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El ostion del Pacifico Crassostrea gigas es una de las principales especies acuiticas de
interés econémico en el ambito mundial. En la parte Noroeste de México existe una
produccion importante de esta especie, produccion anual que se ha mantenido en 500
toneladas en promedio, pero que los productores pretenden incrementar. Sin embargo, estas
proyecciones se han visto amenazadas debido a que desde 1997 se han suscitado eventos de
mortalidad masiva de semillas de ostion, mayores al 80%, principalmente en los meses de
verano y que ha sido atribuida a la llamada “mortalidad de verano” que también ha causado
perdidas recientes en diversas partes del mundo.

Para buscar soluciones a este problema se han realizado investigaciones que han sido
dirigidas principalmente a enfermedades y a aspectos genéticos y de nutricion. En este
trabajo se evalud el efecto de diferentes temperaturas y dietas microalgales en semillas de
ostion C. gigas sobre el crecimiento, la composicion bioquimica, el consumo de oxigeno y
la excrecion de amonio como indicadores de estrés.

Estas semillas se cultivaron a las temperaturas de 20°C, 23°C, 26°C, 29°C y 32°C y se
alimentaron con dietas de microalgas de alta y baja calidad nutricia (Chaetoceros
calcitrans, Isochrysis sp., Paviova lutheri y Dunaliella tertiolecta).

Las microalgas proporcionadas a las semillas de ostion tuvieron valores similares en los
diferentes parametros evaluados en este estudio. El promedio de peso seco organico fue de
160 pg ml', proteinas de 48-51%, carbohidratos de 12-15% y lipidos de 36-38%. El
contenido calérico de las dietas fue también similar, alrededor de 2,475 calorias, excepto
para D. tertiolecta que proporciond 4,435 calorias. En los acidos grasos de las dietas solo
hubo diferencia significativa en D. ftertiolecta. En esta ultima se encontraron altos
porcentajes de los acidos grasos saturados 14:0, 16:0 y 18:0, bajo porcentaje del acido
graso monoinsaturado 16:1, concentraciones traza del 18:2 y 18:3 y ausencia de los acidos
grasos poliinsaturados 18:4, 20:4, 20:5 y 20:6.

La tasa de filtracion (Tf) de C. gigas fue similar con las tres dietas. La mayor Tf se obtuvo,
en general, en las primeras horas (3.4 mg h' semilla). Las semillas tuvieron buen
crecimiento por debajo de los 32°C, sobretodo en las semillas mantenidas alrededor de
24°C. A 32°C el crecimiento de las semillas fue minimo y murieron a la quinta semana. La
supervivencia de las semillas por debajo de los 32°C fue del 75% al 100%. La composicion



proximal de las semillas de C. gigas fue afectada por cambios en la temperatura. Las
proteinas y carbohidratos de las semillas disminuyeron y los lipidos se incrementaron
cuando se elevd la temperatura. Los 4cidos grasos saturados de las semillas se
incrementaron, mientras que los 4cidos grasos poliinsaturados disminuyeron cuando se
elevo la temperatura. El consumo de oxigeno de C. gigas tuvo un intervalo de 0.3-4.3 ml
0, h' g' y la excrecion de amonio de 4-152 pg NHy h' g'. Ambos parametros se
incrementaron cuando se incrementd la temperatura, principalmente después de los 26°C.
Mientras que la proporcion O:N de las semillas disminuyd. Valores bajos, menores a 50, de
la proporcion O:N desde los 26°C indican la posibilidad de que el sustrato catabolizado
principal fueron las proteinas. Altos niveles de temperatura, como aquellos alcanzados
cuando baja la marea, pueden ser un fuerte factor estresante que afecta a las semillas de
ostion del Pacifico, especialmente cuando la calidad y cantidad del alimento disponible es
baja.

Palabras clave: Microalgas, dietas, Crassostrea gigas, composicion bioquimica, fisiologia.



ABSTRACT of the thesis presented by CECILIA FLORES VERGARA as a partial
requirement to obtain the DOCTOR OF SCIENCE degree in AQUACULTURE.
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COMBINED EFFECTS OF TEMPERATURE AND DIETS ON THE CULTURE OF
PACIFIC OYSTER Crassostrea gigas (THUNBERG) SPATS

The Pacific oyster Crassostrea gigas is one of the main worldwide aquatic species of
economic interest. At northwestern Mexico there is and important sustained production,
around 500 tons, and producers pretend to increase it. Unfortunately, these projections have
been threatened because since 1997 events of massive oyster spats mortality, higher than
80%, have been occurred, mainly in the summer, which have been attributed to the summer
mortality syndrome which caused recent lost at several sites worldwide. To search for
solutions to this problem research is conduced on diseases, genetic and nutritional aspects.
In this work, I evaluated the combined effect of temperature and microalgal diet on growth,
biochemical composition, fatty acids, oxygen consumption and ammonia excretion of the
Pacific oyster C. gigas spats as indicators of nutritional stress.

The oyster spats were cultured at 20°C, 23°C, 26°C, 29°C and 32°C and fed with
microalgal diets with high and low nutritional quality (Chaetoceros calcitran, Isochrysis
sp., Pavlova lutheri y Dunaliella tertiolecta). The microalgae fed to oyster spats, resulted in
similar values of the parameters evaluated in this study. The average ash free dry weight of
the microalgae was 160 ug ml”, proteins were 48-51%, carbohydrates were 12-15% and
lipids were 36-38%. The caloric content of diets was also similar, near 2,475 calories,
except to D. tertiolecta which supplied 4,435 calories. With respect to the fatty acids, D.
tertiolecta was different from the other diets, it had high percentages of saturated fatty acids
14:0, 16:0 y 18:0, low percentage of the monounsaturated fatty acid 16:1, trace
concentration of 18:2 and 18:3 and lack of the polyunsaturated fatty acids 18:4, 20:4, 20:5 y
20:6. The filtration rate (fr) of the spats was similar among the three diets. Faster fr (3.4 mg
h’ spat'l) was obtained, in general, among the three first hours after feeding. Spats growed
well at temperatures below 32°C, mainly those kept near 24°C. At 32°C growth was
minimal and spats died on fifth week. Spat survival in those kept below 32°C was between
88% and 100%. The biochemical composition of the oyster spats was affected by changes
on temperature. Proteins and carbohydrates of the spats decreased and lipids increased
when temperature raised. The saturated fatty acids increase, while polyunsaturated fatty
acids decreased when temperature raised. The oxygen consumption of the spats was
between 0.4 a 6.2 mgO; h''g" and ammonia excretion was between 4-152 pg NH4 h'g’.
Both parameters increased with temperature, mainly above 26°C, while the O:N ratio
decreased. Low values of O:N ratio, lower than 50, from and about 26°C ,indicated the
possibility that proteins were the main catabolized substrate. High temperature levels, as
those achieved at low tide stages, could be an important stressor on Pacific oyster spats,
specially when the quality and quantity of the available food is poor.

Key words: Microalgae, diets, Crassostrea gigas, biochemical composition, physiology
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EFECTO COMBINADO DE LA TEMPERATURA Y LA ALIME}\ITACI(')N
SOBRE EL CULTIVO DE SEMILLAS DE OSTION DEL PACIFICO
Crassostrea gigas (Thunberg).
L. INTRODUCCION

Los moluscos bivalvos tienen una gran importancia en muchas partes del mundo,
debido a que han representado una derrama econémica significativa (Shpigel y Blaylock,
1991; Bayne, 2002). Para el afio 2002 se obtuvieron producciones por acuicultura de 10.5
billones de dolares americanos (FAO-SOFIA, 2004). Estos moluscos son utilizados
principalmente como alimento para consumo humano, como bioindicadores en la
investigacion ambiental marina y para ornato (Fidalgo ef al., 1994).

Dentro de este grupo, el cultivo del ostion es uno de los mas atractivos, debido a que su
tasa de crecimiento es rdpida y porque tienen gran tolerancia a amplios intervalos de
temperatura, salinidad y sedimentos en suspension (Shpigel y Blaylock, 1991; Bayne,
2002). La ostricultura representa aproximadamente una cuarta parte de la produccidn
acuicola de moluscos marinos a nivel mundial.

El ostién del Pacifico Crassostrea gigas es una de las principales especies acuaticas de
interés econdmico y cuenta con un sistema de cultivo bien establecido a nivel
internacional. Es una especie nativa de Japon pero su cultivo se ha extendido en el mundo
y se ubica en el segundo lugar entre las diez principales especies que sustentan la
acuicultura mundial, ya que alcanzo una produccion mundial de 4.4 millones de toneladas
en el 2003 (FAOSTAT, 2003), con una derrama econdémica de 3.7 billones de délares

americanos (Fig.1) (FAO-FIGIS, 2005).



El ostion C. gigas se introdujo en México (Baja California), en 1972 y actualmente, los
productores de la region tienen un completo dominio de su cultivo a nivel artesanal
(Mazoén, 1996; Gardufio-Franco, 2001). En aguas del Pacifico mexicano, C. gigas puede
alcanzar la talla comercial de 8-12 cm con un peso mayor de 90 g a los 6-9 meses de
engorda (Palacios-Fest ef al., 1988; Mazon, 1996) y la talla para exportacién de 12.5 cm a
los 12 meses. La produccion resultante de la Ostricultura en México es variable, pero se ha
mantenido arriba de las 50,000 toneladas en peso vivo, con una derrama econdmica
superior a los 100 millones de pesos (SIEAP, 2004).

La produccion de C. gigas en Baja California (México) habia mantenido un promedio
de 500 toneladas, sin embargo esta produccion tuvo una caida de casi el 50% después de
1998 y se mantuvo debajo de las 500 toneladas hasta el 2001, Aunque la produccion se
incrementé a 619 toneladas para el afio 2003, contaba con 242 toneladas para el
cuatrimestre enero-abril de 2004 (SIEAP, 2004). La derrama econdmica de esta actividad
ostricola también ha sido variable, pero fue superior a los 10 millones de pesos en el afio
2001 (Gardufio-Franco, 2001).

Una de las principales limitantes para el cultivo de esta especie ha sido la presencia de
enfermedades en varias partes del mundo. En las costas del Pacifico, desde Alaska hasta
California, se han presentado eventos de mortalidad masiva de ostiones en los meses de
verano, de junio a septiembre. En Europa, las pérdidas de semilla de ostion, también se
han atribuido a la mortalidad de verano (Perdue et al., 1981; Cheney et al., 1998).

En Washington, Oregon, California y Japén también se tuvieron mortalidades en los

ostiones cultivados, mayores a las registradas desde los afios 60's (Perdue ef al., 1981;



Renault et al. 1994, Cheney et al., 1998). Renault et al. (1994), reportaron en Francia

mortalidades del 80 al 90% en semillas de osti6n con una infeccién viral tipo herpes.
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Figura 1.- Produccién mundial de ostién C. gigas de 1950 a 2003. El volumen en
millones de toneladas y el valor econémico en billones de dolares

americanos (FAO-FIGIS, 2005).

En México también se suscitaron altas mortalidades de C. gigas. En Sonora y Baja
California Sur, en 1997, se detectaron eventos de mortalidad masiva de ostion en semillas,
juveniles y adultos. En 1998 hubo una mortalidad inusual, mayor de 80%, de ostiones
cultivados en Bahia Falsa, San Quintin B.C., lo que hizo que productores, autoridades
acuicolas y académicos se reunieran para buscar las soluciones a este problema (Vazquez-
Yeomans et al., 2004).

Lo anterior, ha conducido a que se realicen estudios para identificar las posibles causas
de este problema, desde la aparicion de enfermedades por parasitos, bacterias y virus
(Elston, 1993; Vasquez-Yeomans y Caceres-Martinez, 2004; Vasquez-Yeomans et al.,

2004, Vasquez-Yeomans, 2006), hasta la posible reduccion en la variabilidad genética,



relacionada con la produccién de semilla (niimero reducido de reproductores) que podria
propiciar los episodios de mortalidades extensas (Saavedra, 1997).

Adicionalmente, existen dos factores que también deben tomarse en cuenta y que
pueden estar fuertemente relacionados con los episodios de mortalidad: 1) el alimento, su
disponibilidad y tipo (Sara y Mazola, 1997), y 2) la temperatura (Cheney et al., 2000),
estos dos factores que interactian en el medio pueden provocar un estrés nutritivo que
aumente la susceptibilidad de los animales a las enfermedades y por lo tanto es importante
evaluarlos en el cultivo, tanto del ostion como de otras especies de bivalvos.

