSO 31.7,(4.9)  26.24(5.0) 25.4,(4.2)
26 °C
PH 116,(13.0)  107,(17.6) 104, (12.0)
PST 55.2.(7.5)  51.5,(7.6) 50.6,(9.3)
PSO 25.256(3.1)  21.6,(4.1) 19.6, (2.8)

a>b>c
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Los resultados de PH, PST y PSO de los organismos obtenidos en el segundo
experimento se muestran en la Tabla XII. En relacion a las temperaturas de 23 y 26 °C, los
valores obtenidos mostraron diferencias significativas entre dietas y temperaturas (P <
0.05). Los mayores resultados en PH, PST y PSO se registraron en los organismos
mantenidos a 26 °C (P < 0.05) a excepcion de los alimentados con la dieta M2. Los
incrementos en base al PH se obtuvieron en un intervalo de 1752 a 1923 %, para el PST de

2008 a 2182 %, y de 2305 a 2955 % en PSO.

Tabla XII Promedio final de peso himedo (PH), peso seco total (PST) y peso
seco organico (PSO) en mg de L. (V.) subnodosus alimentada con tres
mezclas de microalgas (M1: Paviova lutheri — Chaetoceros calcitrans;,
M2: Pavlova lutheri - Isochrysis sp.; M3: Isochrysis sp. — Chaetoceros
calcitrans) y mantenida en tres temperaturas. Segundo experimento.
Los valores correspondientes al mismo parametro con diferentes letras
en la misma columna y linea muestran diferencias significativas (P <
0.05). PHiniciai: 5 mg, PSTinicial: 3 mg ¥ PSOiniciai: 0.4 mg. Desviacion
estdndar entre paréntesis.

Ml M2 M3
23 °C
PH 88.9,(0.97) 86.65 (1.37) 90.8, (2.24)
PST 54.9, (2.03) 52.5, (1.78) 55.8,(3.70)
PSO 9.32, (0.24) 8.761 (0.36) 10.05 (0.45)
26 °C
PH 94.5,(0.77) 92.6,(0.19) 95.0,(0.15)
PST 56.7,(0.70) 55.5,(0.28) 57.4,(0.47)
PSO 10.6,(0.90) 9.304 (0.16) 11.2,(0.31)
%29 °C
PH 10.71 (0.67) 8.69 (0.23) 10.55 (0.21)
PST 4.22 (0.88) 4.86 (0.71) 4.73 (0.19)
PSO 1.19 (0.54) 1.63 (0.48) 1.86 (0.00)

*resultados al inicio de la tercera semana.

a>b>c.
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Los resultados de crecimiento en base al PH, PST y PSO obtenidos en el tercer
experimento se muestran en la Tabla XIII. Los valores obtenidos en PH, PST y PSO de los
organismos mostraron diferencias significativas entre densidades y dietas (P < 0.05). Los
mayores resultados en PH se obtuvieron en los organismos cultivados en la menor densidad
(40 org) independientemente de la dieta y en los organismos alimentados con M1 en la
densidad media (80 org) (P < 0.05). Los incrementos en PH se obtuvieron en un intervalo
de 497 a 569 %. En relacion al PST y PSO, los mayores resultados se registraron en los
organismos cultivados en la menor densidad y alimentados con M1 (P < 0.05). Los
incrementos en PST se obtuvieron en un intervalo de 441 a 493 %, y de 1127 a 1215 % en
PSO.

Tabla XIII Promedio final de peso himedo (PH), peso seco total (PST) y peso
seco organico (PSO) en mg de L. (N.) subnodosus alimentada con
dos mezclas algales (M1: Pavlova lutheri — Chaetoceros calcitrans,
M3: Isochrysis sp. — Chaetoceros calcitrans) y mantenida a 23 °C
en tres diferentes densidades (D=40, D,=80 y Ds3=120
organismos). Tercer experimento. Los valores correspondientes al
mismo pardmetro con diferentes letras en la misma columna y linea

muestran diferencias significativas (P < 0.05). PHiyiciai: 6.73 mg,
PSTiniciar: 4.11 mg y PSOipiciai: 0.51 mg. Desviacidon estandar entre

paréntesis.
D1 D2 D3

M1
PH 38.30,(0.41) 35.35. (0.35) 34.02. (0.67)
PST 20.29,(0.48) 19.11, (0.21) 18.374:(0.39)
PSO 6.20,(0.07) 5.90, (0.05) 5.704¢ (0.05)

M3
PH 36.30, (0.52) 33.51:(0.33) 33.14.(12.0)
PST 19.23,(0.39) 18.15.4(0.27) 17.284(0.39)
PSO 5.91y(0.08) 5.75.4(0.05) 5.56. (0.09)

a>b>c.
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V.3.2.3 Tasas de crecimiento (k) y supervivencia

Las tasas de crecimiento (k) en base al peso seco organico de las semillas y los
porcentajes de supervivencia obtenidos en el primer experimento se muestran en la Tabla
XIV. Los valores mas altos de k se obtuvieron en los organismos cultivados a 23 °C y
alimentados con las dietas M1 y M2. En relacion a la supervivencia en todos los
tratamientos al final del primer experimento se mantuvo por arriba del 50 %, obteniéndose
en ambas temperaturas los mejores resultados en los organismos alimentados con la dieta

Ml y M2.

Tabla XIV Porcentaje de supervivencia (S) y tasa de crecimiento (k), en base al
peso organico, expresada en pg-d” de L. (N.) subnodosus alimentada
con tres mezclas de microalgas (M1: Paviova lutheri — Chaetoceros
calcitrans; M2: Pavlova lutheri - Isochrysis sp.; M3: Isochrysis sp. —
Chaetoceros calcitrans) y mantenida en dos temperaturas. Primer

experimento.
23°C 26 °C
S k S k
(%) (%)
M1 88.00 0.0613 87.33 0.0603
M2 83.00 0.0613 79.33 0.0567
M3 66.66 0.0605 68.33 0.0543

Las tasas de crecimiento (k) en base al peso seco organico de las semillas y los
porcentajes de la supervivencia obtenidos en el segundo experimento se muestran en la
Tabla XV. Los valores de k registrados en los organismos mantenidos a 29 °C representan
los resultados obtenidos en la segunda semana del experimento. En general, los valores mas

altos de k obtenidos en los organismos cultivados a 23 y 26 °C se registraron en los
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organismos alimentados con la dieta M3. En relacion a los porcentajes de supervivencia,
los organismos mantenidos a 29 °C registraron mortalidades por debajo del 50 % al inicio
de la tercera semana del experimento independientemente de la dieta. En general, los
porcentajes de supervivencia en los organismos a 23 °C y 26 °C al final del experimento
mantuvieron valores por debajo del 50 %, a excepcion de los alimentados con M1 a la
temperatura de 23 °C (51.51 %). Las menores supervivencias en ambas temperaturas se

registraron en los organismos alimentados con M3.

Tabla XV Porcentaje de supervivencia (S) y tasa de crecimiento (k), en base al
AN -1 , :

peso organico, expresada en pg-d” de L. (N.) subnodosus alimentada

con tres mezclas de microalgas (M1: Pavlova lutheri — Chaetoceros

calcitrans; M2: Pavlova lutheri - Isochrysis sp.; M3: Isochrysis sp. —

Chaetoceros calcitrans) y mantenida en tres temperaturas. Segundo

experimento.
23 °C 26 °C *29 °C
S k S k S k
(Y0) (%0) (%)
M1 51.51 0.0457 46.06 0.0475 30.95 0.0815
M2 23.03 0.0448 39.39 0.0456 29.06 0.1040
M3 19.85 0.0467 33.84 0.0483 2.04 0.1134

e resultados al inicio de la tercera semana

Las tasas de crecimiento (k) en base al peso seco organico y porcentaje de
supervivencias de L. (N.) subnodosus obtenidas en el tercer experimento se muestran en la
Tabla XVI. En general, los mas altos valores de k se obtuvieron en los organismos
alimentados con M1 en las tres densidades, registrandose los valores maximos en la
densidad més baja con una tasa de 0.0892 pg-d” en los organismos alimentados con M1 y

de 0.0875 pg-d”' en M2. En relacién a la supervivencia, se registraron valores mayores del
H p ¥y
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50 % en todos los tratamientos con tendencias similares a los resultados obtenidos en la
tasa de crecimiento. En general, se obtuvieron los mayores porcentajes de supervivencia en
los grupos de organismos alimentados con M1 en las tres densidades, registrandose los

porcentajes mas altos en los cultivo con la densidad mas baja de organismos (40 org).

Tabla XVI Porcentaje de supervivencia y tasa de crecimiento (k), en base al peso
organico, expresada en pg-d'] de L. (N.) subnodosus cultivada a 23 °C
en tres diferentes densidades (D;=40, D,=80 y D3=120 organismos) y
alimentada con dos mezclas de microalgas (M1: Paviova lutheri —
Chaetoceros calcitrans; M3: Isochrysis sp. — Chaetoceros calcitrans).
Tercer experimento.