Muchos estudios han evidenciado la importancia de la calidad del alimento
suministrado a los organismos cultivados. A este respecto, durante la tltima década se han
realizado trabajos relacionados con la composicion bioquimica de las microalgas
utilizadas como dieta para organismos acuaticos, sobre todo en lo que respecta al
contenido de acidos grasos poliinsaturados, como el 4cido eicosapentaendico (20:5 n-3) y
el docosahexaenoico (22:6 n-3) (Enright et al., 1986; Napolitano et al., 1988; Knauer y
Southgate, 1997), considerados como esenciales para el crecimiento del ostién (Brown et
al., 1998). Por lo anterior, se ha encontrado que las dietas constituidas de mezclas de
microalgas, utilizadas para algunas especies de bivalvos, generalmente resultan en un
mayor crecimiento y mejor calidad de larvas y semillas (Berntsson et al., 1997; Brown et
al., 1998; Leonardos y Lucas, 2000), en contraste con aquellos alimentados con dietas
monoalgales (Epifanio, 1979), por lo cual, es recomendable la utilizacién de mezclas de
dos o mas microalgas. Se ha observado un efecto sinérgico positivo con las mezclas que

han incluido Isochrysis galbana, Chaetoceros calcitrans, Paviova lutheri y Tetraselmis



suecica (Brown et al., 1998; Devakie y Ali, 2000; Laing, 2000; Ceron, 2000; Flores-
Vergara et al., 2004).

Otros aspectos, también relacionados con la dieta, que se deben considerar para que el
cultivo de bivalvos sea eficiente, son: la calidad de la dieta y la racion ofrecida, la tasa de
filtracion, el estado fisiologico del organismo y otras variables como la temperatura.

En los moluscos bivalvos se ha demostrado el efecto de la temperatura sobre muchos
procesos fisiologicos, como la filtracion, la alimentacion, el crecimiento, la composicion
bioquimica, la respiracion y la reproduccion (Bayne et al., 1976; Malouf y Breeze, 1977,
Incze et al., 1980; Shpigel et al., 1992; Laing, 2000).

Los valores optimos de temperatura para el crecimiento del ostion del pacifico se
encuentran entre 12 y 26 °C, mas alla de los limites de este intervalo, se presenta un estrés
nutricional y el crecimiento se detiene a temperaturas cercanas a los 30 °C; cuando la
temperatura se mantiene entre 33 y 37 °C se produce un choque térmico, dependiendo de
la temperatura de aclimatacion (Friedman et al., 1998). Niveles altos de temperatura
pueden causar estrés por calor y un cese de la sintesis proteica en los animales
poiquilotermos. Aun las temperaturas extremas que se encuentran normalmente en
periodos diarios o estacionales, pueden ocasionar una respuesta de choque caldrico
(Somero y Hoffman, 1996).

En los organismos estresados térmicamente, la evidencia mas directa de que las
proteinas son dafiadas por la temperatura, es la aparicion de concentraciones elevadas de
proteinas de choque calérico (hsp, por sus siglas en ingés) (Lindquist y Craig, 1988;
Parsell y Lindquist, 1993). Las hsp son miembros de una amplia familia de proteinas

conocidas como chaperones moleculares, que tienen un papel vital en los procesos



normales de sintesis y maduracion de las proteinas. Los chaperones moleculares son
proteinas que asisten en el plegamiento, asignacion y ensamble de otras proteinas, pero no
permanecen como parte del complejo final (Ellis y Vander Vies, 1991; Craigh, 1993;
Somero y Hoffman, 1996).

La respuesta al estrés caldrico involucra una reduccion inmediata o la eliminacion de la
sintesis de proteinas diferentes a las proteinas de choque caldrico. La actividad de estas
proteinas puede requerir cientos de equivalentes de ATP (Parsell y Lindquist, 1993). Asi,
la preservacion de las proteinas celulares con relacion a la temperatura puede representar
un costo energético para la célula.

Varios estudios con bivalvos cultivados indican que los lipidos son la fuente principal
de energia para el desarrollo larval (Marty et al., 1992; Delaunay et al., 1992) ya que
proveen acidos grasos poliinsaturados (PUFA’s) de cadena larga (Ackman, 1983;
Delaunay et al., 1992), esenciales para el crecimiento de moluscos marinos (Langdon y
Waldock, 1981; Delaunay et al., 1992), una vez ingeridos, los lipidos son asimilados con
alta eficiencia (Knauer y Souhtgate, 1997).

Los moluscos bivalvos contienen altos valores de PUFA’s del tipo w3 (n3) y w6 (n6)
(entre los principales se encuentran los acidos 18:2 n6; 18:4 n3; 20:5 n3 y 22:6 n3), tanto
en la fraccion de lipidos neutros (energéticos) como polares (estructurales). Un incremento
en la concentracion de acidos grasos saturados (SAFA) en los tejidos, indica un estado

fisiologico no 6ptimo (Frolov y Pankov, 1992; Leonardos y Lucas, 2000).

Una de las herramientas para medir el efecto de la variacion de los parametros

ambientales sobre los requerimientos energéticos de los organismos es la tasa del consumo



de oxigeno (VO,). El VO, de un organismo (ml de O, ejemplaf‘ hora™) es una funcion
exponencial del peso del animal y es afectado por la actividad y el estado de alimentacion
(factores bidticos) y por las variaciones de temperatura, salinidad (presion osmotica),
presion parcial de O; disuelto en el medio y la iluminacion (factores abidticos) (Winter,
1978).

El metabolismo oxidativo se puede expresar en términos de VO, calor producido, CO;
liberado o por la excrecién nitrogenada. La medicion del VO, provee una estimacién
razonable de la pérdida de calor metabdlico en los moluscos (Lu et al., 1999). El consumo
de oxigeno se puede utilizar para evaluar el estado fisiolégico de los bivalvos cultivados
(Lucas y Beninger, 1985) y también se utiliza como indicador de estrés (Diaz-Herrera et
al., 1992).

El consumo de oxigeno cuantificado en los animales en un estado de reposo digestivo
corresponde al costo energético del metabolismo estandar. El reposo digestivo o el estado
de ayuno, se caracteriza por una menor actividad y por un costo fisiolégico minimo, que
esta asociado a la ausencia de alimento en el tracto digestivo (Bayne, 1973). El incremento
en el VO, medido en mejillones sobrealimentados es causado por el proceso de digestion
(costo fisiologico), mientras que en mejillones alimentados normalmente (metabolismo
digestivo o incremento del calor aperente, ICA) el incremento esta relacionado con la
actividad filtradora (costos mecanicos) (Navarro y Winter, 1982).

La tasa del consumo de oxigeno se incrementa principalmente con la temperatura
(Thompson y Newell, 1985, LeGall y Raillard, 1988; Van Erkom y Griffths, 1992;
Bougrier et al., 1995); la talla (Lu et al., 1999) y la raciéon alimenticia (Widdows, 1978;

Beiras et al., 1994). Sin embargo, en los estudios realizados con mejillones, el VO, varia



poco con respecto a la racién (Widdows, 1978). El VO, es mayor a niveles medios y altos
de alimentacion y disminuye cuando la racién es menor (Beiras et al., 1994).

Los animales acuaticos excretan una variedad de productos nitrogenados de desecho,
los predominantes son: el amonio, la urea y el 4cido urico. Otros desechos nitrogenados
que se excretan pero son menos comunes son el oxido de trimetilamina, guanina, creatina,
creatinina y diferentes aminoacidos. El principal factor que determina el modo de
excrecion nitrogenada es la disponibilidad de agua en el ambiente. Los animales acuaticos
principalmente excretan amonio (amoniotélicos), mientras que los terrestres excretan urea
(ureotélicos) o acido urico (uricotélicos) (Wright, 1995).

En la mayoria de los bivalvos, el amonio es el principal producto final del catabolismo
proteico, comprende entre el 41 y el 94% de la excrecion nitrogenada total (Bayne, 1976).
La excrecion nitrogenada ha sido utilizada para evaluar el estado fisiolégico de bivalvos
cultivados (Lucas y Beninger, 1985), es considerada como un indicador de estrés
fisiolégico (Diaz-Herrera et al., 1992). En los moluscos bivalvos, la tasa de excrecion se
incrementa principalmente cuando se incrementa la temperatura (Thompson y Newell,
1985; Yukihira et al., 2000) en proporcién directa con el tamafio o peso corporal (Navarro
y Winter, 1982; Yukihira et al., 1998).

La proporcion O:N es la razon de oxigeno consumido y nitrégeno excretado en
equivalentes atémicos y se utiliza como indicador del balance en los tejidos animales,
entre las tasas del catabolismo de los substratos metabolicos: proteinas, carbohidratos y
lipidos (Bayne y Newell, 1983; Lucas y Beninger, 1985). Un valor bajo de esta relacion
O:N, indica que se estan catabolizando principalmente las proteinas, mientras que un valor

alto sefiala la utilizacién de carbohidratos o lipidos.



En los bivalvos marinos, valores menores que 30 significan una tasa considerable de
catabolismo proteico, generalmente asociado con una condicion de estrés, mientras que
valores mayores que 50, sugieren una tasa alta en el metabolismo de lipidos y
carbohidratos. En la proporcion O:N influye fuertemente la disponibilidad de alimento. Un
estado de inanicién o muy bajas raciones de alimento tienen como resultado valores de la
tasa O:N de aproximadamente 20, pero estos valores se incrementan a 40 o 50 con altas
concentraciones de alimento (Bayne, 1973; Widdows, 1978a; Lucas y Beninger, 1985).

La tasa O:N se ha utilizado como un indice de condicion fisiolégica y estrés (Bayne,
1973b). Walne y Mann (1975) experimentando con C. gigas, encontraron un incremento
de la proporcién O:N cuando se incrementaba la temperatura de 8°C a 30°C. Widdows
(1978b) registré cambios estacionales en la tasa de consumo de oxigeno y en la tasa de

excrecion de amonio en mejillones, como resultado de un estrés térmico.

Por todo lo mencionado anteriormente, es evidente que existen diferentes factores que
se deben considerar cuando se quiera desarrollar el cultivo de una especie. Debido a la
importancia econdmica que representa el ostion C. gigas, es relevante conocer los diversos
factores que afectan su cultivo (Cheney et al., 1998), asi como el impacto que esta
actividad produce sobre las comunidades benténicas de las que forma parte y sobre las
caracteristicas fisicas y quimicas de los cuerpos de agua que se utilizan para su cultivo.

Con la intencién de analizar el efecto de la alimentacion y la temperatura sobre la
fisiologia de C. gigas, en este estudio se analizo el efecto combinado de estos factores
sobre el crecimiento y la composicién bioquimica (proteinas, carbohidratos, lipidos totales

y acidos grasos) de semillas de ostion del pacifico C. gigas, mantenidas a diferentes
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temperaturas y alimentadas con diversas dietas (mezclas de microalgas). También se
estudiaron el consumo de oxigeno y la excrecién de amonio en las diferentes condiciones

experimentales con la finalidad de evaluar un posible estrés nutritivo.

II. OBJETIVOS

I1.1. General

Evaluar el efecto interactivo de la temperatura y la alimentacién sobre el
crecimiento, composicién bioquimica, consumo de oxigeno y excreciéon de amonio

de semillas de ostion del Pacifico Crassostrea gigas.

I1.2. Especificos

e Evaluar la composicion bioquimica (proteinas, carbohidratos, lipidos totales y
acidos grasos) de las dietas utilizadas, constituidas por mezclas de las
microalgas, Isochrysis sp., Pavlova lutheri, Chaetoceros calcitrans y Dunaliella

tertiolecta, cultivadas en un sistema semicontinuo.

e Cuantificar el contenido calérico de las dietas de microalgas proporcionadas a las

semillas de ostion.

e Evaluar el crecimiento y la supervivencia de las semillas de ostion C. gigas
cultivadas a diferentes temperaturas (20 °C 23 °C, 26 °C, 29 °Cy 32 °C) y

alimentadas con dietas de microalgas con diferente calidad nutricia.

e Evaluar la composicion bioquimica (proteinas, carbohidratos, lipidos totales y
acidos grasos) de las semillas de ostion, C. gigas, cultivadas bajo diferentes

tratamientos.
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e Estimar el consumo de oxigeno y la excrecion de amonio de semillas de ostion,

C. gigas, cultivadas con diferentes temperaturas y dietas.

e Cuantificar la relacion O:N (razén entre el consumo de oxigeno y la excrecion de

amonio) de las semillas de ostion cultivadas con diferentes temperaturas y dietas.
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I1l. MATERIAL Y METODOS
II1.1. Dietas para las semillas de ostion C. gigas
IT1.1.1. Microalgas utilizadas

Las cepas utilizadas en este estudio fueron las microalgas Isochrysis sp., Pavlova
lutheri, Dunaliella tertiolecta y Chaetoceros calcitrans. Estas microalgas fueron
proporcionadas por el Cepario de Microalgas del Departamento de Acuicultura del
CICESE (Anexo 1).

Las dietas proporcionadas fueron resultado de la mezcla de dos microalgas:
Chaetoceros  calcitrans-Isochrysis  sp.; Chaetoceros calcitrans-Pavlova  lutheri;

Isochrysis sp.-Pavlova lutheri.