Dy D, D3
S k S k S k
(%) (%) (%)
M1 89.16 0.0892 77.08 0.0874 71.94 0.0862
M3 82.16 0.0875 75.83 0.0865 67.77 0.0853

V.3.2.4 Composicion bioquimica de L. (V.) subnodosus

Los resultados de la composicion bioquimica en base al peso seco organico
(proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos grasos) de L. (N.) subnodosus obtenidos en el
segundo experimento se muestran en las Tablas XVII y XVIII . Los resultados en el
contenido inicial de proteinas registraron valores de 46.15 %, de 29.45 % para
carbohidratos y en lipidos de 24.38 %. Los mayores porcentajes de acidos grasos
encontrados en los organismos corresponden a los acidos grasos saturados con una suma
total de 52.81 % con respecto a los acidos grasos monoinsaturados (15.81 %) y

polimsaturados (31.65 %).
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En relacion a los resultados finales de proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos
grasos de L. (N.) subnodosus se encontraron diferencias significativas en el contenido
bioquimico de las semillas entre temperaturas y dietas (P < 0.05). Los mayores porcentajes
de proteinas se registraron en los organismos alimentados con M1 respecto a M2 y M3 (P <
0.05) independientemente de la temperatura (P > 0.05). Sin embargo, diferencias
significativas en el contenido de proteinas se registraron entre temperaturas en los
organismos alimentados con M2 y M3 (P < 0.05). En relacion al contenido de
carbohidratos, se encontraron diferencias significativas entre dietas pero no entre
temperaturas, obteniendo los mayores resultados en los organismos alimentados con M2 y
M3 con respecto a M1(P < 0.05). Los mas altos porcentajes de lipidos se obtuvieron en los
organismos alimentados con M2 y M3 respecto a M1 (P < 0.05) en ambas temperaturas.
Asimismo, diferencias significativas en el contenido lipidico se registraron en los
organismos alimentados con M1 y mantenidos a 23 °C con respecto a los mantenidos a 26
°C y alimentados con la misma dieta (P < 0.05).

Los porcentajes finales del total de acidos grasos de L. (N.) subnodosus mostraron
en general diferencias significativas entre dietas y temperaturas (P < 0.05). La suma total de
los porcentajes de SFA encontrados en los organismos se registraron en el intervalo de
47.73 a 51.30 % en 23 °C y de 46.91 a 50.76 % para los mantenidos a 26 °C. Los
porcentajes del SFA 14:0 no registraron diferencias significativas entre dietas y
temperaturas (P < 0.05). Los mayores porcentajes del cido graso 16:0 se obtuvieron en los
organismos alimentados con M1 y M2 a 23 °C y en M2 a 26 °C con respecto a las otras

dietas (P < 0.05). En relacién al SFA 18:0 se registraron los mds altos porcentajes en las
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semillas alimentadas con M2 y M3 respecto a M1 (P < 0.05) independientemente de la
temperatura (P > 0.05).

La suma total de los porcentajes de acidos grasos monoinsaturados (MUFA)
obtenidos en la semillas de L. (N.) subnodosus se encontraron en el intervalo de 16.81 a
28.91 % en la temperatura de 23 °C y de 15.63 a 28.49 % en la de 26 °C. Los mayores
resultados del acido graso 16:1 se registraron en los organismos alimentados con M1 y M3
a 23 °C y solamente con M1 a 26 °C (P < 0.05). En relacion a los MUFA 18:107 y 18:09,
los mas altos porcentajes se encontraron en los organismos alimentados con M2 y M3 con
respecto a M1 (P < 0.05) independientemente de la temperatura (P = 0.05).

La suma total de los porcentajes de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) obtenidos
en las semillas de L. (N.) subnodosus se encontraron en el intervalo de 23.35 a 31.87 % en
23 °C y de 23.28 a 33.59 % en la temperatura de 26 °C. Los resultados en el contenido de
PUFA de los organismos mostraron diferencias significativas entre dietas (P < 0.05) pero
no entre temperaturas (P = 0.05). Los mayores porcentajes del acido graso 18:2 se
registraron en los organismos alimentados con M2 respecto a M1 y M3 (P < 0.05).
Asimismo, los mayores resultados en el contenido del PUFA 18:3 se obtuvo en los
organismos alimentados con M2 y M3 respecto a M1 (P < 0.05). En relaci6n al 4cido graso
18:4, los porcentajes mds altos se registraron en los organismos alimentados con M2
respecto a M1 y M3 (P < 0.05). Los mayores resultados en el contenido del PUFA 20:4m6
se obtuvieron en los organismos alimentados con M1 y M2 respecto a M3 (P < 0.05). Los
organismos alimentados con la dieta M1 registraron los mas altos porcentajes del acido

graso 20:5m3 respecto a los alimentados con M2 y M3 (P < 0.05). En relacién al 4cido
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graso 22:6w3, los mayores resultados se obtuvieron en los organismos alimentados con M2

respecto a M1 y M3 (P < 0.05).

Tabla XVII Porcentaje inicial y final de proteinas (A), carbohidratos (B) y
lipidos (C) con base en el peso seco organico de la almeja mano
de leon L. (N.) subnodosus alimentada con tres mezclas de
microalgas (MI: Paviova lutheri- Chaetoceros calcitrans, M2:
Pavilova lutheri -Isochrysis sp.; M3: Isochrysis sp.-Chaetoceros
calcitrans) y mantenida en dos temperaturas. Diferentes letras en
la misma linea indican diferencias significativas (P < 0.05).
Segundo experimento. Desviacion estandar entre paréntesis.

Inicial Final
23°C 26 °C
M1 M2 M3 M1 M2 M3
A 46.15 54.01, 50.77, 4844, 5236, 47.57. 4932,
(l.46) (3.24) (3.21) (1.84) (4.34) (2.51) (2.30)

B 2945 2382, 2554, 26.65, 2479, 26.79, 25.76,
(1.88)  (0.93) (1.92) (1.86) (1.57) (1.18) (1.00)

C 2438 2215, 23.68, 2490, 22.83, 25.62, 24.90,
(124)  (0.97) (1.09) (0.94) (0.81) (1.19) (1.17)

a>b>c.



Tabla XVIII Porcentaje inicial y final del total de acidos grasos de la almeja
mano de leén L. (N.) subnodosus alimentada con tres mezclas de
microalgas (MIL: Pavilova lutheri- Chaetoceros calcitrans; M2:
Paviova lutheri -Isochrysis sp.; M3: Isochrysis sp.-Chaetoceros
calcitrans) y mantenidas en dos temperaturas. Diferentes letras
en la misma linea indican diferencias significativas (P < 0.05).
Segundo experimento.

Inicial Final
23 °C 26 °C
Acidos M1 M2 M3 M1 M2 M3
grasos
SFA
14:0 20.94 23.00a 2239a 22.57a 21.64a 21.74a 21.11a
16:0 24.11 2545a 2598a 22.57b 2446b 26.51a 22.12¢
18:0 775 085b 292a 258a 080b 250a 223a
52.81 4930 5130 4773 4691 50.76  48.46
MUFA
16:1 8.68 16.6la 2.19b 15.85a 17.34a 2.88c 1556b
18:107 342 3.08b 73la 652a 3.18b 6.37a 6.34a
18:109 342 3.08b 73la 652a 3.18b 637a 6.34a
15.81 2277 1681 2891 2371 15.63 28.49
PUFA
18:2 263 178c¢ 3.07a 235b 12lc 343a 232b
18:3 284 145b 334a 330a 127b 3.8la 3.16a
18:4 060 0.77b 197a 06lb 0.62b 2.15a 0.48b
20:4 w6 235 20la 1.82a 142b 24la 193a 1.35b
20:5w3 1293 15.77a 9.92b 7.52¢ 18.33a 10.84b 8.85c¢
22:6w3 1027 6.11c¢ 11.73a 8.13b 551c 11.40a 7.09b
31.65 2791 31.87 2335 2936 33.59 23.28

a>b>c,

54
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V.3.2.5 Produccion de amonio, consumo de oxigeno, y razon O:N.

Los resultados de la produccién de amonio, consumo de oxigeno y razén O:N de L.
(N.) subnodosus obtenidos en el primero y segundo experimento se muestran en la Tabla
XIX, XX y XXI. En general, en ambos experimentos los valores obtenidos en la
produccion de amonio y consumo de oxigeno en base al peso seco total (PST) y peso seco
organico (PSO) de los organismos registran la tendencia de disminuir en las distintas
semanas a traves del experimento.

La mayor produccion de amonio en el primer experimento se registré en el muestreo
realizado durante la segunda semana en ambas temperaturas (23 y 26 °C) disminuyendo
esta produccion en las semanas consecutivas. Los resultados obtenidos en la produccion de
amonio por parte de las semillas mostraron diferencias significativas entre temperaturas y
dietas en las distintas semanas (P < 0.05). Los mas altos valores de produccién de amonio
en base al peso seco total de las semillas en la 2* semana se obtuvieron en los organismos
mantenidos a 26 °C y alimentados con M3 (0.1702 pgNH4h™") con respecto a los demés
tratamientos (P < 0.05). En relacion al PSO de los organismos la mas alta produccion de
amonio se registré en los organismos alimentados con M1 (23 °C) y M3 (26 °C). La
produccion de amonio por parte de los organismos en PST durante la tercer y cuarta
semana mostro los mas altos valores en la temperatura de 23 °C (P < 0.05)
independientemente de la dieta (P > 0.05). En relacion al PSO los mas altos resultados en
ambas temperaturas se registraron en los organismos alimentados con M1 y M2 con
respecto a M3 (P < 0.05) durante la tercer semana y en los alimentados con M1 y M2 a 26
°C para la cuarta semana (P < 0.05). Los resultados de produccién de amonio en PST y

PSO obtenidos durante la quinta semana de experimentaciéon mostraron los mas altos
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valores en los organismos alimentados con M3 a 23 °C y con M1 a 26 °C respectivamente
(P <0.05).

La produccion de amonio en el segundo experimento siguié una tendencia similar a
la obtenida en el primer experimento, registrandose una disminucion en la produccion a
través del tiempo. La mayor producciéon de amonio a 23 y 26 °C se obtuvo en el muestreo
realizado durante la 5" semana. Los resultados mostraron diferencias significativas en la
produccion de amonio de los organismos en PST y PSO entre dietas y temperaturas (P <
0.05). Los valores mas elevados obtenidos durante la 5" semana respecto a la produccion
de amonio en PST y PSO de los organismos se registraron en la temperatura de 23 °C con
la dieta M1 (P < 0.05). Los resultados de produccion de amonio a la 11" semana en PST
mostraron los mas altos valores en las semillas alimentadas con M1 y M2 en ambas
temperaturas (P < 0.05). En relacion a los resultados en PSO de los organismos, se
obtuvieron las mas altas producciones de amonio en las semillas alimentadas con M1 y M2
a 23 °C, asi como en M1 a 26 °C (P < 0.05). La producciéon de amonio por parte de los
organismos mantenidos a 29 °C para la 2 semana del experimento se encontrd en el
intervalo de 0.2150 a 0.2768 pgNH4h"' en PST del organismo y de 1.816 a 2.404
ngNH,h!' en PSO.

La tendencia de los resultados de consumo de oxigeno de los organismos es similar
a la obtenida en la producciéon de amonio, registraindose en ambos experimentos una
disminucion en el consumo de oxigeno a través de los experimentos. Los resultados de
consumo de oxigeno en PST y PSO de los organismos mostraron diferencias significativas

entre dietas y temperaturas en las distintas semanas (P < 0.05).
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Los valores mas elevados del consumo de oxigeno tanto en PST y PSO de los
organismos durante el primer experimento se registraron en la segunda semana. El
consumo mas elevado de oxigeno en PST de los organismos en la segunda y tercer semana
se registraron en las semillas mantenidas a 26 °C (P < 0.05) independientemente de la dieta
(P = 0.05). En relacién al consumo de oxigeno en PSO de los organismos, los valores mas
elevados durante la segunda semana se observaron en las semillas alimentadas con M1 a 23
°C y en las mantenidas a 26 °C independientemente de la dieta (P < 0.05). En la tercera
semana los consumos de oxigeno mas elevados en PSO de los organismos se registraron en
la temperatura de 26 °C (P < 0.05) independientemente de la dieta (P > 0.05). Los
resultados obtenidos en relacion al consumo de oxigeno en PST y PSO de los organismos
en la cuarta semana mostraron los valores mas elevados en las semillas alimentadas con M1
y mantenidas a 26 °C (P < 0.05). En relacion a la quinta semana, los mayores consumos de
oxigeno se obtuvieron en las semillas alimentadas con M1 a 26 °C en base al peso seco
total y a 23 °C en base al peso seco orgéanico (P < 0.05).

Los resultados del consumo de oxigeno en base al peso seco total y peso seco
organico de los organismos durante el segundo experimento mostraron diferentas
significativas entre dietas y temperaturas (P < 0.05). Los mayores consumos de oxigeno en
base al peso seco total de los organismos a la quinta semana se obtuvieron en las semillas
mantenidas a 23 °C (P < 0.05). En relacién al consumo de oxigeno en base al peso seco
organico los mas altos valores se registraron en las semillas a 23 °C y en las alimentadas
con M1 y M2 a 26 °C (P < 0.05). Los consumos de oxigeno obtenidos en la onceava
semana mostraron los mayores resultados en base al peso seco total de los organismos

alimentados con la dieta M1 y M2 a la temperatura de 26 °C (P < 0.05). El consumo de
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oxigeno obtenido en los organismos a 29 °C en la segunda semana se encontrd en el
intervalo de 0.00012 a 0.00016 mlO,-h™ en base al peso seco total y de 0.00115 a 0.00144
mlOy'h™ en base al pEso seco organico.

Los resultados de la razon O:N obtenidos en el primer experimento varian de una
semana a la otra, registrando la tendencia a aumentar a través del tiempo. Los resultados
obtenidos en la razén O:N mostraron diferencias significativas entre temperaturas y dietas
en las distintas semanas (P < 0.05 ). En general, los valores mas elevados de la razén O:N
se obtuvieron en los organismos alimentados con M1 y M2 a 26 °C (P < 0.05).

En relacion a los resultados de la razon O:N obtenidos en el segundo experimento
mostraron diferentas significativas entre dietas y temperaturas (P < 0.05). Los valores de la
razén O:N en la 5 semana se registraron en un intervalo de 0.844 a 0.940. Los valores mas
altos en la 11" semana se registraron en los organismos alimentados con M2 y M3 a 23 °C
(P < 0.05). En relacién a los resultados de la razéon O:N obtenidos a 29 °C en la segunda

semana de experimentacion, los valores se encuentran en el intervalo de 0.646 a 0.791.



Tabla XIX Produccion de amonio (ugNHgh') en base al peso seco total (PST) y
peso seco organico (PSO) de la almeja mano de leén L. (N.) subnodosus
alimentada con tres mezclas de microalgas (M1: Paviova lutheri —
Chaetoceros calcitrans; M2: Pavilova lutheri - Isochrysis sp.; M3: Isochrysis
sp. — Chaetoceros calcitrans) y mantenida en diferentes temperaturas (23, 26
y 29 °C). Primer experimento (A) y segundo experimento (B). Letras
diferentes en la misma columna representan diferencias significativas (P <
0.05). a>b>c>d. Desviacion estandar entre paréntesis.

A)
Semana PST PSO
M1 M2 M3 M1 M2 M3

23 °C 2 0.1441, 0.1349. 0.1308, 1.2317, 0.8450. 0.9905,
(0.001)  (0.002) (0.005) (0.013) (0.016) (0.039)
3 0.1396, 0.1250,, 0.1241,, 0.8850, 0.8426,, 0.7449,,

(0.003) (0.015) (0.003) (0.025) (0.104) (0.020)
4 0.1132, 01209, 01225, 07531y 0.7578,. 0.7287.

(0.002) (0.001) (0.001) (0.018) (0.010) (0.006)
5 0.0859, 0.0908, 0.1160, 0.7440,. 0.7153,c 0.7167

(0.002)  (0.005) (0.002) (0.019) (0.040) (0.017)
26 °C 2 0.1489, 0.1458, 0.1702, 1.0127, 0.9804, 1.2960,
(0.005) (0.002) (0.005) (0.038) (0.015) (0.039)
3 0.0943. 0.1120, 0.1095, 0.8811, 0.8768, 0.7019,

(0.002)  (0.004) (0.004) (0.023) (0.038) (0.026)
4 0.0928, 0.0953, 0.0945, 0.8573, 0.8305,, 0.6943;

(0.003) (0.010) (0.001) (0.028) (0.095) (0.009)
5 0.06924 0.0757,4 0.0826,, 0.8408, 0.7502, 0.6693.

(0.005)  (0.000) (0.002) (0.071) (0.002) (0.019)

B)
Semana PST PSO
Ml M2 M3 M1 M2 M3

23 °C 5 0.2201, 0.1753, 0.1937,  2.508, 1.968, 2220,
(0.014) (0.011) (0.014) (0.163) (0.133) (0.161)

11 0.0245, 0.0240,, 0.0222, 0.1445, 0.1439, 0.1240,

(0.000) (0.000)  (0.000) (0.001) (0.000) (0.001)

26 °C 5 0.15614 0.14694 0.13044 1.948, 2.0354 1.4424
(0.001) (0.006) (0.001) (0.020) (0.095) (0.019)

11 0.0248, 0.0234,, 0.0213. 0.1326,, 0.1274, 0.1090,

(0.000) (0.000)  (0.000) (0.000) (0.002) (0.001)

29 °C 2 0.2768  0.2478 0.2150 2.384 2.404 1.816
(0.021) (0.037) (0.004) (0.188) (0.368) (0.035)
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Tabla XX Consumo de oxigeno (mlOyh™) en base al peso seco total (PST) y peso
seco organico (PSO) de la almeja mano de leén L. (N.) subnodosus
alimentada con tres mezclas de microalgas (M1: Paviova lutheri —
Chaetoceros calcitrans; M2: Pavlova lutheri - Isochrysis sp.; M3: Isochrysis
sp. — Chaetoceros calcitrans) y mantenida en diferentes temperaturas (23, 26
y 29 °C). Primer experimento (A) y segundo experimento (B). Letras
diferentes en la misma columna representan diferencias significativas (P <
0.05). a>b>c>d. Desviacion estandar entre paréntesis.
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A)
Semana PST PSO
M1 M2 M3 M1 M2 M3
23°C 2 7.6x10°,  7.4x10%,  7.3x10°,  0.00065, 0.00058,  0.00055,
(5.3x10°)  (8.2x10°%)  (3.4x10°) (4.5x107) (6.5x107%) (2.6x10™)
3 6.7x10°,  6.9x10°,  6.6x10°, 0.00056, 0.00052, 0.00055,
(5.6x10°)  (4.0x10°)  (1.8x10%) (4.7x10) (3.0x107) (1.5x107)
4 6.6x10°,  6.8x10°,  6.6x10°, 0.00052, 0.00048, 0.00048,
(2.9x10°%)  (2.2x10°)  (2.9x10%)  (2.3x10°)  (1.6x10™%) (2.2x107)
5 6.1x10°,  6.1x10°,  6.1x10°,  0.00070, 0.00059,  0.00049,
(2.1x10%  (2.3x10%)  (2.3x10%)  (2.4x107%) (7.6x107°) (9.9x107)
26 °C 2 8.9x10°,  93x10°,  9.7x10°, 0.00060, 0.00063, 0.00073,
(1.9x107)  (2.5x10%  (1.7x107)  (0.000) (0.000) (0.000)
3 8.2x10°,  8.6x10°,  9.1x10°, 0.00076, 0.00067, 0.00073,
(1.2x10%)  (6.7x10°)  (6.8x10°%)  (0.000)  (5.3x107)  (5.4x10™)
4 7.9x10°,  6.5x10°,  6.0x10°, 0.00073, 0.00056, 0.00059,
(3.5x10°)  (2.3x10%)  (7.1x10%  (0.000) (0.000)  (7.0x107%)
5 7.6x10°,  6.0x10°,  6.1x10°, 0.00051, 0.00047, 0.00041,
(2.5x10%  (7.6x10%)  (9.9x10°) (1.7x10°) (1.7x10°%) (1.6x107)
B)
Semana PST PSO
M1 M2 M3 M1 M2 M3
23°C 5 0.00015,  0.00013,  0.00013,,  0.00180,  0.00148,  0.00150,
(2.3x10:‘) (1.2)(10;5) (9.1)(10;6) (0.000) (0.000) (0.000)
11 2.0x10%,  2.6x107, 2.2x107%, 0.00122,  0.00160,  0.00128,
(5.4x10°%)  (1.4x10%)  (2.5x10%  (3.2x10%)  (8.7x10%)  (1.4x10)
26 °C 5 0.00011,.  0.0001 14, 9.6x107, 0.00142,  0.00152,  0.00107,
(0.0000)  (1.0x107) (0.0000) (0.000) (0.000) (0.000)
11 8.8x10°,  9.0x107, 1.1x10°, 47x10%,  4.9x10°,  5.9x107,
(0.0000)  (3.4x10°)  (2.4x10) (0.0000)  (1.8x10°)  (1.2x10%
29°C 2 0.00016 0.00012 0.00013 0.00144 0.00124 0.00115
(3.0x10°%)  (7.9x10%) (0.0000) (0.000) (7.7x10°%) (0.000)