I11.1.2. Condiciones de cultivo de microalgas

Las microalgas se cultivaron individualmente en botellones con 15 L de medio de
cultivo "f" de Guillard y Ryther (1962). El agua de mar utilizada se pasé a través de una
serie de filtros (10, 5 y 1 um) y fue tratada con luz ultravioleta. Se esterilizé con cloro
comercial (hipoclorito de sodio al 6%, Cloralex), utilizando 3 ml L' de agua de mar y
finalmente se neutralizé con tiosulfato de sodio para eliminar el cloro residual.

Los cultivos de microalgas se mantuvieron a una temperatura de 20 °C (x1°C),
salinidad de 35%o, pH entre 7.5-8.2 y a una intensidad de luz continua de 200 pEinsteins
m? s, luz que se proporcioné con ldmparas fluorescentes de luz blanca fria (Fig. 2). La
intensidad de luz se midi6 con un irradiémetro (QSL-100 Biospherical Instruments Inc.).

Los cultivos de microalgas se mantuvieron en sistema semi-continuo. La cosecha de los

cultivos se inici6 una vez que alcanzaron la fase de crecimiento exponencial, con una tasa
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de dilucion diaria del 20%, excepto para C. calcitrans que se diluyd a una tasa del 25%
diario.

La concentracion celular (cél ml™") de los cultivos de microalgas se cuantificé en una
camara de Neubauer de 0.1 mm de profundidad y bajo un microscopio 6ptico adaptado

con una reglilla micrométrica.

Jhod s oo Feriigia Joergten Bats

Fig. 2. Sistema de cultivo de microalgas y de las semillas de ostion del
Pacifico C. gigas, durante los experimentos realizados en el
laboratorio humedo del Departamento de Acuicultura del CICESE
I11.1.3. Peso seco organico de las microalgas

Para obtener el peso seco de cada una de las dietas microalgales, cada diez dias se

filtraron por cuadruplicado, de 10 a 50 ml de cada mezcla de microalgas. Se utilizaron
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filtros (Whatman GF/C) de fibra de vidrio de 47 mm de didmetro, previamente lavados,
pre-quemados en mufla a 490 °C y pesados en una balanza analitica (Mettler AE 240,
precision 0.0001 g). Posteriormente, las muestras de microalgas fueron lavadas con
formiato de amonio al 3% para eliminar el exceso de sales, finalmente se colocaron en
cajas de aluminio y se secaron en una estufa a 60 °C durante 24 horas para obtener el peso
seco total (PST). Para cuantificar el contenido de cenizas, después de obtener el PST, las
muestras de mezclas de microalgas se incineraron en una mufla a 490 °C durante 8 horas.
Por diferencia entre el PST y el peso de las cenizas se obtuvo el peso seco organico (PSO)

(Sorokin, 1973).

I11.1.4. Composicion bioquimica de las microalgas
I11.1.4.1. Composicion proximal de las microalgas

Cada diez dias, se filtraron muestras de 5 a 10 ml de cada mezcla de microalgas, por
triplicado, para analizar la composicién proximal (proteinas, carbohidratos y lipidos
totales). Las muestras de microalgas fueron pasadas por filtros de fibra de vidrio
(Whatman GF/C), con un didmetro de 25 mm. Los métodos utilizados para el analisis de
la composicién proximal fueron métodos colorimétricos comiinmente utilizados para
microalgas.

Las proteinas se cuantificaron con el método de Lowry et al. (1951) previa extraccion
con hidréxido de sodio 0.1 N. Los carbohidratos con el método Dubois et al. (1956) y la
extraccion con acido sulfiirico 1 M (Whyte, 1987). La extraccion de los lipidos con el

método Bligh y Dyer (1959) y la determinacion con el método de Pande et al. (1963).
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Para las curvas de calibracion se utilizaron estandares comerciales, albiimina sérica de
bovino para las proteinas, glucosa anhidra para los carbohidratos y tripalmitina para los
lipidos. La absorbancia fue registrada en un espectrofotémetro (Shimatsu, Tokio Japén).

Los valores obtenidos se expresaron con base en el PSO.

I11.1.4.2. Acidos grasos de las microalgas

Se cuantificaron los acidos grasos de las mezclas de microalgas por triplicado. Para
obtener los acidos grasos primero se extrajeron los lipidos con el método de Bligh y Dyer
(1959). La fase lipidica se seco con nitrégeno gaseoso una vez que se le agregaron 100 pl
del estandar interno acido triheptadecanoico (Cy7.0). La derivatizacion (metandlisis) de los
lipidos se hizo con una mezcla de 4cido clorhidrico y metanol (5:95 v/v), durante 2.5 horas
en termo-bafio a 85°C (Sato y Murata, 1988).

Los acidos grasos metil éster (fatty acid metil ester, FAME por sus siglas en inglés)
fueron extraidos con hexano (grado HPLC). Los FAME fueron analizados con un
Cromatografo de Gases-Espectrometro de Masas (GC-MS, Hewlett Packard 1800C),
equipado con una columna capilar de silice fundida (30 m de largo, 0.25 mm de didmetro
interno y 0.25 pum de espesor de la pelicula) (Omegawax TM 250 SUPELCO). Los
analisis de los FAME se hicieron inyectando 1 pl de muestra, se utilizé helio como gas
transportador (ultra pureza 99.999%) a un flujo de 0.9 ml min™'. La temperatura del horno
se increment6 a 110 °C (temperatura inicial) y se mantuvo asi durante 3 min, después se
elevo hasta 165 °C a una tasa de incremento de 30 °C min"' y se mantuvo a esa
temperatura por 2 min (nivel 1),finalmente se elevé hasta 220 °C a una razén de 2°C min™

donde se mantuvo por 16 min (nivel 2).
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Los FAME se identificaron comparando los espectros de masas de las muestras con
aquellos espectros contenidos en la biblioteca de espectros de masas NIST75K-NBS y
fueron confirmados comparando los tiempos de retencion de los picos con los de un

patrén de estandares comerciales de 4cidos grasos metil éster (FAME, kit Sigma).

II1.1.5. Analisis de calorimetria de las niicroalgas
Se realizaron analisis de calorimetria de las mezclas de microalgas utilizadas en los dos
experimentos (/sochrysis sp.—Paviova lutheri, Chaetoceros calcitrans-Isochrysis sp.,
Chaetoceros calcitrans-Pavlova lutheri) y de la dieta monoalgal (Dunaliella tertiolecta).
Se elaboraron pastillas de 0.15 a 0.20 g de las mezclas de microalgas liofilizadas,
utilizadas en las diferentes dietas, se hicieron cinco repeticiones por muestra. Estas
pastillas fueron quemadas en una bomba calorimétrica de oxigeno (semi-micro, Parr-

1425). Los célculos de los resultados obtenidos se realizaron con las siguientes formulas:

AHt = (Q-f)
m
Donde:
AHt= Calor bruto de la combustién
f= calorias del alambre
m= peso de la muestra en gramos

Q=AT (e)

Donde:
Q= Cambio de energia
AT= Incremento de la temperatura
e = energia equivalente promedio (constante = 536.15)

f=(Ai-Af) ¢
Donde:

Ai, Af = Alambre inicial y final
¢ = factor de correccion (1400)
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II1.2. Diseiio experimental para el cultivo de semillas de ostién C. gigas

Se realizaron 2 experimentos con el fin de seleccionar una dieta de alta calidad que
consistiera en una mezcla de microalgas (de amplio uso en acuicultura) para alimentar
semillas de ostion C. gigas y conocer la temperatura a la cual se obtenia un mejor
crecimiento. En el experimento 1 se evalud el crecimiento y la composicion bioquimica de
las semillas de ostién cultivadas a tres temperaturas diferentes y alimentadas con tres
mezclas de microalgas de alta calidad (disefio, 3 x 3). En el experimento 2 se evalu6 el
efecto interactivo de las temperaturas y las dietas sobre las semillas de ostion cultivadas a
cuatro temperaturas diferentes y alimentadas con dos dietas, una de baja y otra de alta

calidad nutricia (disefio, 4 x 2).

IIL.2.1. Experimento 1 (seleccion de dietas de alta calidad nutricia para semillas de ostion C gigas).

Se cultivaron semillas de ostion C. gigas, aproximadamente de 3 mm de longitud
promedio, a tres temperaturas (20 °C, 23 °C y 26 °C) y se alimentaron una vez al dia
(durante dos meses), con cada una de las tres dietas (mezclas de microalgas) Isochrysis
sp.-Pavlova lutheri (IP), Chaetoceros calcitrans- Isochrysis sp. (Cl) y C. calcitrans- P.
lutheri- (CP),.

Grupos de semillas de C. gigas, a una densidad de 20 semillas L', se colocaron
aleatoriamente en cubetas de plastico de 3 L introducidas en cubetas de 8 L, provistas de
un sistema de aireacion “air lift” (Fig. 2). Se colocaron cuatro repeticiones por tratamiento.

Las dietas se proporcionaron en una misma racién. La proporcién de las mezclas se
determin6 con base en el peso seco organico de cada una de las microalgaé y fue en una

proporcion de 1:1 en las mezclas que contenian microalgas flageladas y de 2:1 en las
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mezclas que contenian C. calcitrans, debido al bajo contenido orgéanico resultante,
ocasionado por los altos porcentajes de cenizas (hasta de un 50%) de esta microalga.

Cada dos semanas se evalud el crecimiento en talla (mm) y en peso (g), asi como la
supervivencia de las semillas de ostion. También se cuantificoé su composicion bioquimica
(proteinas, carbohidratos, lipidos totales y acidos grasos). Al final del experimento se hizo

una evaluacion del consumo de oxigeno y de la excrecion de amonio de las semillas de ostion.

II1.2. 2. Experimento 2 (efecto interactivo de la temperatura y de la dieta en las semillas de ostion C
gigas).

Se cultivaron semillas de ostion C. gigas de 3 mm de longitud promedio, a cuatro
temperaturas diferentes (23 °C, 26 °C, 29 °C y 32°C) durante dos meses. Se escogieron
estas temperaturas por ser representativas de la parte superior del ciclo termal,
prevaleciente en la Bahia de San Quintin, region principal de cultivo de ostion del Pacifico
en Baja California. Se proporcionaron dos dietas, una de alta calidad nutricia, constituida
por la mezcla de las microalgas Isochrysis sp. y Pavlova lutheri (IP), que se eligié con
base en los resultados obtenidos en el experimento 1 y la otra dieta de baja calidad
nutricia, consistente en la microalga Dunaliella tertiolecta (Dt).

El cultivo de las semillas se llevd a cabo en el mismo sistema y en las condiciones
descritas anteriormente. Cada dos semanas, se midid el crecimiento en peso (g) y talla
(mm) y se evalué la supervivencia de las semillas. A la mitad y al final del experimento se
cuantificé la composicion bioquimica (proteinas, carbohidratos, lipidos totales y acidos
grasos) de las semillas de ostion y también se evalud el consumo de oxigeno y la

excrecion de amonio.
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I11.3. Cultivo de las semillas de ostion C. gigas
II1.3.1. Obtencién de semillas

Las semillas de ostion fueron proporcionadas por el laboratorio MaxMar, ubicado en
“El Rincon de Ballenas”, Ensenada, Baja California. Estas semillas fueron cultivadas en el
laboratorio hiimedo de las instalaciones del Departamento de Acuicultura del Centro de

Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada (CICESE).

I11.3.2. Condiciones de cultivo de las semillas de ostién

Las semillas se mantuvieron en un sistema cerrado con flujo de aire constante tipo “air
lift” (Fig. 2). Para mantener las diferentes temperaturas en cada experimento se utilizaron
calentadores para acuario de 250 Vatios, un calentador por cada unidad experimental. Se
utilizaron reguladores de temperatura (Medusa, modelo TC-200), para mantener
relativamente constantes las diferentes temperaturas (variacion de + 0.5°C). Se obtuvieron
datos iniciales de longitud total, peso humedo, peso seco total y orgénico.

El peso inicial promedio de las semillas de ostién fue de 4.8 mg de peso humedo,
2.8 mg de peso seco total y 205 pg de peso seco organico.