Tabla XXI Razén O:N en base al peso seco total de la almeja mano de leén L. (NV.)
subnodosus alimentada con tres mezclas de microalgas (M1: Paviova lutheri
— Chaetoceros calcitrans; M2: Pavlova lutheri - Isochrysis sp.; M3:
Isochrysis sp. — Chaetoceros calcitrans) y mantenida en diferentes
temperaturas (23, 26 y 29 °C). Primer experimento (A) y segundo
experimento (B). Letras diferentes en la misma columna representan
diferencias significativas (P < 0.05). a>b>c>d. Desviacion estandar entre

paréntesis.
A)
Semana Razon O: N
M1 M2 M3
23°C
2 0.665 (0.04).  0.688 (0.07). 0.697 (0.04) .
3 0.606 (0.05), 0.689 (0.10), 0.672 (0.03)},
4 0.732 (0.02)p.q  0.703 (0.03)g  0.672 (0.03)4
5 0.889 (0.04),. 0.850 (0.07) 0.657 (0.03)q
26 °C
2 0.748 (0.18),,  0.803 (0.21),  0.712 (0.12)y
3 1.088 (0.17),  0.963 (0.08),  1.046 (0.07),
4 1.073 (0.49), 0.852 (0.30),,  0.804 (0.09)pg
5 1.370 (0.09),  0.989 (0.12),  0.930 (0.14),
B)
Semana Razon
O:N
Ml M2 M3
23 °C
5 0.900 (0.06),  0.940 (0.05),  0.844 (0.01),
11 1.051 (0.27),  1.386 (0.06), 1.284 (0.12),
26 °C
3 0.916 (0.00),  0.937(0.02),  0.928 (0.01),
11 0.443 (0.00)¢  0.480(0.01)¢  0.680 (0.01),
29 °C
2 0.757 (0.09) 0.646 (0.08) 0.791 (0.01)
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VI. DISCUSION

El uso de microalgas vivas como alimento en algunas especies de organismos
acuaticos son parte primordial de su cultivo. En especifico se encuentra el caso de los
moluscos bivalvos cuyo tnico alimento en el medio natural se compone de fitoplancton,
por lo cual las microalgas forman la parte medular de su alimentaciéon y por ende de su
crecimiento, por tal motivo es necesario seleccionar las especies de microalgas que
satisfagan los requerimiento nutricionales de cada una de las especies de bivalvos que se
cultiven (Brown et al., 1989).

El valor nutricional de las microalgas se relaciona con el contenido de sus
componentes bioquimicos como las proteinas, carbohidratos, lipidos, acidos grasos y
vitaminas. La calidad y cantidad de estos componentes depende de diversos factores entre
los que se encuentran la temperatura, el medio de cultivo, la fase en la cual se cosechan las
microalgas, la intensidad de la luz y la especie de microalga (Reyes Zamorano, 2002;
Guevara-Ponce, 2002). Estos factores influyen también en el crecimiento de las microalgas,
lo cual se ve reflejado en sus tasas de crecimiento y en el tiempo en el que tardan en
alcanzan las diferentes fases de crecimiento (Cury y Roy, 1989; Dubinsky et al., 1995). En
el presente trabajo, las diferencias obtenidas en las tasas de crecimiento entre las tres
microalgas confirman el efecto de la especie sobre el crecimiento.

Se ha demostrado que las microalgas pertenecientes al género Chaetoceros registran
altas tasas de crecimiento (Angulo-Escarsega, 2001; Guevara-Ponce, 2002). Asimismo, en
cultivos de Chaetoceros calcitrans se han obtenido concentraciones celulares de mas de 16
x10°® cel'ml” en la fase de crecimiento exponencial (Cerdn-Ortiz, 2000). Resultados

similares fueron obtenidos en el presente trabajo, donde C. calcitrans alcanzo la fase tardia
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de crecimiento exponencial en un periodo de tiempo mas corto que Isochrysis y P. lutheri.
Lo anterior se debe a que C. calcitrans registrd las mayores tasas de crecimiento. Los
menores resultados en el crecimiento celular y en las tasas de crecimiento fueron
registradas en los cultivos de Paviova lutheri, los cuales se deben a sus capacidades de
crecimiento. Las concentraciones celulares y las tasas de crecimiento registradas en los
cultivos de las tres microalgas en los diferentes experimentos se encontraron en el rango
promedio de las utilizadas por Cerdén-Ortiz (2000) y Burguefio-Loaiza (2002) bajo
condiciones similares de cultivo. Sin embargo, Angulo-Escarsega (2001) en volimenes
mayores de 380 litros obtuvo menores tasas de crecimiento y bajas concentracién en
cultivos de la microalga Chaetoceros spp. Debido a lo anterior, las variaciones encontradas
entre las concentraciones celulares y las tasas de crecimiento de las microalgas en este
trabajo con las registradas por otros autores son consecuencia de las diferentes condiciones
de cultivo utilizadas en cada una de las investigaciones. Debido a lo anterior, las
variaciones encontradas entre las concentraciones celulares y las tasas de crecimiento de las
microalgas en este trabajo con las registradas con otros autores son consecuencia de las
diferentes condiciones de cultivo utilizadas en cada una de las investigaciones.

De manera similar el contenido bioquimico de las microalgas es afectado por las
condiciones de cultivo seleccionadas en cada trabajo experimental. Sin embargo, uno de
los principales objetivos en el cultivo de organismos es el hecho de mantener de manera
estable la composicion bioquimica del alimento (microalgas), asegurando con ello que se
este proporcionando la misma calidad nutricional a los organismos durante el cultivo. Una
de las formas de obtener una estabilidad en la composicion bioquimica de las microalgas es

manteniendo la fase de crecimiento seleccionada durante el periodo de alimentacién de los
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animales, lo cual es logrado al realizar recambios del cultivo de microalgas y renovar con
medio de cultivo nuevo rico en nutrientes. Lo anterior es definido como tasa de dilucion, la
cual es diferente en cada una de las microalgas y depende de manera importante de las
condiciones de cultivo, asi como del efecto de estas ultimas en la tasa de crecimiento de las
microalgas. En el presente trabajo, la tasa de dilucién correspondiente al 20 % del volumen
del cultivo mantuvo en la fase de crecimiento exponencial tardia los cultivos de microalgas
y sostuvo estable la composicion bioquimica de las tres microalgas durante los ensayos de
alimentacion. La tasa de dilucion seleccionada para este trabajo estuvo basada en estudios
previos con estas microalgas (Gonzalez 1991; Brown et al., 1993; Ceron-Ortiz, 2000).

El contenido de proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos grasos depende de la
especie de microalga y de la fase de crecimiento en la cual se realiza la cosecha, asimismo
es afectado por las condiciones de cultivo como la intensidad de luz y la temperatura
(Trujillo Valle y Voltolina, 1994; Burgueiio-Loaiza, 2002). El mayor contenido proteico en
el cultivo de microalgas se obtiene generalmente en su fase de crecimiento exponencial
disminuyendo progresivamente en las fases posteriores, siendo los carbohidratos y lipidos
los que se encuentran en mayor proporcion en estas etapas del cultivo (Fidalgo ef al., 1998).
Debido a lo anterior y al hecho de que los requerimientos proteicos en etapa de semilla son
més altos se decidié mantener los cultivos de microalgas en la etapa de crecimiento
exponencial tardia realizando la cosecha en esta fase.

Las microalgas Chaetoceros calcitrans, Isochrysis sp. y P. lutheri son tres especies
con elevado valor nutricional (De Pauw y Persoone, 1988; Ward et al, 1992). Siendo estas
dos ultimas las que contienen un elevado porcentaje de proteinas y acidos grasos esenciales,

lo cual fue corroborado en los diferentes experimentos realizados en este trabajo. Los
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porcentajes de proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos grasos registrados en C. calcitran,
Isochrysis sp. y P. lutheri se encuentran en el rango obtenido por Renaud et al. (1999),
Ceron-Ortiz (2000), Pérez-Martinez (2002) y Tonon et al. (2002). Sin embargo, se
registraron algunas diferencias en el contenidos bioquimico de las microalgas con respecto
a otros autores, las cuales pueden ser debidas a las caracteristicas especificas de cultivo de
cada autor (Nikos y Lucas, 2000a).

El formular dietas con mas de una especie de microalgas en base al peso seco
organico, elimina el error relacionado con el contenido de elevados porcentajes de cenizas
que se obtienen en algunas especies de microalgas, debido principalmente a que poseen una
cubierta celular silicea como lo es la diatomea Chaetoceros calcitranscon. En relacion a P.
lutheri e Isochrysis sp. son microalgas que presentan bajos contenidos de cenizas. Brown et
al. (1989) registraron valores de entre el 6 y 9 % respectivamente. Sin embargo, se ha
observado que el aplicar un inadecuado tratamiento de lavado al momento de filtrar
microalgas que no cuentan con cubierta celular silicea da como resultado un alto contenido
de cenizas, debido a los residuos de sales provenientes del cultivo que se quedan en el filtro
(Gonzalez, 1991). En general durante el presente estudio, se registraron elevados
contenidos de ceniza independientemente de la especie de microalgas, indicando con ello la
presencia de sales en los filtros. De manera similar, los porcentajes de cenizas obtenidos en
las mezclas de microalgas utilizadas como alimento para L. (N.) subnodosus fueron
elevados, lo cual sugiere que el lavado de los filtros conteniendo a las mezcla de microalgas
también fueron insuficientes dando como resultado un alto contenido de sales. Sin
embargo, las proporciones de cada una de las microalgas en las dietas fueron seleccionadas

en base a trabajos previos, en donde no se registraron altos contenidos de cenizas en las dos
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microalgas flageladas y en los cuales se confirmé que el género Chaetoceros si contiene un
elevado contenido de cenizas ( Brown ef al, 1989; Renaud et al., 1999). Asimismo, la
expresion de los resultados sobre el contenido bioquimico existente en las microalgas y
organismos en base al peso seco organico de los mismos evitd una posible sobreestimacién
en los resultados de la composicion bioquimica.

La eleccion de dietas compuestas por mas de una microalga para la alimentacién de
L. (N.) subnodosus fue debido al hecho de que el uso de este tipo de dietas incrementa el
valor nutricional del alimento que se esta proporcionando al organismo (Basch, 1996). Lo
anterior puede ser el resultado de conjuntar los elementos nutricionales de mas de una
especie de microalgas en la dieta, con lo cual se mejora los porcentajes de los componentes
0 bien se elimina el déficit de alguno de ello que se encontraba en cantidades menores
(Martinez et al., 2000; Nikos y Lucas., 2000a). La composicién bioquimica de cada una de
las dietas utilizadas en los ensayos de alimentacién en este trabajo fue afectada por la
composicion bioquimica de las microalgas presentes en ellas. El alto contenido de proteinas
y acidos grasos poliinsaturados principalmente el 20:4w6 y el 20:503 en P. lutheri dio
como resultado la diferencia en el contenido de estos componente en las dietas que
contenfan esta microalga. Resultados similares se obtuvieron en las dietas que contenia la
microalga Isochrysis sp. y C. calcitras en relacién con la presencia de carbohidratos, lipidos
y el dcido 22:60 3. Lo cual confirma el hecho de que al formular dietas con mas de dos
microalgas enriquece la constitucion de sus componentes bioquimicos.

Asimismo, se ha observado que la composicién bioquimica de la dieta influye en el
contenido bioquimico de los organismos (Flores-Vergara et al., 2004). En el presente

estudio, la composicién bioquimica de las dietas influyé en el contenido de cada uno de los
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elementos bioquimicos (proteinas, carbohidratos y lipidos) en las semillas de L. (N.)
subnodosus, indicando con ello que las dietas proporcionaron los nutrientes necesarios para
el organismo aunque en concentraciones diferentes dependiendo de la dieta proporcionada
como alimento. El efecto del contenido de los acidos grasos en la dieta sobre la
composicion de estos elementos en las semillas de L. (N.) subnodosus también fue notado
en los experimentos de alimentacion. Los porcentajes de los acidos grasos poliinsaturados
18:2, 18:3, 20:4w6, 20:5m3 y 22:6m3; asi como del acido graso monoinsaturado 16:1 y el
acido graso saturado 18:0 obtenidos en semillas de L. (N.) subnodosus cultivadas en
algunos tratamiento fueron menores al final del experimento que al inicio del mismo, lo
anterior puedo deberse a la utilizacién de estos acidos grasos de manera especifica en
algunas funciones del metabolismo de L. (N.) subnodosus como lipidos estructurales en las
membranas celulares y en forma de sustratos metabdlicos de energia. Reacciones de
elongacion y desaturacion de acidos grasos de 18 carbonos para formar acidos grasos de
cadena larga (20 carbonos) han sido registradas en otras especies de moluscos bivalvos. En
el presente trabajo la disminuciéon en el contenidos final de algunos 4cidos grasos
poliinsaturados de mas de 20 carbonos en el tejido de los organismos con respecto al inicio
del experimento, sugiere que a pesar de que el contenido de estos 4cidos es alto en algunas
dietas (M1 y M2) fueron necesarios los procesos de elongacion y desaturacién por parte de
los organismos para cubrir sus requerimiento. Lo anterior puede ser un indicativo de que L.
(N.) subnodosus requiere altas cantidades de estos acidos grasos.

Ademas del efecto de la composicion bioquimica del alimento sobre el contenido
bioquimico de los organismos mencionada anteriormente, se ha observado que la

temperatura influye en el contenido de las diferentes clases de acidos grasos en los
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organismos (Hazle, 1995). En general, el contenido de acidos grasos saturados es mayor en
organismos de aguas mas templadas y la proporcion de acidos grasos insaturados se
incrementa en temperaturas frias, esto ultimo ocurre para mantener la fluidez de la
membrana celular (Khériji ef al., 2003; Flores-Vergara et al., 2004). En el presente trabajo
las proporciones de las diferentes clases de acidos grasos concuerdan con lo referido por
otros autores, en relacion a que el contenido de acidos grasos insaturados fue menor que el
de los saturados debido al hecho de que L. (N.) subnodosus se cultivo en temperaturas
templadas.

Se ha encontrado que ciertos acidos grasos influyen de manera importante en el
metabolismo de los organismos (Sargent ef al., 1995). Asimismo, altos contenidos de
acidos grasos en la dieta de los organismos tiene un efecto positivo en su crecimiento, lo
cual ha sido registrado en moluscos bivalvos (Flores-Vergara et al., 2004). Como ya se ha
mencionado anteriormente los 4cidos grasos de la familia de los poliinsaturados
principalmente el araquidénico (20:4w6), eicosapentanoico (20:5 m3) y el docosahexanoico
(22:6 w3) han reflejado en diversos estudios de alimentacion que son parte fundamental
para incrementar el crecimiento de ciertos organismos (Harel ef al., 2002; Sargent et al.,
2002). Los estudios sobre el efecto de los acidos grasos poliinsaturados en algunas
especies de organismos bivalvos muestran que la presencia de los 4cidos grasos 20:503 y
22:6 o3 es determinante en el incremento de las tasas de crecimiento de estos organismos.
Sin embargo, hay que recordar que los requerimientos nutricionales son diferentes en las
distintas etapas de desarrollo y principalmente en cada una de las especies de organismos
(Domingues et al. 2003). El acido graso 20:4 w6 ha sido relacionado principalmente con

organismos de agua dulce y su importancia radica en que es precursor de eicosanoides
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fisiolégicamente activos como las prostaglandinas; las cuales son utilizadas para la inducir
los desoves en peces (Sargent ef al., 1995) y en la regulacion hormonal (Won y Orth,
1994). Ademas, en tejidos de peces el acido 20:4w6 se localiza casi exclusivamente en la
posicion 2 de la molécula de glicerol dentro del inositol de los fosfolipidos el cual tiene un
rol critico en algunas areas de sefiales de transduccion celular (Sargent et al., 1989).
Aunque se ha observado que la cantidad necesaria del acido 20:4w6 en peces es muy
pequefia y por ello se ha disminuido su importancia en el desarrollo de los organismos. Bell
y Sargent (2003) sugieren que en estadios especificos de los peces altos niveles son
requeridos para contrarrestar periodos de estrés salino, asi como para obtener altas tasas de
supervivencia y crecimiento, resultados similares fueron obtenidos por Harel et al. (2002).
Otra de sus importantes funciones en los organismos es su influencia en la fluidez de la
membrana celular y su relacion con el colesterol. Lo anterior se relaciona al hecho de que
los acidos grasos son componentes de los fosfolipidos, por lo cual pueden influenciar los
procesos de trasporte de iones modulando la actividad enzimatica (Brasitus et al., 1985).
Asimismo, se ha observado que el colesterol actia como una molécula moderadora
produciendo estados intermedios de fluidez, y por lo tanto junto con la presencia de acidos
grasos poliinsaturados como el 20:4 w6 y 20:50w3 influyen en la permeabilidad de la
membrana plasmatica resultando en un optimo transporte de nutrientes a las diferentes
células del cuerpo del organismo (Martin, 1982; Parker-Barnes ef al., 2000). Ademas, se
conoce que el colesterol es utilizado en otros procesos fisiolégicos como la reproduccion,
debido a su papel de precursor de hormonas (Thompson et al., 2003). En el caso de la
almeja mano de leon L. (N.) subnodosus a pesar de no ser una especie de ambiente