La racion de microalgas, proporcionada inicialmente a los organismos, fue de 100,000
cél ml"' y semanalmente se ajusté incrementando la racién con base en el 3% del peso
seco de los ostiones. Las raciones ofrecidas a los animales se calcularon con base en el
peso seco organico de las microalgas, en una proporcion de 1:1 para las dietas con
microalgas flageladas Isochrysis sp. y Pavlova lutheri y una proporcion de 2:1 en el caso

de las dietas que incluyeron la diatomea C. calcitrans.
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II1.4. Crecimiento y supervivencia de semillas de ostion C. gigas
El crecimiento en talla (longitud de la concha en mm) y peso (g) de las semillas de
ostion se evaludé cada dos semanas. Se midieron aleatoriamente 30 semillas por
tratamiento en un microscopio estereoscopico con ocular graduado (Modelo Wild
Heerbrugg, Max Erb Ins. Company, Burbank CA, precision de 0.01 mm). Posteriormente
las semillas se pesaron en una balanza analitica (Mettler AE 240 con precision 0.0001 g)
para obtener el peso himedo (PH), el peso seco total (PST) y el peso seco organico (PSO).
Para obtener el PH, las semillas se lavaron previamente con agua destilada para
eliminar el exceso de sales. Para obtener el PST, las semillas se colocaron en cajas de
aluminio y se secaron en una estufa de conveccion a 60°C durante 24 horas, se pesaron y
posteriormente las muestras se incineraron en una mufla a 490°C durante 8 horas para la
obtencion de cenizas (Sorokin, 1973). El peso seco organico se obtuvo de la diferencia
entre el PST y el peso de las cenizas.
El porcentaje de supervivencia acumulada (%S) de las semillas se calculé con la
siguiente ecuacion:
%S=_Ng X 100
No
Donde:
S= Supervivencia
Np= Numero de ostiones al inicio
N= Numero de ostiones al tiempo t
IIL.5. Composicion bioquimica de las semillas de ostion C. gigas
Al final del experimento 1 se evalud por triplicado la composicion bioquimica

(proteinas, carbohidratos, lipidos totales y acidos grasos) del tejido de los organismos. En

el experimento 2 la composicion bioquimica se evaluo a la mitad y al final del ensayo.
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Los métodos utilizados para el analisis de la composicion bioquimica fueron los
descritos anteriormente en la seccion II1.1.4. Los valores obtenidos se expresaron con base

en el PSO.

II1.6. Consumo de oxigeno de las semillas de ostion C. gigas.

Se evalud el consumo de oxigeno de las semillas de ostion en los diferentes
tratamientos de los dos experimentos. Se colocaron de 10 a 25 semillas, lo que dependio
del tamafio de los ostiones. El consumo de oxigeno se evalué al final del experimento 1 y
a la mitad y al final del experimento 2.

Se utiliz6 un respirémetro semi-abierto, provisto con 30 camaras respirométricas de 50
ml (Fig. 3), como el utilizado por Diaz-Herrera et al. (1992). Para proporcionar la
temperatura de cada tratamiento se utilizo un calentador de titanio y para mantener esta
temperatura constante se utilizé un regulador de temperatura (Medusa, modelo TC-200)
(Fig. 2). En cada ensayo se colocaron 4 repeticiones por cada tratamiento.

Para evaluar el oxigeno disuelto del agua contenida en cada una de las camaras
respirométricas, se utilizé un oximetro (modelo YSI #52 equipado con un sensor
polarografico). Las semillas de cada tratamiento permanecieron 24 horas en el
respirometro con un flujo de agua constante, no se proporciond alimento durante los
ensayos y €stos se llevaron a cabo a la misma temperatura que tenian en los diferentes
tratamientos. Transcurrido ese tiempo se tomo la lectura del contenido de oxigeno inicial
en el agua de cada una de las camaras respirométricas, incluyendo 4 controles, y
posteriormente se cerraron durante 1-2 horas, después de este tiempo se midio el

contenido final de oxigeno en todas las camaras respirométricas.
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La tasa del consumo de oxigeno de las semillas se calculd obteniendo la diferencia
entre la concentracién inicial y final del oxigeno disuelto (mgO, L™). El consumo de
oxigeno se expresé en mgO, h™'g” (con base en el peso seco organico del tejido de cada

organismo) y en pgO, h™'semilla™.

Ll o
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!

Figura 3. Respirometro semi-abierto, provisto con 30 camaras
respirométricas de 50 ml, utilizado para evaluar el consumo de
oxigeno y la excrecion de amonio en semillas de ostion C. gigas
expuestas a diferentes tratamientos de temperatura vy
alimentacion (Experimentos 1 y 2).
IT1.7. Excrecién de amonio de las semillas de ostion C. gigas.
Se evalué la excrecién de amonio de las semillas de ostion en los diferentes

tratamientos de los dos experimentos. La concentracion de amonio se cuantificé con el

método de azul de indofenol (Rodier, 1978). Se obtuvieron muestras de 10 ml del agua
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contenida en las camaras respirométricas al mismo tiempo que se obtuvieron las muestras
para medir el oxigeno disuelto de cada ensayo, y se fijaron con solucion alcohdlica de
fenol. Previamente se hicieron curvas de calibracién con cloruro de amonio, cuantificando
las diferentes concentraciones de este estandar y de las muestras analizadas en un
espectrofotometro (ELYPTICA Mod. ELY-2000) a una longitud de onda de 640 nm.

La tasa de excrecién de amonio de las semillas se calcul6 obteniendo la diferencia
entre la concentracién inicial y final de amonio del agua contenida en las camaras
respirométricas. La excrecién de amonio se expresé en pgNH4 h''g” (con base en el peso

seco organico del tejido de cada organismo) y en pgNH, h™'semilla™.

ITL.8. Proporcién oxigeno-nitrogeno O:N dé las semillas de ostion C. gigas

La proporcion O:N de las semillas de ostién se calculd en equivalentes atomicos. La
tasa del consumo de oxigeno de las semillas, en mgO, h™', se dividié entre el peso atémico
del oxigeno (16) y la tasa de excrecién de amonio, en mgNH, h™', se dividié entre el peso

atémico del nitrégeno (14) (Widdows, 1985).

II1.9. Analisis estadisticos
I11.9.1. Evaluaciones de los cultivos de microalgas

Para evaluar las diferencias en el crecimiento y la composiciéon bioquimica de las
diferentes mezclas de microalgas utilizadas en los dos experimentos se aplicé un analisis
de varianza (ANOVA) de una via. La normalidad de los datos se evalud por examen
grafico de los residuales y la homocedasticidad con la prueba de Hartley (Zar, 1984). El

nivel de significancia para las pruebas fue de 0.05.
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[11.9.2. Evaluaciones del cultivo de semillas del ostiéon C. gigas

Para evaluar el efecto de las dietas y las temperaturas sobre el crecimiento, la
supervivencia y el contenido de proteinas, carbohidratos, lipidos totales y acidos grasos de
las semillas de ostion, se utilizé un ANOVA de dos vias, las dietas fueron tratadas como
un factor aleatorio. La normalidad de los datos se evalu6 examinando las graficas de los
residuales y la homocedasticidad con la prueba de Box M. Para el contenido de algunos
acidos grasos poliinsaturados se realiz6 una transformacién, aplicando la raiz cuadrada a
los datos antes de hacer el analisis.

También se utilizé6 un ANOVA de dos vias para evaluar el efecto de las dietas y las
temperaturas sobre el consumo de oxigeno y excrecion de amonio de las semillas de
ostion. Se realizd una transformacioén logaritmica a los resultados del consumo de oxigeno
(por peso) del experimento 2 y a los valores obtenidos de la excrecion de amonio por
semilla solo se realizé una transformacion logaritmica negativa en el experimento 1.

Para las comparaciones multiples entre los tratamientos se utilizé la prueba de Tukey de

diferencia significativa (HSD), con un nivel de significancia de 0.05 (Zar, 1984).
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IV. RESULTADOS
IV.1. Dietas para las semillas de ostion C. gigas
IV.1.1. Peso seco organico y composicion proximal de las dietas de microalgas

Las dietas con las diferentes mezclas de microalgas mantuvieron el peso seco organico
en valores similares, con promedios de 135.7 a 179.1 pug ml", durante el tiempo que
duraron los dos experimentos (Tabla I). No se encontraron diferencias significativas entre
el peso seco organico de las dietas (P=0.843, P=0.269), ni durante el tiempo (P=0.424)
que duraron ambos experimentos.
Tabla 1. Peso seco organico (ug ml™) de las mezclas de microalgas utilizadas durante los

experimentos de crecimiento de semillas de ostién del Pacifico Crassostrea

gigas. CI: Chaetoceros calcitrans- Isochrysis sp.; CP: C. calcitrans-Pavlova
lutheri; IP: Isochrysis sp.-P. lutheri; Dt: Dunaliella tertiolecta.

Experimento 1 Experimento 2
Mes CI CP 1P Mes 1P Dt
1 179.1 £13.5 1357 +19 1587 +7.9 1 1663 +£3.5 1483 8.0
171.3+14.1 1436 £94 156.7 £29 169.9 9.2 175.1=12.6

2 166.1 =154 148.8+36.2 141.1 + 2.3 2 163.8+163 154.8+14.2
176.7 £15.0 165.1+10.9 159.8 +29.1 173.6 £10.8  143.7+284

+=desviacion estandar

En relacion a la composicion proximal de las diferentes dietas utilizadas para alimentar
a las semillas de ostion, se tuvieron porcentajes similares de lipidos, carbohidratos y
proteinas. El intervalo de porcentajes de las proteinas fue de 48.24 a 51.51%, de los

carbohidratos de 12.74 a 15.38% y en los lipidos totales de 35.58 a 37.93% (Tabla II).
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Tabla II. Composicion bioquimica porcentual de las dietas utilizadas para alimentar a las
semillas de ostién Crassostrea gigas, en los experimentos 1 y 2. El porcentaje
promedio se calculé con base en el peso seco organico.

Dieta Proteinas Carbohidratos Lipidos
Experimento 1
Chaetoceros calcitrans-Isochrysis sp. 50,55 £3.3 13.88 £0.9 3558 = 1.0
Chaetoceros calcitrans-Pavilova lutheri 51.51 £0.4 12.74 £1.3 35.73 +£0.2

Isochrysis sp.-Paviova lutheri 4932 +£24 13.57 £0.6 3511 £3.7
Experimento 2

Isochrysis sp.-Pavlova lutheri 48.24 £2.2 1383 £1.9 37.93 £1.6
Dunaliella tertiolecta 48.39 £1.5 15.38 £2.9 3621 =19

+=desviacion estandar

Durante los dos meses que duré cada experimento, no se encontr6 diferencia
significativa en el contenido de proteinas (P=0.866), de carbohidratos (P=0.194), ni de

lipidos (P=0.054) entre las diferentes dietas.

IV.1.2. Acidos grasos de las dietas de microalgas

En general se observo que la suma total los acidos grasos saturados (AGS) de las cinco
dietas utilizadas en los dos experimentos tuvieron valores muy cercanos entre si (Tabla IIT),
con intervalos de 70.3 a 89.9 %. Al analizar los acidos grasos individualmente, se observo
que el 14:0 y 16:0 fueron los que tuvieron las concentraciones mas altas (28.2 a 43.3%) en
las mezclas de las dietas CI, CP e IP. Sin embargo, en la dieta monoalgal (Dt) se
encontraron valores extremos de 2.2% para el 4cido graso 14:0 y de 80.5% para el 4cido
graso 16:0, mientras que el acido graso 18:0 tuvo valores bajos en todas las dietas
utilizadas, con valores de 3.1 a 7.2%. En los dos experimentos se encontraron algunas

diferencias significativas en los AGS (P<0.01) de las dietas.
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Tabla III. Composicion de acidos grasos (porcentaje con base en el total de los acidos
grasos) de las dietas utilizadas para alimentar a las semillas de ostion
Crassostrea gigas, en los experimentos 1 y 2. Cl: Chaetoceros calcitrans-
Isochrysis sp.; CP: C. calcitrans-Pavlova lutheri; 1P: Isochrysis sp.-P. lutheri;,
Dt: Dunaliella tertiolecta.

Acido graso Experimento 1 Experimento 2
CI Ccp 1P IP Dt
AGS
14:0 433453 #33.542.7 382454  +36.1+3.4 22404
16:0 282 +4.1  35.7+45.8 372445 +31.0x42  80.5+£1.9
18:0 3.1 0.3 +4.2 +1.2 3.34H0.5 3.2+0.6 72412
Total 74.6 73.4 78.7 70.3 89.9
AGMI
16:1 n9 8617 11.4£1.0 «5.2 +2.1 4.5 £0.4 0.6 £0.4
18:1n9 3.940.5 1.2 £0.2 45+1.3 *3.4+1.8 4.7+0.9
18:1 nl1 24+1.2 1.6 £0.2 26415 «1.8 £0.6 4.1 0.6
Total 15.9 14.2 12.3 9.8 9.4
AGPI
18:2n6 0.7 0.4 *0.3 0.2 0.6 +0.4 0.8 +0.4 0.7 £0.2
18:3n3 2.7£1.8 0.5 £0.6 2.7+£24 5.1 £2.1 t
18:4n3 0.2 £0.2 0.1+0.1 0.2 £0.2 +0.5 +0.9 nd
20:4n6 0.02 +0.03 03410 t 1.642.6 nd
20:5n3 58+5.4 11.1 +8.5 5.4 +4.5 11.4+6.8 nd
22:6n3 0.1 0.2 0.2 +0.3 0.2 +0.4 0.5+0.9 nd
Total 9.5 12.5 9.1 20.0 0.7

AGS= Acidos grasos saturados

AGMI= Acidos grasos monoinsaturados
AGPI= Acidos grasos poliinsaturados

t =trazas

nd = no detectados

*= diferencia significativa

+ = desviacion estandar

En relacion con la suma total de los porcentajes de los acidos grasos monoinsaturados
(AGMI), también se observaron valores muy cercanos entre si en ambos experimentos, de
9.4 a 15.9%. El acido graso 16:1 n9 tuvo un intervalo de variacion muy amplio, de 0.6 a

11.4% (Tabla TII).
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En el experimento 1 se encontrd una diferencia significativa en los acidos grasos 16:1 n9
(IP) y 18:1 n9 (CP) (P<0.001). En el experimento 2 también se tuvo una diferencia
significativa en los acidos grasos monoinsaturados entre las dietas (P<0.05).