dulceacuicola, la presencia de los acidos grasos poliinsaturados (20:4w6 y 20:503) y su
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relacion con el colesterol al parecer influyeron de manera positiva en su crecimiento,
demostrando que para esta especie grandes porcentajes del dcido 22:6m3 no son necesarios
durante la etapa de semillas. Lo anterior puede explicar los resultados obtenidos en el
primer experimento, donde los mejores crecimiento registrados en de L. (N.) subnodosus
fueron en las semillas alimentadas con las mezclas que contenia la microalga Paviova
lutheri, cuyos porcentajes de los dcidos 20:4w6 y 20:5w6 fueron superiores a Isochrysis sp.
y Chaetoceros calcitrans. Resultados similares en semillas de L. (N.) subnodosus fueron
obtenidos por Cerdn-Ortiz (2000) en condiciones de cultivo semejantes al presente trabajo.
Sin embargo, los resultados obtenidos en el segundo experimento de crecimiento,
mostraron que los maximos crecimientos fueron obtenidos en los organismos alimentados
con la dieta M3 que no contenia la microalga Paviova lutheri, seguida por las dos dietas en
las cuales se encontraba esta microalga. Lo anterior puede haberse debido al hecho de que
al inicio del segundo experimento se registraron altas mortalidades en los tratamientos con
M3, lo cual dio como resultado una variacién en la densidad de organismos entre los
diferentes tratamientos de alimentacion. Por lo tanto hubo la necesidad, de realizar un tercer
experimento en donde se confirmo que la densidad de organismos en el cultivo tiene un
efecto sobre el crecimiento de L. (N.) subnodosus a la par de la calidad nutricional del
alimento y la temperatura. Estos resultados concuerdan con los realizados por otros autores
con diferentes especies de organismos, donde se ha observado que la densidad en los
cultivos tiene un efecto significativo en sus tasas de crecimiento y en la supervivencia.
Browne et al. (2003) registraron altas mortalidades, bajas tasas de metamorfosis y lento
crecimiento de Litoria aurea cuando se cultivo en altas densidades. En peces se han

registrado bajos crecimientos en larvas de Paralichthys dentatus (King et al., 2000) y alta
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predisponibilidad a enfermedades ocasionada por estrés en Plecoglossus altivelis (Iguchi
et al., 2003) cuando los organismos son cultivados en altas densidades. Asimismo, en
juveniles de cefalopodos como Sepia officinalis se ha obsevado el efecto de la densidad
sobre el crecimiento descrito anteriormente (Dominguez et al., 2003). En moluscos se ha
observado también el efecto negativo de altas densidades sobre el crecimiento de este grupo
de organismos. Huchette et al. (2003) obtuvieron un efecto negativo en el crecimiento de
Juveniles de abulon (Haliotis rubra) cultivados a altas densidades. Ortiz-Cuel (1994)
registr6 altas mortalidades en los cultivos larvarios de L. subnodosus con las densidades
mas elevadas. En el experimento de densidad realizado en este trabajo, se confirmo que los
mejores resultados en el crecimiento de semillas de L. (N.) subnodosus se obtienen en las
densidades mas pequeiflas y principalmente cuando se alimenta con las dietas que contienen
altos contenidos de proteinas y é&cidos grasos poliinsaturados (20:4w6 y 20:5w3),
biomoléculas importantes en el desarrollo y crecimiento de los organismos.

El efecto de la temperatura en el crecimiento de los organismos es otro factor que
debe de tomarse en cuenta en el cultivo de bivalvos, debido a que aumenta o disminuye las
tasas de crecimiento de los organismos (Sicard er al., 1999). En el presente trabajo, el
efecto de la temperatura sobre el crecimiento de L. (N.) subnodosus fue registrado
principalmente en los resultados de crecimiento en base al peso seco organico en el primer
experimento y en general en todos los pesos (humedo, seco total y seco organico) en el
segundo experimento con las temperaturas de 23 y 26 °C. Estas minimas diferencias entre
los dos experimentos, pueden indicar que factores no controlados al momento de realizar
los ensayos pudieron influir en el resultado obtenido en cada experimento. Por ejemplo, en

granjas de camardn cuando se usa semilla capturada del medio natural se han obtenido
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variaciones en los resultados de crecimientos en diferentes ciclos de produccion dentro de
la misma granja, lo cual puede ser debido a la diferencia genética (genotipos) entre los
estocks de las semillas utilizadas en cada ciclo, dando como resultado variaciones en la
respuesta de la media general de los organismos a los rangos Optimos de temperatura
(Coman et al., 2002). Los resultados obtenidos en el crecimiento en base a la longitud y
ancho de la concha de L. (N.) subnodosus tanto en el primer y segundo experimento de este
trabajo en la temperatura de 23 y 26 °C indican que hubo un efecto de la temperatura sobre
estos parametros de crecimiento. Se ha observado que cuando los organismos se cultiva
fuera del rango optimo de temperatura para su crecimiento resulta en una disminucion en
las tasas de crecimiento de los mismos, debido al hecho de que la energia proporcionada
por el alimento es dirigida al mantenimiento de las principales funciones metaboélicas y por
lo tanto el crecimiento pasa a un segundo termino (Widdows, 1978a). Algunas especies
logran sobrevivir a los cambios ambientales a través de compensaciones fisiologicas, las
cuales son una medida de su capacidad de adaptacion a las fluctuaciones de medio. La
escalopa L. (N.) subnodosus es un organismo que se localiza en un rango de temperatura
entre los 10 y 27 °C, por lo cual en este trabajo, el efecto de las temperaturas de 23 y 26 °C
no tuvieron un efecto marcado sobre su crecimiento y supervivencia en estas temperaturas.
Sin embargo, los resultados de crecimiento obtenidos en el segundo experimento con los
organismos mantenidos a 29 °C muestran un gran efecto de esta temperatura con respecto a
la de 23 y 26 °C. Ademas, se registraron altas mortalidades en todos los tratamientos
mantenidos a esta temperatura (29 °C) a partir de la segunda semana del cultivo. Lo anterior
sugiere que la temperatura de 29 °C se encuentra fuera del rango éptimo de crecimiento

para L (N.) subnodosus en costas mexicanas y que la aclimatacion de los organismos a esta
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temperatura no logré un incremento en su rango optimo de temperatura, Los resultados
obtenidos en este trabajo son similares a los obtenidos en los laboratorios de cultivo de
moluscos bivalvos del Centro de Investigaciones Biologicas de Noroeste en La Paz Baja
California, en donde se obtuvieron mortalidades mayores del 50 % en temperaturas
superiores a los 30 °C (Robles, com. personal). Esto confirma el hecho de que L. (N.)
subnodosus no es capaz de regular sus procesos metabdlicos a temperaturas superiores a 27
°C y por lo tanto la descompensacién producida por altas temperaturas con lleva a la muerte
del organismo. La variacion entre los resultados de crecimiento obtenidos en base al largo
y ancho de la concha con respecto a los diferentes pesos, nos indican que es necesario
conocer de manera individual el efecto de cualquier variable del cultivo sobre los distintos
parametros de crecimiento.

Asi como también es necesario conocer la relacion entre ellos antes de seleccionar
algiin parametro como indicador del crecimiento. En el presente estudio, se realizaron
diversos analisis de correlacion entre los parametros de crecimiento, obteniendo una alta
correlacion entre el largo y ancho de la concha de L. (N.) subnodosus, lo anterior indica que
el uso de cualquiera de estos dos parametros es suficiente como indicador del crecimiento
de la concha. Correlaciones similares fueron obtenidas por De la Roche et al. (2002) entre
el largo y ancho de larvas y post-larvas de Nodipecten (Lyropecten) nodosus con valores de
R? iguales a 0.98 y 0.96 respectivamente. Asimismo, en el presente estudio se obtuvieron
altas correlaciones entre el peso humedo tanto con el peso seco total como el peso seco
organico, lo cual sugiere la posibilidad de utilizar el peso himedo como indicador de
crecimiento sin necesidad de sacrificar organismos de manera continua para la obtencién

del peso seco total y peso seco organico. Sin embargo, las bajas correlaciones entre el peso
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seco total y el peso seco organico, asi como entre la longitud de la concha y los diferentes
pesos, muestran que si lo que se necesita es obtener de una forma precisa el efecto de
alguna variable sobre el crecimiento de L. (N.) subnodosus es recomendable conocer de
manera individual su influencia sobre cada uno de los parametros de crecimiento.
Asimismo, el efecto de la temperatura y la calidad nutricional del alimento tienen un
efecto en las tasas de crecimiento de los organismos (Nakamura et al., 2002). Sin embargo,
las diferencias en las tasas de crecimiento registradas entre autores se deben a factores
como la especie, el estadio de crecimiento y a la formula empleada para evaluar este
parametro. La cantidad de alimento disponible, es otro factor que influye en las tasas de
crecimiento de los organismos, se ha observado que cuando la cantidad de alimento es el
Optimo se registran incrementos en las tasas de crecimiento de los organismo (Steffani y
Branco, 2003). Racotta ef al. (2003) registraron en la escalopa Nodipecten (Lyropecten)
subnodosus una tasas de crecimiento en longitud de 0.25 mm-d”' durante el primer afio y de
0.22 mm-d”" durante el segundo; y en relacion al peso del organismo un incremento de 1.4 a
5.8 g'm™'. Resultados similares fueron obtenidos por Garcia-Dominguez et al. (1992). Las
diferencias entre las tasas de crecimiento antes mencionadas reflejan la influencia de la talla
y el estado reproductivo de N. (L.) subnodosus sobre este parametro. Los resultados en
relacion a las tasas de crecimientos en base al peso seco organico de L. (N.) subnodosus
obtenidos en el presente estudios, muestran valores inferiores a los reportados
anteriormente. Estas diferencias pueden explicarse debido a la diferencia en talla y en el
estadio de los organismos. Ademas, los resultados obtenidos por los autores antes
mencionados fueron registrados en organismos cultivados en medio natural, contrario a los

realizados en este trabajo, los cuales se llevaron a cabo en el laboratorio. Asimismo, la
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duracién de los experimentos entre autores e incluso dentro de este trabajo son diferentes,
lo cual es un factor que aunado a los anteriores puede explicar las diferencias en las tasas de
crecimiento obtenidas en el primero y segundo experimento dentro de este estudio. Sin
embargo, resultados similares a los obtenidos en esta investigacion fueron registrados por
Lora-Vilchis et al. (2004) en relacion a las tasas de crecimiento de juveniles de L.
subnodosus en cultivos de laboratorio.

Ademas de la temperatura, la densidad y la calidad nutricional de las dietas en los
cultivos de organismos es necesario tomar en cuenta dos pardmetros que forman parte
importante en los experimentos de crecimiento y alimentacion como lo son la racién
alimenticia (concentracion de alimento proporcionada) y la tasa de filtracion. Asimismo es
recomendable conocer la relacion y la influencia de algunas variables como la temperatura,
la cantidad de alimento y la talla de los organismos sobre estos dos parametros (Sanina,
1976, Caers ef al., 1999). La temperatura tiene un efecto directamente proporcional sobre
las tasas de filtracion, incrementando sus valores conforme se eleva la temperatura hasta
llegar a un punto en donde las tasas comienzan a declinar (Lopez-Sanchez, 2003). Sin
embargo, algunas especies de pectinidos como Argopecten irradians las tasas de filtracion
permanecen independientes de la temperatura (Kirby-Smith, 1970). Lo anterior sugiere que
las diferentes especies de pectinidos poseen diferente capacidad de aclimatacién a las
temperaturas, lo cual dependeréd de las condiciones de cultivo y de la cantidad de alimento
que se les proporcione (Navarro, 2001). En relacion a la concentracion de alimento se ha
registrado una disminucion en las tasas de filtracion conforme se incrementa la cantidad de
alimento (Navarro y Winter, 1982; Lu y Blake, 1997). La calidad de alimento sobre las

tasas de filtracion también ha sido estudiado en diversos bivalvos, Diaz y Martinez (1992)
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no registraron diferencias significativas entre las tasas de aclaracion con respecto a las
dietas utilizadas en juveniles de Argopecten purpuratus. Las tasas de filtracion obtenidas en
el presente trabajo mostraron resultados similares en relacion al efecto de la calidad de la
dieta sobre las tasas de filtracion, las cuales fueron independientes de la dieta y de las
temperaturas de 23 y 26 °C. Sin embargo, se registraron diferencias en las tasas de
filtracién entre las raciones alimenticias a través del tiempo mostrando una tendencia a
aumentar los valores de la tasa de filtracion hasta un punto donde las tasas se mantienen
estables. La tendencia antes mencionada y el tiempo en que se alcanza esta estabilidad
dependié de la temperatura (principalmente la de 29 °C) y la concentracién del alimento
(racion alimenticia), obteniéndose la estabilidad de las tasas de filtracién en un periodo de
tiempo mas corto en las raciones de 100,000 y 200,000 cél-mI”', En relacion al resultado de
las tasas de filtracion en las dos temperaturas antes mencionadas los mas altos valores
obtenidos en las raciones més pequefias se relaciona al hecho de que una vez rebasada la
racion alimenticia maxima (400,000 cél'ml-1) para la especie cultivada la tasas de filtracion
disminuyen. Las diferencias obtenidas en la tasa de filtracién entre el primero y el segundo
experimento a las temperaturas de 23 y 26 °C (independientemente de la dieta) son debidas
posiblemente a la diferencia en el peso de los organismos entre los dos experimentos, el
cual es mayor en las semillas del primer experimento. Cole et al. (1992) y Caers et al.
(1999) han propuesto la influencia del peso de los organismos sobre la tasa de filtracion,
quienes sugieren que la tasa de filtracion es modificada por el peso del organismo. En
relacion a las tasas de filtracion obtenidas en los organismos cultivados a 29 °C, el efecto de
la temperatura y la concentracion de alimento fueron mayores que en las temperaturas de

23 y 26 °C. El incremento en la temperatura resulta en un aumento en las tasas de filtracién
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hasta un cierto punto en el cual la filtracion comienza a disminuir. Debido a lo anterior, en
el segundo experimento en la temperatura de 29 °C los valores en las tasas de filtracion
fueron menores a las registradas en las temperaturas de 23 y 26 °C, asimismo
independientemente de la dieta y la concentracion de alimento el tiempo en el cual las tasas
de filtracién alcanzaron una estabilidad fue mayor que en las otras dos temperaturas.
Debido a las tendencias de los resultados antes mencionados y a los datos obtenidos en
Ceron-Ortiz (2000) con la misma especie, se confirma que la racién alimenticia 6ptima en
un rango de 20 a 26 °C para semilla de L. (N.) subnodosus (con longitudes entre los 3 y 4
mm) es de 200, 000 cél-ml™.

La produccion de pseudoheces por parte de los moluscos resulta de proporcionar a
los organismos una concentracion de alimento arriba de la racién 6ptima (Winter, 1973).
En el presente trabajo se observd que al proporcionar a L. (N.) subnodosus la racion més
elevada (400, 000 cél'ml™) dio como resultado la produccion de pseudoheces y en la racion
més pequefia (100, 000 cél-ml™) se obtuvo la ausencia de células microalgales antes de las
24 h indicando quiza una falta de alimento. Resultados similares fueron obtenidos por
Ceron-Ortiz (2000) en la misma especie.

Otro de los aspectos por lo cual es importante el conocer la racion alimenticia
optima para cada especies de organismo, es el hecho de que si no se proporciona la
cantidad indicada de alimento el crecimiento y algunos aspectos fisioldgicos como la
reproduccion son afectados de gran manera por este factor, dando como consecuencia la
sobreestimacion de resultados. En el presente trabajo la obtencion de la racién éptima para

el cultivo de L. (N.) subnodosus bajo las condiciones de cultivo mencionadas en las
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secciones anteriores nos aseguraron que la falta de alimento no fue un variable que influyo
en los resultados de crecimiento.

El efecto de la temperatura y calidad nutricional del alimento ademas de verse
reflejado en las tasas de filtracidn y el crecimiento de los organismos, puede observarse en
el consumo de oxigeno y la excrecidon amoniacal (Diaz-Iglesias et al, 1996). Se ha
observado que cuando un organismo se encuentra en una situacion de estrés, ya sea causado
por un incremento de temperatura, por el estadio reproductivo o debido a la falta de
alimento, las tasas de consumo de oxigeno y de excrecion de amonio aumentan o
disminuyen de acuerdo al factor que esta causando esta descompensacion. Asimismo, se ha
observado que el patron de respuestas metabdlicas puede variar entre especies (Mayzaud y
Conover, 1988).

El consumo de oxigeno del organismo varia de acuerdo a la actividad fisioldgica
que se este desarrollando (Mayzaud y Conover, 1988). Haure et al. (2003) ha registrado
incrementos en el consumo de oxigeno en las ostras Crassostrea gigas y Crassostrea
angulata cuando realizan el proceso de filtracion durante la alimentacion, De manera
similar, en juveniles de langostas Panulirus argus se registraron incrementos en el consumo
de oxigeno en el periodo de alimentacion (Diaz-Iglesias ef al., 1996). Asimismo, se conoce
que los organismo incrementa su consumo de oxigeno al exponerlos a un aumento de
temperatura, lo cual puede ser influido por la temperatura de aclimatacion en la que se
encuentre el organismo (Quinn, 1994). En el presente estudio tanto en el primer
experimento como en el segundo se registro, en general, una tendencia ha disminuir el
consumo de oxigeno a través del tiempo de duracién del experimento, esto puede estar

relacionado con el incremento de la talla del organismo. Zakes et al. (2003) han observado
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que el consumo de oxigeno por parte de los organismos disminuye conforme aumenta la
talla. En peces, lo anterior es relacionado a los cambios fisiologicos que ocurren durante la
ontogénesis; asi como al desarrollo del musculo en base al peso y a los cambio en el
coeficiente de superficie/volumen de los organos respiratorios (Post y Lee, 1996). Lo
anterior puede explicar la tendencia registrada en el consumo de oxigeno por parte de L.
(N.) subnodosus en este trabajo. Asimismo, es posible que esta relacion entre la superficie y
el volumen de los organos respiratorios de los organismos sea la causa de la diferencia
obtenida en el consumo de oxigeno entre el primero y segundo experimento, debido al
hecho que la duracion final de los dos experimentos fue diferente y por lo tanto los
resultados de crecimiento entre ambos experimentos también fueron diferentes. En
pectinidos el efecto de la talla sobre el consumo de oxigeno también ha sido reportado.
Navarro ef al. (2000) reportaron valores de consumo de oxigeno de 1.5 mlOyh” en
organismos de 3 g de peso seco en Argopecten purpuratus. Los cuales son mayores a los
reportados por Navarro y Gonzalez (1998) en las mismas especies pero de 1 g de peso seco.
Los valores obtenidos en el primero y segundo experimento sobre el consumo de oxigeno
por parte de semillas de L. (N.) subnodosus fueron menores al 0.002 mlO,'h™ y a su vez a
los obtenidos por los autores antes mencionados. Lo anterior esta relacionado con la talla de
los organismos, debido a que el peso seco en el presente trabajo fue aproximadamente de
50 mg. Asimismo, el efecto de la calidad nutricional de la dieta no influyé en el consumo
de oxigeno por parte de L. (N.) subnodosus, un efecto similar ha sido obtenido en
Argopecten purpuratus (Diaz y Martinez, 1992; Farias ef al., 1997). Es importante tomar en

cuenta que las diferencias registradas entre autores acerca del consumo de oxigeno son
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debido principalmente a las variaciones de las condiciones del cultivo, a la talla, la
reproduccion y a la respuesta de las especies a variables como la temperatura y el alimento.