La suma total de los AGPI de las dietas de las mezclas de microalgas proporcionadas en
el experimento | tuvo un intervalo de 9.1 a 12.5%. En el experimento 2 se encontraron
diferencias importantes entre las dietas (IP) y (Dt) (20% y 0.7% respectivamente). En esta
ultima dieta se observé gran diferencia en la presencia y concentracion de AGPI, no se
detectaron los acidos grasos 18:4n3, 20:4n6, 20:5n3 y 22:6n3 (Tabla III). El acido graso
esencial 20:5n3, tuvo las concentraciones mas altas en las otras cuatro dietas, con valores
promedio de 5.4 a 11.4% mientras que el acido 22:6n3 tuvo porcentajes bajos, de 0.1 a 0.5
%o.

Se encontré una diferencia significativa en los dcidos grasos 18:2n6 y 18:3n3 entre las
dietas de los dos experimentos (P<0.05). No se encontré diferencia significativa en los
acidos grasos 18:4n3, 20:4n6, 20:5n3 y 22:6n3 entre las dietas (P>0.05). Los porcentajes de
los acidos grasos esenciales 20:5n3 y 22:6n3 fueron similares en todas las dietas, excepto

para la dieta Dt.

IV.1.3. Analisis de calorimetria de las dietas de microalgas

El contenido caldrico de las dietas proporcionadas a las semillas de C. gigas en ambos
experimentos, fue similar en las tres dietas constituidas de mezclas de microalgas, con
valores de 2,071 a 2,695 calorias g”', excepto con la dieta monoalgal de D. tertiolecta que

tuvo un contenido calérico de 4,435 calorias g' (Tabla IV). Se encontré una diferencia
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significativa en el contenido caldrico de la dieta Dt en relacidn con las otras dietas

(P<0.001).

Tabla IV. Contenido calérico (calorias g') promedio de las mezclas de mlcroalgas
suministradas a las semillas de ostion Crassostrea gigas.

Mezcla de microalgas Calorias g

Chaetoceros calcitrans-Isochrysis sp. 207091 = 677.15
Chaetoceros calcitrans-Paviova lutheri 2694.72 + 724.33
Isochrysis sp.- Pavlova lutheri 2658.89 + 501.55
Dunaliella tertiolecta +443539+ 54.40

= diferencia significativa
+=desviacion estandar

IV.2. FISIOLOGIA DE LAS SEMILLAS DE OSTION C. gigas.

IV.2.1. CRECIMIENTO DE LAS SEMILLAS DE OSTION C. gigas

1V.2.1.1. Experimento 1 (seleccion de dietas de alta calidad nutricia para semillas de ostion C. gigas).
A las ocho semanas de cultivo, el intervalo de la longitud promedio de las semillas de

ostion cultivadas a 20, 23 y 26°C y alimentadas con las diferentes dietas fue de 5.26 a

8.52 mm (Tabla V). No se encontré un efecto significativo de las dietas (P=0.081), ni de

las temperaturas (P=0.204); pero la interaccion entre las temperaturas y las dietas tuvo un

efecto significativo en el crecimiento (P<0.001).

Las semillas cultivadas a 23°C y alimentadas con la dieta IP tuvieron el mayor
crecimiento, mientras que las semillas con los otros tratamientos tuvieron un crecimiento
similar en cada nivel de temperatura. Por ultimo, las semillas que tuvieron el menor

crecimiento fueron aquellas cultivadas a 26°C (Tabla V).
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Tabla V. Crecimiento en longitud (mm) y peso (mg) de las semillas de ostion Crassostrea
gigas, después de ocho semanas de cultivo a 20, 23 y 26°C y alimentadas con
tres dietas de microalgas. CI: Chaetoceros calcitrans-Isochrysis sp.
CP: C. calcitrans- Paviova lutheri e 1P: Isochrysis sp.- P. lutheri.

Temperatura Dietas Longitud Peso Himedo  Peso Seco Peso Seco
(mm) (mg) Total (mg)  Organico (mg)

CI 6.54 *1.01 113.1 +44 60.7 24 4.7 +0.1

20°C cP 6.14 £1.54 79.4 +33 442 =17 34 £05
P 6.04 +1.33 101.2 +65 56.8 +33 4.1 0.1

CI 6.43 +1.47 69.6 £16 40.1 =11 2.3 %01

23°C CP 6.16 £1.28 51.8 £20 292 +£25 34 04
P *8 52 +1.80 123.7 £29 700 = 8 4.1 £02

cl 5.71 #1.49 97.9 + 2 548 = 3 3.7 £0.1

26°C CP 5.50 £1.34 118.7 £ 6 704 = 4 4.5 £0.1
P 5.26 *0.93 120.3 +12 703 £ 6 44 04

* = diferencia significativa
+ = desviacion estandar

En relacion al peso humedo (PH) de las semillas de ostion, se tuvo un intervalo amplio
de variacion (de 51.8 a 123.7 mg). Las semillas alimentadas con la dieta IP tuvieron valores
altos del PH en los tres niveles de temperatura (Tabla V). Se encontré diferencia
significativa en el PH de las semillas con respecto a la dieta (P<0.05), a la temperatura
(P<0.05) y en la interaccion entre las temperaturas y las dietas (P<0.05).

El peso seco total (PST) de las semillas tuvo un intervalo de 29.2 a 70.4 mg (Tabla
V). Se encontrd diferencia significativa en el PST de las semillas con respecto a la temperatura

(P<0.05), con las dietas (P<0.05) y con la interaccion entre las temperaturas y dietas (P<0.05).
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El peso seco organico (PSO) de las semillas de ostion cultivadas a las tres
temperaturas y con las tres dietas tuvo valores similares, entre 2.3 y 4.7 mg. No se encontrd
diferencia significativa en el PSO de las semillas con respecto a la dieta (P>0.05), pero si
en relacion con la temperatura (P<0.05) y en la interaccion entre las temperaturas y las

dietas (P<0.05).

IV.2.1.2. Experimento 2(efecto interactivo de la temperatura y de la dieta en semillas de ostién C.
gigas).

El crecimiento de las semillas de ostion alimentadas con la dieta IP a 23, 26 y 29°C se
incremento a partir de la cuarta semana de cultivo, alcanzando en promedio 11.2 mm (Fig.
4), mientras tanto, las semillas alimentadas con la dieta a base de la microalga Dunaliella
tertiolecta (Dt) y aquellas cultivadas a 32°C alimentadas con la dieta IP tuvieron un
crecimiento pobre durante todo el experimento, con un intervalo de talla entre 3.6 y 4.5
mm. Este experimento finalizé a la quinta semana, debido a la gran mortalidad de las

semillas de ostion cultivadas a 32°C.

No se encontré un efecto significativo de la temperatura en la longitud de las semillas de
ostion (P=0.357); pero entre las dietas si se observo una variacion significativa (£<0.001),
al igual que en la interaccion entre las temperaturas y las dietas (P<0.001). En los
tratamientos que incluyeron la dieta IP, excepto a 32°C, las semillas de ostion tuvieron las

tallas mayores diferenciandose fuertemente del resto de los tratamientos.
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Figura 4. Crecimiento en longitud de la concha (mm) de las semillas de ostion del Pacifico
Crassostrea gigas cultivadas a 23, 26, 29 y 32°C; alimentadas con una mezcla de
las microalgas Isochrysis sp.-Pavlova lutheri (IP) y con la microalga Dunaliella
tertiolecta (Dt).

El peso humedo (PH) de las semillas de ostién alimentadas con la dieta IP a 23, 26 y
29°C se incremento desde la cuarta semana y alcanzo valores de 202.8 a 210.0 mg (Fig. 5),
mientras que las semillas alimentadas con la dieta Dt y las semillas cultivadas a 32 °C y
alimentadas con la dieta IP tuvieron un menor incremento en PH durante los dos meses
que duré el experimento, de 21.0 a 92.7 mg.

No se encontré diferencia significativa en el PH de las semillas de ostiéon entre las
temperaturas (P=0.335), pero si se encontrd diferencia altamente significativa entre las

dietas y en la interaccion (P<0.001).
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5. Crecimiento en peso humedo (mg) de las semillas de ostion del Pacifico
Crassostrea gigas, cultivadas a 23, 26, 29 y 32°C y alimentadas con una mezcla de
las microalgas Isochrysis sp.-Paviova lutheri (IP) y con la microalga Dunaliella
tertiolecta (Dt).

Durante la cuarta semana del experimento, el crecimiento en PST de las semillas de

ostion alimentadas con la dieta [P a 23, 26 y 29°C se incrementé rapidamente (Fig. 6),

aumentando entre cinco y diez veces su peso inicial (50-100 mg). Para la octava semana,

las semillas presentaron un PST de hasta 35 veces su peso inicial (350 mg), mientras que

las semillas alimentadas con la dieta Dt y las semillas cultivadas a 32°C y alimentadas con

la dieta IP tuvieron un crecimiento pobre durante todo el experimento (~10 mg).

No se encontrd diferencia significativa en el PST de las semillas de ostién entre las

temperaturas (P=0.343), aunque si se encontré una diferencia significativa en relacion con

las dietas y con la interaccion entre ambos factores (P<0.001).
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Figura 6. Peso seco total (mg) de semillas de ostion del Pacifico Crassostrea gigas,
cultivadas a 23, 26, 29 y 32°C; alimentadas con una mezcla de las microalgas
Isochrysis sp.-Paviova lutheri (IP) y con la microalga Dunaliella tertiolecta (Dt).

El incremento en el PSO de las semillas obtenido con la dieta IP se aceler¢ a partir de la
cuarta semana, registrandose el doble, triple y hasta cinco veces el peso inicial (2-5 mg),
dependiendo del tratamiento (Fig. 7). Al finalizar el experimento, las semillas registraron
un incremento mayor de diez veces el peso inicial (12.3 mg). Por otro lado, las semillas

alimentadas con la dieta Dt y las cultivadas a 32°C y alimentadas con la dieta IP

presentaron un PSO muy pobre (~1 mg).

No se encontré diferencia significativa en el PSO de las semillas de ostion, en relacion a
la temperatura (P=0.416), pero si hubo diferencia significativa en relacion con las dietas

(P<0.001) y con respecto a la interaccion entre las temperaturas y dietas (P<0.001).
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Figura 7. Crecimiento en peso seco organico (mg) de las semillas de ostion del Pacifico
Crassostrea gigas, cultivadas a 23, 26, 29 y 32°C; alimentadas con una mezcla de las
microalgas Isochrysis sp.-Pavlova lutheri (IP) y la microalga Dunaliella tertiolecta
(Dt).

IV.2.2. SUPERVIVENCIA DE LAS SEMILLAS DE OSTION C. gigas

En el experimento 1, las semillas de ostion cultivadas a 23°C y alimentadas con las
dietas CI y CP tuvieron los menores porcentajes de supervivencia (Fig. 8), de 75.0 a 75.8%,
en el resto de los tratamientos la supervivencia se mantuvo entre 80.8 y 89.2%, excepto
para las semillas cultivadas a 20°C alimentadas con las dietas CI y CP, donde se obtuvieron

los porcentajes de supervivencia mas altos, de 94.2 y 97.5%.
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Figura 8. Supervivencia de semillas de ostién del Pacifico Crassostrea gigas,
cultivadas a 20, 23 y 26°C y alimentadas con tres dietas de microalgas,

Chaetoceros calcitrans-Isochrysis sp. (Cl), C. calcitrans-Pavilova lutheri

(CP) e Isochrysis sp.-Pavlova lutheri (IP).
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En el experimento 2, las semillas de ostion cultivadas a 23, 26 y 29°C y alimentadas con

las dietas Isochrysis sp.-Pavlova lutheri (IP) y Dunaliella tertiolecta (Dt), la supervivencia

fue de 88.3 (29°C, dieta Dt) a 100% (23°C, dieta IP) (Fig. 9), al finalizar las ocho semanas

del experimento. Por otro lado, en las semillas de ostidn cultivadas a 32°C y alimentadas

con ambas dietas, la supervivencia solo fue de 33 a 62.5%. Las semillas cultivadas a 32°C y

alimentadas con la dieta Dt tuvieron una mortalidad mayor al 50% después de 5 semanas de

cultivo, por lo que el experimento finalizo para este tratamiento y las semillas restantes

fueron utilizadas para los diferentes analisis bioquimicos.
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Figura 9. Supervivencia de semillas de ostion del Pacifico Crassostrea gigas,
cultivadas a 23, 26, 29 y 32°C y alimentadas con una mezcla de las
microalgas Isochrysis sp.-Paviova lutheri (IP) y con la microalga
Dunaliella tertiolecta (Dt).