Al igual que el consumo de oxigeno, la excrecion de amonio por parte de los
organismos es afectada por las condiciones de cultivo principalmente la temperatura y el
alimento. El catabolismo de las proteinas lleva a la formacion de amonio, compuesto que
representa el 60-90% del total de nitrogeno excretado en numerosas especies de bivalvos.
La pérdida de energia por parte de organismos en condiciones Optimas de crecimiento es
minima. Sin embargo, se incrementan en gran medida durante los procesos reproductivos o
en situaciones de estrés por deficiencias dietéticas mermando con ello al crecimiento
(Navarro, 2001). Se ha observado que la produccidon de amonio depende de consumo de
proteinas por parte del organismo y su relacidon con la etapa de desarrollo en la que se
encuentra (Diaz-Iglesias ef al., 1996). En bivalvos, los resultados en relacion al efecto de la
calidad nutricional de las dietas (principalmente del contenido proteico) son
controversiales. En Argpecten purpuratus no se han registrado diferencias significativas
entre la calidad de la dieta y la produccién de amonio (Diaz y Martinez, 1992; Farias ef al,
1997). En el presente trabajo se obtuvieron resultados similares, donde en general no se
registraron diferencias significativas entre dietas sobre la produccion de amonio. El efecto
de la estacion del afio y el consumo de proteinas por parte de los organismos a través de
ellas esta relacionado directamente con la temperatura en las diferentes estaciones.
Generalmente en la mayoria de los organismos la excrecion de amonio es mayor en
primavera-verano, cuando los organismos tienen mayor alimento disponible y son las
proteinas el sustrato catabdlico principal; inversamente, en el otofio-invierno la excrecion

de amono disminuye debido a que el sustrato principal son los lipidos y carbohidratos
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(Mayzaud y Conover, 1988). En el presente trabajo tanto en el primer experimento como en
el segundo, en general se obtuvo una tendencia similar a la observada con el consumo de
oxigeno, donde la excrecion de amonio registré una disminucién a través del tiempo.
Asimismo, se obtuvieron diferencias en la excrecion de amonio entre experimentos,
similares a las obtenidas por el consumo de oxigeno. Las cuales también pueden ser
explicadas por el efecto de la talla del organismo. Lo anterior ha sido mencionado por
Zakes et al. (2003), quienes obtuvieron disminuciones en la excrecion de amonio conforme
aumento la talla del organismo.

En general, las diferencias registradas en las distintas semanas de muestreo entre las
temperaturas de 23 °C y 26 °C con relacién al consumo de oxigeno y la excrecion de
amonio en el primero y segundo experimento no fueron de forma constante, lo anterior
sugiere que las semillas de L. (N.) subnodosus pueden ser cultivadas en cualquiera de estas
dos temperaturas, ya que el efecto de ambas temperaturas en el consumo de oxigeno y la
excrecion de amonio serd similar. La calidad nutricional de la dieta respecto a la excrecion
amoniacal indicod en el presente trabajo que el efecto del contenido proteico de la dieta
sobre la excrecion de amonio no fue significativo, ya que se registraron valores similares de
produccién de amonio independientemente de la dieta tanto en el primero y segundo
experimento. Es sabido que el contenido bioquimico del tejido de los organismos depende
de los requerimientos nutricionales segtin la etapa de desarrollo por la que atraviesan, la
cual se relaciona estrechamente con la estacion del afio. En general, los carbohidratos y los
lipidos son la principal fuente energética para la formacion de gametos en invierno y las
proteinas en el verano debido a su uso en el crecimiento somatico de los organismos

(Kreeger, 1993; Kreeger ef al, 1995). En el presente estudio, el alto contenido de proteinas
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en el tejido de L. (N.) subnodosus al final de experimento asi como los pequefios valores en
la produccién de amonio indicarian que la utilizacién de proteinas no fue significativa. Sin
embargo, es importante recordar que el proporcionar una dieta con altas concentraciones de
proteinas hace posible que el organismo mantenga una cantidad considerada de este
elemento a manera de reserva. Asimismo, la escasa informacion sobre las cantidades de
amonio excretadas y la cantidad de oxigeno consumido en escalopas principalmente en esta
especie deben de ser tomados en cuenta al momento de comparar resultados. Sin embargo,
se puede concluir que el efecto de la temperatura y calidad nutricional de las dietas sobre el
consumo de oxigeno y excrecion de amonio indican que esta especie es capaz de aclimatar
su metabolismo a las diferentes dietas probadas y a las temperaturas de 23 y 26 °C.

Para conocer que tipo de sustrato metabdlico es utilizado por el organismo en
condiciones optimas de cultivo o bajo la influencia de factores estresantes, existe una
relacion entre el consumo de oxigeno y la excrecion de amonio por parte de los animales, la
cual es conocida como razdon atémica O:N ( Mayzaud y Conover, 1988; Wang et al., 2003).

La razon atdmica nos indica el tipo de sustrato (proteinas, carbohidratos o Lipidos)
utilizado por los organismos bajo una situacién de estrés. Sin embargo, cuando los
organismos se encuentran en condiciones Optimas para su crecimiento, la razon atémica
O:N puede también ser un indicativo de la relaciéon entre el organismo y el alimento
proporcionado (Conover y Corner, 1968). En situaciones de estrés, valores bajos en la
razon atomica O:N indican que los organismos han usado como sustrato principal a las
proteinas, mientras altos valores son relacionados a la utilizacion de lipidos (Tkeda, 1977c;
Mayzaud y Conover, 1988). Diferentes valores de O:N han sido sugeridos para el

catabolismo de las proteinas como sustrato, como el 7 (Snow y Williams, 1971); el 8
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(Conover y Corner, 1968) y el 9.3 (Bayne, 1973a). Las diferencias entre autores antes
mencionadas se deben principalmente al método individual a la hora de manejar la
composicion elemental de la proteina, por lo cual un rango de entre 3 y 16 podria ser el
Optimo. Sin embargo, asumiendo que 1g de proteina requiere de 0.94 1 de oxigeno en el
metabolismo oxidativo y que 1 g de lipido requiere 2.04 1, entonces se ha obtenido que una
razon de O:N igual a 24 indica que el sustrato principal son los lipidos (Mayzaud y
Conover, 1988).

En el presente experimento se obtuvieron valores menores a los sugeridos por
Mayzaud y Conover (1998). Sin embargo, debido a los escasos estudios sobre la razén
atomica O:N sobre L. (N.) subnodosus no podemos comparar con resultados previos al
presente. Sumando ademads que los realizados hasta el momento son en organismos de tallas
superiores a los manejados en el presente estudio. Los valores obtenidos indicarian que los
organismos se encontraban en condicion estresante para ellos segtin los valores propuestos
por Bayne (1973a). Sin embargo, valores de O:N registrados en Argopecten purpuratus por
Farias et al. (1997) se encuentran también por debajo de estos valores y no son
considerados por los autores que los organismos estdn en situacion de estrés, pero al
comparar los resultados con el control se puede observar que el mantener los organismos
sin alimentos provoca una disminuciéon de mas del 50 % del valor de la razon. Navarro y
Gonzélez (1998) concluyeron que una razon de O:N menor a 15 para A. purpuratus
representa una condicion desfavorable. Los diferencias valores de O:N registrados en
diversas especies sugieren que junto con la determinacion de la O:N es conveniente
determinar otros indicadores que reflejen la condiciéon de la especies, tales como el

crecimiento potencial o la eficiencia neta de crecimiento, con el fin de poder determinar el
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verdadero significado de los valores de la O:N (Navarro, 2001). A pesar de lo anterior, en
este trabajo se registraron diferencias significativas entre dietas y temperaturas con respecto
a la O:N. Los valores obtenidos en O:N menores a 1.5 indicarian que los organismos se
encuentran en estrés y su sustrato principal es la proteina. Sin embargo, debido a que los
organismos se encuentran en etapa de crecimiento, es posible que la demanda de los
organismos por proteinas y que los mayores crecimientos con dietas altas en este
componente indican que los valores de O:N dan referencia a sus requerimientos
nutricionales (proteinas) y no por su estrés. Los valores finales de proteinas en el tejido de
L. (N.) subnodosus al final de experimento indican que las microalgas suplieron la cantidad
necesaria de este componente y que su utilizacion para el crecimiento somatico no
mermaron las reservas de proteinas. Por lo tanto, reafirma el hecho de que los resultados en

la razén O:N son debido a los requerimientos de proteinas y no a una condicion de estrés.
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VII. CONCLUSIONES

La temperatura y la calidad nutricional de las microalgas usadas en el presente
estudio registraron un efecto sobre el crecimiento de semillas de mano de leén L. (N.)
subnodosus.

El contenido bioquimico de las mezclas de microalgas es reflejado en el tejido de
semillas de L. (N.) subnodosus.

La conjuncion de altos contenidos de proteina y acidos grasos poliinsaturados en la
dieta tiene un efecto positivo en el crecimiento de semillas de L. (Nodipecten.) subnodosus.

Es necesarios realizar mas investigaciones sobre la capacidad de L. (Nodipecten.)
subnodosus para sintetizar acidos grasos de mas de 20 carbonos a partir de acidos grasos de
18 carbonos, asi como la presencia de las enzimas encargadas de realizar la desaturacion y
elongacion en las cadenas de carbono.

Es necesario incrementar estudios acerca de la influencia del colesterol y los acidos
grasos poliinsaturados en las membranas celulares de Lyropecten y saber si tienen un efecto
positivo en el crecimiento.

El crecimiento y supervivencia de L. (Nodipecten) subnodosus son afectada
negativamente en altas densidades.

El consumo de O, y la excrecion de amonio disminuyen conforme se incrementa el
peso del organismo.

Los resultados obtenidos en la razén O:N, indican que en etapa de semilla las
proteinas son el sustrato metabdlico principal usado durante el crecimiento en semillas de

L. (N.) subnodosus.
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