IV.2.3. COMPOSICION PROXIMAL DE SEMILLAS DE OSTION C. gigas
IV.2.3.1. Proteinas

En el experimento 1, el contenido proteico de las semillas de ostién, bajo los diferentes
tratamientos, fue de 52.3 a 84.2% (Fig. 10). Se observo una tendencia general de
disminucién en el contenido de proteinas de las semillas de ostion con respecto al
incremento de la temperatura de 20 a 26°C. Asimismo, los porcentajes de proteinas fueron
mayores en las semillas cultivadas a 20°C.

Se observd un mayor contenido de proteinas en las semillas alimentadas con la dieta IP,
de 62.6 a 67.1%, excepto en las semillas cultivadas a 20°C, donde el porcentaje mayor se

obtuvo con las dietas CI y CP. No se encontré diferencia significativa en los porcentajes de



38

proteinas entre las dietas (P=0.692), pero si se encontrd diferencia entre las temperaturas

(P=0.002), los porcentajes mayores correspondieron a las semillas cultivadas a 20°C. -

100 + [ ] Chaetoceros calcitrans - Isochrysis sp.
[ IChaetoceros calcitrans - Paviova lutheri
90 + [ Pavlova lutheri - Isochrysis sp.
80 + ﬁ_
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Figura 10. Porcentaje de proteinas de las semillas de ostion del Pacifico Crassostrea
gigas alimentadas con tres mezclas de microalgas Chaetoceros calcitrans-
Isochrysis sp., C. calcitrans-Pavlova lutheri e Isochrysis sp.-Pavlova lutheri,
cultivadas a 20, 23 y 26°C, en la octava semana de cultivo.

En el experimento 2, el contenido de proteinas de las semillas a la cuarta semana, fue de

48.2 a 83.5% y en la octava semana de 36.6 a 70.7% (Fig. 11). El mayor contenido de

proteinas se obtuvo en las semillas alimentadas con la dieta IP, en contraste con las semillas

alimentadas con la dieta Dt, en las diferentes temperaturas ensayadas. Se observé una

tendencia general en la que el porcentaje de proteinas de las semillas alimentadas con la
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dieta IP disminuy6 al aumentar la temperatura de cultivo, mientras que en las semillas
alimentadas con la dieta Dt a 23, 26 y 29°C el porcentaje de proteinas fue similar, >50 %.
Luego este porcentaje disminuyo en las semillas cultivadas a 32°C

En la cuarta semana se encontroé una diferencia significativa en el contenido promedio de
proteinas de las semillas de ostion con respecto a las dietas (P<0.001) y no se encontro

diferencia significativa en relacién con la temperatura ni con respecto a la interaccién

(P>0.05).
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Figura 11. Porcentaje de proteinas en las semillas de ostién del Pacifico Crassostrea
gigas alimentadas con una mezcla de las microalgas Isochrysis sp-Paviova
lutheri y con la microalga Dunaliella tertiolecta, cultivadas a 23, 26, 29 y 32°C,
durante la cuarta y octava semana de cultivo.
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Figura 12. Comparaciones multiples entre los porcentajes promedio de proteinas,

carbohidratos y lipidos de las semillas de ostion del Pacifico Crassostrea gigas
alimentadas con una mezcla de las microalgas Isochrysis sp.-Paviova lutheri (IP)
y con la microalga Dunaliella tertiolecta (Dt), en la octava semana de cultivo a
23, 26,29y 32°C.
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En la octava semana se encontrd una diferencia significativa en el contenido de proteinas
en relacion con la temperatura (P=0.046), entre las dietas y en la interaccion entre las

temperaturas y las dietas (P<0.001) (Fig. 12).

IV.2.3.2. Carbohidratos
En el experimento 1, el porcentaje de carbohidratos varié de 1.6 a 10.4% (Fig. 13). No se
encontraron diferencias significativas en relacion con las dietas (P=0.104), entre

temperaturas (P=0.056), ni en la interaccion entre las dietas y las temperaturas (£=0.100).
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Figura 13. Porcentaje de carbohidratos de las semillas de ostion del Pacifico Crassostrea
gigas alimentadas con tres mezclas de microalgas Chaetoceros calcitrans-
Isochrysis sp., C. calcitrans-Paviova lutheri e Isochrysis sp.-Paviova lutheri,
en la octava semana de cultivo a 20, 23 y 26°C,
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En el experimento 2, a la cuarta semana de cultivo, el porcentaje de carbohidratos en las
semillas de ostion varié de 4.2 a 14.2% y en la octava semana de 2.9 a 10.3% (Fig. 14). En
general, el porcentaje de carbohidratos disminuyé al incrementarse la temperatura; sin
embargo, a la cuarta semana no se observo este patrén. El contenido de carbohidratos, en

general, fue mayor en las semillas alimentadas con la dieta Dt.
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Figura 14. Porcentaje de carbohidratos de las semillas de ostion del Pacifico
Crassostrea gigas alimentadas con una mezcla de las microalgas
Isochrysis sp.-Paviova lutheri y con la microalga Dunaliella tertiolecta,
durante la cuarta y octava semana de cultivo a 23, 26, 29 y 32°C, ,

No se encontro diferencia significativa en el contenido de carbohidratos de las semillas

de ostion, con respecto a la temperatura, en la cuarta (P=0.416) ni en la octava semana

(P=0.142) del experimento. Tampoco se encontraron diferencias en el contenido de
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carbohidratos a la octava semana del cultivo con respecto a las dietas (P=0.199); sin
embargo, si se encontro diferencia significativa a la cuarta semana en relacion con la dieta y

la interaccion de los dos factores (P<0.001).

IV.2.3.3. Lipidos

En el experimento 1, el porcentaje de lipidos de las semillas de ostion vario de 9.9 a
41.1% (Fig. 15). En general, el porcentaje de lipidos en las semillas de ostion aumenta al
incrementarse la temperatura, con un maximo de 35.7 a 41.1% a 26°C. Se encontraron
contenidos similares de lipidos en las semillas alimentadas con las tres dietas y cultivadas a
23°C y 26°C, en contraste, en aquellas cultivadas a 20°C, se observo una diferencia
marcada en los lipidos de las semillas alimentadas con la dieta. CP (9.9%). No se encontrd
diferencia significativa en los porcentajes de lipidos entre dietas (P=0.757); sin embargo, si

hubo diferencia significativa en relacion con las temperaturas (P=0.000).

En el experimento 2, el contenido lipidico de las semillas de ostién a la cuarta semana de
cultivo fue de 9.6 a 47.6% y de 20.2 a 60.4% a la octava semana. En general, el porcentaje
de lipidos en las semillas de ostion tiene una tendencia clara, ya que se acumula en mayor
cantidad en niveles de temperatura superiores. También es notable un mayor contenido de
lipidos en las semillas alimentadas con la dieta Dt, en contraste con las semillas

alimentadas con la dieta IP (Fig. 16).
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Figura 15. Porcentaje de lipidos de las semillas de ostion del Pacifico Crassostrea
gigas alimentadas con tres mezclas de microalgas Chaetoceros

calcitrans-Isochrysis sp., C. calcitrans-Pavlova lutheri e Isochrysis sp.-
Paviova lutheri, en la octava semana de cultivo a 20, 23 y 26°C.

Al finalizar la cuarta y octava semana de cultivo, se encontraron diferencias
significativas en el contenido de lipidos de las semillas de ostién, con respecto a la
temperatura (P=0.017), entre las dietas (P<0.001) y con respecto a la interaccion entre las

temperaturas y las dietas (P=0.027).
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Figura 16. Porcentaje de lipidos de las semillas de ostion del Pacifico Crassostrea gigas
alimentadas con una mezcla de las microalgas Isochrysis sp.-Paviova lutheri y
con la microalga Dunaliella tertiolecta, cultivadas a 23, 26, 29 y 32°C,
durante la cuarta y octava semana de cultivo.

IV.2.3.4. Acidos grasos de las semillas de ostion C. gigas

En el experimento 1, el porcentaje total de acidos grasos saturados (AGS) de las
semillas de ostion cultivadas con las tres dietas y bajo las tres temperaturas vario de 43.7%
a 82.7%. Se observo un incremento proporcional de los AGS de las semillas de ostion, con
respecto al incremento en los niveles de temperatura (Tabla VI). El acido graso 16:0 se
encontrd en mayor concentracion en las semillas expuestas a los diferentes tratamientos,

con porcentajes de 29.0 a 53.3%. El 4cido graso 14:0 tuvo porcentajes similares entre los
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diferentes tratamientos, con avalores de 3.1 a 8.5%. Finalmente, el acido graso 18:0 tuvo

porcentajes de 9.9 a 21.6% (Tabla VI).

El porcentaje total de los acidos grasos monoinsaturados (AGMI) de las semillas de
ostién mantenidas bajo los diferentes tratamientos fue de 5.3 a 10.1%, el acido graso 16:1n9

tuvo los porcentajes menores, de 0.3 a 1.5% (Tabla VI).

El porcentaje total de los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) de las semillas de ostidon
en los diferentes tratamientos fue de 10.2 a 49.8 %. Los porcentajes de AGPI en las
semillas fueron similares en todos los tratamientos, excepto en las semillas alimentadas con
las dietas CP e IP a 26°C. En los AGPI de las semillas de ostion alimentadas con las tres
dietas, se observd una tendencia clara, en la cual los porcentajes de acidos grasos

disminuyeron al incrementarse la temperatura (Tabla VI).

Se encontraron diferencias significativas en los contenidos de los dcidos grasos 16:0,
16:1n9, 18:0, 18:1n9, 18:2n6, 20:4n6 y 20:5n3 de las semillas de ostién, con respecto a las
dietas (P<0.05), en los acidos grasos 16:0, 18:0 y 20:5n3 en relacion con las temperaturas
(P<0.05) y para la interaccion entre dietas y temperaturas (£<0.05) en los acidos grasos

14:0, 16:0, 16:1n9, 18:0, 20:4n6 y 22:6n3.
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En el experimento 2, durante la cuarta semana, el porcentaje total de AGS en las semillas
de ostion alimentadas con la dieta IP fue de 63.0 a 84.9% y el de las semillas alimentadas
con la dieta Dt fue de 82.2 a 90.3%. Los AGS fueron mayores en las semillas alimentadas
con la dieta Dt que en las semillas alimentadas con la dieta IP (Tablas VII). Los AGS que
se encontraron en mayor porcentaje en las semillas de ostion fueron el 16:0 con valores de
25.7269.3% y el 18:0 con valores de 12.9 a 14.3%, en las semillas alimentadas con la dieta

IP y de 6.1 a 48.3 % con la dieta Dt respectivamente (Tablas VII).

El porcentaje total de AGMI en las semillas de ostion alimentadas con la dieta IP fue de
8.0 a 8.8% y de las semillas alimentadas con la dieta Dt fue de 3.9 a 7.1%. Los AGMI de
las semillas de ostion alimentadas con la dieta IP se mantuvieron en valores cercanos en los
diversos niveles de temperatura, con ambas dietas, excepto a 26 y 29°C en las semillas

alimentadas con la dieta Dt (Tabla VII).

El porcentaje total de los AGPI de las semillas de ostiéon cultivadas a las cuatro
temperaturas y alimentadas con la dieta TP fue de 5.91 a 29.8% y en las semillas
alimentadas con la dieta Dt de 4.4 a 11.6%. En las semillas mantenidas a 26, 29 y 32°C y
alimentadas con la dieta Dt no se detectaron los acidos grasos 18:3n3, 18:4n3 y 20:4n6,
tampoco se encontraron los acidos 20:5n3 y 22:6n3 en los cuatro niveles de temperatura.
Para las semillas alimentadas con la dieta IP, los 4cidos grasos esenciales 20:5n3 y 22:6n3

se mantuvieron con valores cercanos, excepto a 32°C (Tabla VII).
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Las semillas de ostion alimentadas con la dieta Dt en todas las temperaturas ensayadas
tuvieron porcentajes de los AGPI muy similares a los dcidos grasos de las semillas de
ostion cultivadas a 32°C y alimentadas con la dieta IP (Fig. 17).

A la octava semana de cultivo, el porcentaje total de AGS en las semillas de ostion
alimentadas con la dieta IP fue de 67.0 a 93.1% y en las semillas alimentadas con la dieta
Dt fue de 86.2 a 94.1%. Los AGS que se encontraron en mayor porcentaje fueron el 16:0,
de 42.3a259.5% yel 18:0 de 13.7 a 27.1% con la dieta IP y de 35.2 a 40.4% con la dieta Dt.
Los AGS de las semillas alimentadas con la dieta Dt fueron altos en todos los niveles de
temperatura y similares a los AGS de las semillas a 32°C y alimentadas con la dieta IP
(Tabla VIII).

No se encontré diferencia significativa en los contenidos de AGS de las semillas de
ostion cultivadas a las diferentes temperaturas (P=0.318), pero se observo diferencia
significativa entre las dietas (P<0.001) y en relacion con la interaccion entre temperaturas y
las dietas (P=0.011) (Fig. 17 A y B).

El porcentaje total de AGMI en las semillas de ostién alimentadas con la dieta TP fue de
3.6 2 9.7% y de las semillas alimentadas con la dieta Dt fue de 3.0 a 5.7%. En general, se
observo una disminucion de los AGMI al incrementarse la temperatura (Tabla VIII).

Se encontro diferencia significativa en el porcentaje de los AGMI de las semillas de
ostion entre dietas (P<0.001), con los porcentajes mas altos en las semillas alimentadas con
la dieta IP, pero no se observo diferencia entre los niveles de temperatura (P=0.240), ni en

relacion con las temperaturas y las dietas (P=0.166).
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La suma del porcentaje de los AGPI de las semillas de ostion cultivadas a 23, 26 y 29°C
y alimentadas con la dieta IP tuvieron porcentajes altos de 11.8 a 23.3%. Para las semillas
alimentadas con la dieta Dt en todos los niveles de temperatura y a 32°C alimentadas con la
dieta IP, los porcentajes fueron muy similares, de 3.0 a 8.8%. No se detectaron los AGPI
18:4n3, 20:4n6, 20:5n3 y 22:6n3 en las semillas de ostion cultivadas a 32°C y alimentadas
con ambas dietas (IP y Dt). En las semillas alimentadas con la dieta Dt, el acido graso
20:5n3 no se encontrd en ninguno de los niveles de temperatura ensayados y el 4dcido graso

22:6n3 tuvo valores bajos.

No se encontraron diferencias significativas entre los contenidos de los AGPI de las
semillas de ostion cultivadas a las diferentes temperaturas (P=0.316), pero se observo
diferencia significativa entre las dietas (P=0.002) (Fig. 17 C y D) con valores mas altos en
las semillas alimentadas con la dieta IP, y en relacién con la interaccion entre temperaturas

y dietas (P=0.037).
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Figura 17. Comparaciones muiltiples entre las medias del contenido de acidos grasos
saturados (AGS) y poliinsaturados (AGPI) en semillas de ostién del Pacifico
Crassostrea gigas alimentadas con una mezcla de las microalgas Isochrysis
sp.-Pavlova lutheri (IP) y con la microalga Dunaliella tertiolecta (Dt), en la
octava semana de cultivo a 23, 26, 29 y 32°C,,.



IV.2.4. CONSUMO DE OXIGENO DE LAS SEMILLAS DE OSTION C. gigas
En el experimento 1, el consumo de oxigeno especifico (por unidad de peso) en las
semillas de ostién fue similar entre dietas y temperaturas en todos los tratamientos,
vari6 de 0.97 a 1.89 mg O, h'g”"' (Fig. 18). No se encontré diferencia significativa en
el consumo de oxigeno de las semillas de ostiéon en relacion con la temperatura

(P=0.77), con la dieta (P=0.26), ni en la interaccién entre temperatura y dieta

(P>0.05).
[] Chaetoceros calcitrans - [sochrysis sp.
[] Chaertoceros calcitrans - Paviova lutheri
(1 Isochrysis sp. - Paviova lutheri
3+
2.8 L
W o2t || JT
= 15
o
2T
0.5 +
0 |
20°C 23°C 26 °C 26 °C 26 °C

(promedio) (chicas) (grandes)
Temperaiura

Figura 18. Consumo de oxigeno especifico de las semillas de ostién del Pacifico
Crassostrea gigas alimentadas con tres mezclas de las microalgas,
Chaetoceros calcitrans-Isochrysis sp., C. calcitrans-Paviova lutheri e
Isochrysis sp.-P. lutheri, cultivadas a 20, 23 y 26°C. El consumo de oxigeno
se expresa en mg de oxigeno consumido por hora por gramo de peso seco
organico de las semillas de ostion.
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El consumo de oxigeno individual tuvo valores similares en las temperaturas de 20
y 23°C, de 1.96 a 2.67 ugO, h™'semilla” (Fig.19) y valores notablemente menores en
las semillas mantenidas en la temperatura mas elevada (26°C), de 0.62 a
1.01 ugO, h'semilla”. El consumo de oxigeno fue mayor en las semillas alimentadas
con la dieta IP a 20°C y menor en las semillas alimentadas con la dieta IP a 26°C. Se
tuvo un mayor consumo de oxigeno en las semillas grandes y los valores menores se

tuvieron a 26°C con la dieta IP tanto en semillas grandes como en chicas.

[] Chaetoceros calcizrans - Isochrysis sp.
(] Chaeroceros caleitrans - Paviova lutheri

L] Isochrysis sp. - Paviova lutheri

3.5

i

g T
o 2.0 + ’_‘.
7]
—I.: 1|5 T
% 1.0 +
0.5 +
. M L,
20°C 23°C 26 °C, 26 °C 26 °C
(promedio)  (chicas) (grandes)
Temperatura

Figura 19. Consumo de oxigeno individual de semillas de ostiéon del Pacifico
Crassostrea gigas alimentadas con tres mezclas de las microalgas,
Chaetoceros calcitrans-Isochrysis sp., C. calcitrans-Pavlova lutheri e
Isochrysis sp.-P. lutheri, cultivadas a 20, 23 y 26°C. El consumo de oxigeno
se expresa en pg de oxigeno consumido por hora por semilla.
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Se encontrd diferencia significativa en el consumo de oxigeno de las semillas de
ostion, en relacion con la temperatura (P<0.05), pero no se encontr6 diferencia
significativa entre dietas (P=0.30). En referencia al tamafio, también se encontrd
diferencia significativa en el consumo de oxigeno entre las semillas grandes y las

chicas (P<0.05).

En el experimento 2, el consumo de oxigeno especifico de las semillas de ostiéon
alimentadas con la dieta IP fue de 0.40 a 6.26 mgO, h'g" y para las semillas
alimentadas con la dieta Dt fue de 1.11 a 5.88 mgO, h''g”". Este consumo de oxigeno
fue menor en las semillas de ostion mantenidas a 26°C y se encontraron valores
mayores en las semillas mantenidas a 29 y 32°C. El consumo de oxigeno fue menor
en las semillas alimentadas con la dieta IP en casi todos los niveles de temperatura,
excepto a 29°C (Fig. 20).

Se encontro diferencia significativa en el consumo de oxigeno de las semillas de
ostion, en relacion con las temperaturas (P<0.05), con las dietas (P<0.001) y con
respecto a la interaccion entre las dietas y las temperaturas (P<0.001).

El consumo de oxigeno individual de las semillas de ostion alimentadas con la
dieta IP, tuvo un valor promedio de 1.69 a 8.01 ugO, h™'semilla™ y para las semillas
alimentadas con la dieta Dt fue de 1.20 a 2.50 ugO; h™'semilla™ (Fig. 21). El consumo
de oxigeno fue mayor en las semillas alimentadas con la dieta [P que en aquellas
semillas alimentadas con la dieta Dt, excepto a 32°C. Este consumo de oxigeno,

disminuye ligeramente en los niveles de temperatura superiores, en las semillas
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alimentadas con la dieta [P, mientras que en las semillas alimentadas con la dieta Dt

el consumo de oxigeno es similar en las diferentes temperaturas.

Cuanta semana Octava semana
7 A
o O Dieta IP
"ap O T O Dieta Dt
g u
= St
Ll
o i§ L
gh + + |
3 pd 1 J
B
1 1 m
ol 1l 1 m ﬂ 1
239C 26 °C 29 °C J29C 23°C 26°C'
Temperatura

Figura 20. Consumo de oxigeno especifico de las semillas de ostion del Pacifico
Crassostrea gigas alimentadas con una mezcla de las microalgas [sochrysis
sp.-Pavlova lutheri (IP) y con la microalga Dunaliella tertiolecta (Dt), a 23,
26, 29 y 32°C, a la cuarta y octava semana de cultivo. El consumo de
oxigeno se expresa en mg de oxigeno consumido por hora por gramo de peso
seco organico de las semillas de ostion.

Se encontr6 diferencia significativa en el consumo de oxigeno, en relacion con las
dietas (P<0.001) y con la interaccidn entre las dietas y las temperaturas (P<0.001); pero no

se encontro diferencia significativa entre temperaturas (P>0.800).
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Figura 21. Consumo de oxigeno individual de las semillas de ostion del Pacifico
Crassostrea gigas alimentadas con una mezcla de las microalgas Isochrysis
sp.-Pavlova lutheri (IP) y con la microalga Dunaliella tertiolecta (Dt), a 23, 26,
29 y 32°C, durante la cuarta y octava semana de cultivo. El consumo de
oxigeno se expresa en ug de oxigeno consumido por hora por semilla.

No se conté con un numero suficiente de semillas para realizar los experimentos de
consumo de oxigeno del tratamiento a 26°C y con la dieta Dt, ni para los ensayos a 29°C y
32°C con ambas dietas a la octava semana de cultivo, razon por la cual estos datos no se

indican en las figuras 20 y 21.
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IV.2.5. EXCRECION DE AMONIO DE LAS SEMILLAS DE OSTION C. gigas.

En el experimento 1, la excrecion de amonio especifica (por peso) de las semillas de
ostién fue de 14.5 a 76.5 ngNH, h''g” en los diferentes tratamientos (Fig. 22). La excrecion
de amonio fue similar en las semillas grandes y chicas, alimentadas con las tres dietas. No
se encontraron diferencias significativas en la excrecion de amonio en relacion con la

temperatura (P=0.67), con las dietas (P=0.16), ni el tamatio (P=0.76).

L_| Chaetoceres calcitrans - (sochrysis sp.
120 - [ Chaetoceros caleitrans - Pavieva lutheri

(] Paviova lutheri - fsochrysis sp.
100 +

~

o)
w80 4

=

T 60 4 | ]

7 # ;

b 40) ok J

St |Wm
0
20°C 239°C 26 °C 26 °C 26 °C

(promedio) (chicas) (grandes)

Temperatura

Figura 22. Excrecion de amonio especifica, de las semillas de ostién del Pacifico
Crassostrea gigas alimentadas con tres mezclas de las microalgas,
Chaetoceros calcitrans-Isochrysis sp., C. calcitrans-Pavlova lutheri e
Isochrysis sp.-P. lutheri cultivadas a 20, 23 y 26°C. El amonio se expresa en
pg de amonio excretado por hora por gramo de peso seco organico de ostion.

La excrecion de amonio individual de las semillas de ostion fue de
0.020 a 0.094 ugNH, h'semilla™ en los diferentes tratamientos. La excrecion de amonio

fue mayor en las semillas cultivadas a 23 y 26°C. En general, la excrecion de amonio fue

similar en las semillas mantenidas con las tres dietas en los tres niveles de temperatura
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(Fig. 23). No hubo diferencia significativa en la excreciéon de amonio en relacion con la

temperatura (P=0.09), con las dietas (P=0.47), ni con el tamafio (P=0.98).

L_| Chaetocereos calcitrans - Isochrysis sp.
016 — [] Chaetoceros calcitrans - Paviova lutheri
(] Paviowva futheri - fsochivsis sp.
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Figura 23. Excrecion de amonio individual de las semillas de ostion del Pacifico
Crassostrea gigas alimentadas con tres mezclas de las microalgas,
Chaetoceros calcitrans-Isochrysis sp., C. calcitrans-Pavliova lutheri e
Isochrysis sp.-P. lutheri cultivadas a 20, 23 y 26°C. El amonio se expresa en
g de amonio excretado por hora por semilla.

En el experimento 2, la excrecion de amonio especifica de las semillas de ostion, en los
diferentes tratamientos fue de 4.02 a 152.0 ug NH, h''g” (Fig. 24). Con la dieta IP a 23,
26 y 32°C la excrecién de amonio fue de 4.22 a 22.03 ugNH, h''g™!, mientras que con la
dieta Dt fue de 4.02 a 42.10 ugNH, h''g”". Se observé un gran incremento en la excrecion
de amonio en las semillas cultivadas a 29°C, con valores de 152.0 ng NH, h''g” para las

semillas alimentadas con la dieta [P y 122 pg NHy h']g'l para las semillas con la dieta Dt.
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No se encontré diferencia significativa en la excrecion de amonio de las semillas, entre
dietas (P=0.18), pero si se encontrd diferencia significativa entre las temperaturas, y en la

interaccion de las temperaturas y las dietas (P<0.001).
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Figura 24. Excrecién de amonio especifica de semillas de ostién del Pacifico
Crassostrea gigas alimentadas con la mezcla de microalgas Isochrysis sp.-
Pavlova lutheri (IP) y con la microalga Dunaliella tertiolecta (Dt), a 23,
26,29 y 32°C.

La excrecion de amonio individual en las semillas de ostién en los cuatro niveles de
temperatura fue de 0.010 a 0.078 pgNH, h'semilla™ (Fig. 25), en las semillas alimentadas
con la dieta IP y en las semillas alimentadas con la Dt fue de 0.005 a 0.028 pgNH4 h'!
semilla”. En general, se observé un aumento en la excrecién de amonio de las semillas a
mayores temperaturas, excepto a 32°C. La excrecion de amonio fue mayor en las semillas

alimentadas con la dieta IP.
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Se encontro diferencia significativa en la excrecion de amonio de las semillas de ostion,
entre dietas (P<0.001) y en relacion con la interaccion entre las dietas y las temperaturas
(P<0.001); pero no se encontrd diferencia significativa con respecto a las temperaturas

(P=0.10).
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Figura 25. Excrecion de amonio individual de semillas de ostion del Pacifico
Crassostrea gigas alimentadas con la mezcla de microalgas Isochrysis
sp.-Pavlova lutheri (IP) y con la microalga Dunaliella tertiolecta (Dt), a
23,26,29 y32°C.

IV.2.6. PROPORCION O:N DE LAS SEMILLAS DE OSTION C. gigas
En el experimento 1, las mayores proporciones O:N (por peso y por individuo),

fueron las de las semillas mantenidas en la temperatura menor (20°C), con valores de



56.3 a 71.0 y las tasas menores fueron las de las semillas mantenidas en la temperatura
mayor (26°C), con valores de 6.3 a 35.8. Las mayores proporciones de O:N fueron
obtenidas en las semillas alimentadas con la dieta CI y las tasas menores con la dieta

IP (Tabla IX).

Tabla IX. La proporcion oxigeno nitrogeno (O:N) en semillas de ostion
Crassostrea gigas, cultivadas a 20, 23 y 26°C, alimentadas con tres
dietas de microalgas CI: Chaetoceros calcitrans-Isochrysis sp. CP: C.
calcitrans- Pavlova lutheri e 1P: Isochrysis sp.- P. lutheri.

Proporcion O:N
Semana Temperatura dieta Talla Por gramo Por semilla
8a 20°C €1 71.0 62.1
CP 65.2 56.3
IP 63.5 68.3
23°C g 18.4 15.1
CP 56.3 44.4
P 58.6 48.3
26 °C CI  promedio 30.8 219
CP 27.6 14.1
[P 17.4 9.8
CI  chicas 24.0 11.0
CP 28.8 16.2
IP 14.1 6.3
CI  srandes 35.8 26.7
cp 26.7 13.8

IP 19.8 10.5

63
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En el experimento 2, la mayor proporcion O:N (por peso y por individuo) fue la de

las semillas mantenidas en la temperatura de 32°C, con valores de 142.6 a 362.9 y las

menores proporciones de la O:N se obtuvieron en semillas cultivadas a 29°C, con

valores de 34.6 a 42.0 (Tabla X). Las mayores de la proporciones O:N se tuvieron en

las semillas alimentadas con la dieta Dt, en la cuarta semana del experimento.

Tabla X. La proporcion oxigeno nitrogeno O:N de las semillas de ostion Crassostrea
gigas. Semillas cultivadas a 23, 26, 29 y 32°C y alimentadas con las dietas de
microalgas. IP: Isochrysis sp-Paviova lutheri y Dt: Dunaliella tertiolecta.

Semana Temperatura dieta Proporcion O:N
Por gramo Por semilla

4a 23 °C [P 124.4 121.5
Dt 191.7 194.6

26 °C IP 66.2 73.7

Dt 2244 224.6

29 °C IP 36.0 34.6

Dt 42.0 39.9

32 °%% IP 149.7 142.6

Dt 362.9 361.0

8a 23 % IP 96.1 96.5
Dt 73.0 74.0

26 °C IP 90.3 90.0
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V. DISCUSION
V.1 CRECIMIENTO Y SOBREVIVENCIA DE LAS SEMILLAS DE OSTION C.
gigas

El cultivo de moluscos filtradores constituye, en peso, la contribuciéon mas importante
de la produccion acuicultural a nivel mundial. A pesar de la importancia que esto
representa, se han desarrollado pocos estudios para investigar los requerimientos
nutricionales de los bivalvos, por lo que se conoce poco acerca de su alimentacion y la
interaccion con otros factores ambientales, como la temperatura, tal es el caso del ostién
Crassostrea gigas, organismo de estudio de esta investigacion.

En el experimento 1 se tuvo el mejor crecimiento, tanto en peso como en talla en la
temperatura de 23°C, esto concuerda con los resultados de Bayne (2002), quien reporta que
C. gigas tiene su mayor crecimiento a temperaturas mayores de 20°C, alimentados con agua
del medio natural. Asimismo, el crecimiento (en mm) de las semillas de ostion C. gigas
alimentada con la dieta IP y mantenidas a 23°C fue mayor, esto probablemente se debe a
que esta temperatura se acerca a 24°C, temperatura a la cual esta especie tiene un
crecimiento mas rapido (Friedman et al., 1998).

Por otro lado, no se obtuvo diferencia en el crecimiento de las semillas de ostion debido
a que las tres dietas proporcionadas consistieron de una mezcla de microalgas, que al
complementarse nutricionalmente, promueven un mayor crecimiento, en contraste con las
dietas monoalgales (Whyte et al., 1990; O'Connor et al, 1992; Fidalgo et al., 1994;
Patarpekar et al., 2000; Chavez et al, 2002; Milke et al., 20004). Las mezclas de
microalgas, como las dietas proporcionadas en este experimento, se han utilizado con éxito

como alimento para diferentes moluscos bivalvos (Kobayashi et al., 1997; McCausland et
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al., 1999; Hyun et al., 2001; Bayne, 2002, Cerdn, 2006).

El éxito de las mezclas de microalgas radica en su composicion bioquimica. Los valores
de proteinas de las dietas utilizadas en este estudio fueron altos (promedios cercanos al
50%). Estos altos niveles de proteinas promueven un mejor crecimiento de los mejillones
Mytilus trossulus (Kreeger y Langdon, 1993).

Los acidos grasos altamente insaturados (HUFA) 20:5n3 y 22:6n3, son componentes
esenciales en la dieta de moluscos (Brown, 1991; Chu y Greaves, 1991; Knauer y
Southgate, 1997). Para obtener altas tasas de crecimiento en C. gigas, es mas importante el
20:5n3 que el 22:6n3 en la dieta (Enright et al., 1986; Knauer y Southgate, 1997). Waldock
y Holland (1984) encontraron que C. gigas crece bien con dietas de microalgas deficientes
en 22:6n3, esto fue corroborado en el experimento 1, donde las dietas elaboradas mezclas de
microalgas tuvieron bajos niveles de 22:6n3 y los ostiones crecieron satisfactoriamente, esto
sugiere que la concentracion de 20:5n3 satisface los requerimientos de AGPI de esta
especie.

En los bivalvos, el crecimiento es afectado por la densidad, medida como el nimero de
organismos por unidad de volumen (Heasman ef al., 2002) y decrece a medida que la
densidad se incrementa (Harvey y Vincent, 1991; Vincent ef al., 1994; Honkoop y Bayne
2002), posiblemente como resultado de la limitacion de alimento resultante de la
competencia (Hadley y Manzi, 1984).

En el experimento 2, la variacion en el crecimiento de las semillas de ostion cultivadas
a 23°C, 26°C y 29°C y alimentadas con la dieta IP y la dieta monoalgal Dunaliella
tertiolecta (Dt) fue similar, este crecimiento dependio fuertemente de la dieta. En las

semillas de C. gigas (Knauer y Southgate, 1997) y Pinctada maxima (Mills, 2002), se
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observaron resultados de crecimiento adecuados en los organismos cultivados 29°C como
maximo; por el contrario, en el presente estudio, la temperatura si caus6 un efecto negativo
en los organismos, ya que a 32°C el crecimiento y supervivencia de las semillas fue
afectado fuertemente, independientemente de la dieta que recibieron, ya que aunque fueron
alimentadas con dietas de alta y baja calidad nutricia, no se observo una diferencia en el
crecimiento. Esta ausencia de crecimiento en las semillas de ostién se puede explicar
debido a que estos organismos utilizaron su energia solo para sobrevivir. Bougrier et al.
(1995) mostraron que la energia necesaria para sobrevivir, sin un crecimiento neto, debe
ser dos veces mayor cuando los organismos se cultivan a 32°C, en comparacion con la
energia requerida a 23°C.

En este estudio, las diferencias dc crecimiento entre las semillas de ostion alimentadas
con dietas diferentes, muestran que estas dietas difieren ampliamente en su calidad. Aunque
la composicién bioquimica gruesa es similar en ambas dietas, la diferencia radica en el
perfil y concentracién de acidos grasos, en especial los acidos grasos poliinsaturados, que
es similar a lo reportado por diversos autores (Okuyama et al., 1992; Liu y Lin, 2001;
Tonon et al., 2002). Los acidos grasos esenciales se acumulan selectivamente a partir de la
dieta, en diferentes estadios de desarrollo y en diferentes especies de bivalvos (Soudant et
al., 1996; Caers et al., 1998, 1999 b,c 2000, 2002).

En la microalga D. tertiolecta (Dt), fue evidente la carencia de los acidos grasos de
cadena larga, superiores a 18 carbones, lo que es caracteristico de esta especie (Waldock y
Holland, 1984; McCausland et al., 1999). Es posible que esta deficiencia se reflejara en el
poco crecimiento de las semillas de ostion observado en este trabajo, sobre todo porque fue

evidente la carencia de los acidos grasos 20:5n3 y 22:6n3 en esta microalga y que son
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considerados esenciales para el crecimiento de las semillas de ostion (Brown et al., 1998).,
La adicion de los 4cidos grasos 20:5n3 y 22:6n3 a una dieta con D. tertiolecta, para semillas
de ostion del Pacifico, rersulté en un incremento en el crecimiento (peso seco organico) de
los organismos . (Knauer y Southgate, 1997)

La supervivencia de las semillas de C. gigas, obtenida en este trabajo con los diferentes
tratamientos, pero con temperatura de hasta 29°C, fue alta,, debido a que las temperaturas y
dietas no fueron limitantes para el crecimiento. La supervivencia de las semillas expuestas a
32°C, empezo a declinar a la tercera semana del cultivo y a la quinta semana se observo una
mortalidad mayor al 50%. Esta temperatura fue muy alta, Gribben ef al. (2002) y Mills
(2000), mencionan que una exposicioén prolongada a altas temperaturas afecta fuertemente
la supervivencia, incrementa la tasa metabolica y el costo energético, que conllevan una
pérdida de tejido corporal rapida y consecuentemente sobreviene la muerte.

Las semillas de P. maxima crecen bien a una temperatura inferir o igual a 29°C, por
arriba de ésta, el crecimiento declina Mills (2002) y a 32°C se registran mortalidades
significativas. (Bougrier et al., 1995), por lo que se puede considerar que la temperatura de
29°C es el limite superior del intervalo de .resistencia. Para el ostién del Pacifico, el
crecimiento cesa alrededor de los 30°C y cuando la temperatura se encuentra entre 33 y
37°C esta especie experimenta un choque térmico, dependiendo de la temperatura de
aclimatacién (Friedman et al., 1998).

Los resultados del presente estudio mostraron que cualquiera de las dietas proporcionadas
(excepto D. tertiolecta) tienen las caracteristicas idoneas para ser utilizadas como alimento

para las semillas de ostion C. gigas a temperaturas menores de 29°C.



69

V.2. COMPOSICION BIOQUIMICA DE LAS SEMILLAS DE OSTION C. gigas

Los requerimientos optimos de proteinas, carbohidratos y lipidos en la dieta de los
animales cultivados son influenciados por diversos factores, genéticos, ambientales y por la
calidad nutricional de cada componente de la dieta. En este sentido, uno de los principales
factores limitantes para el desarrollo de un organismo cultivado es la nutricion,
principalmente en los estadios iniciales de la vida, donde el alimento vivo es la mejor
opcion, porque conserva las propiedades nutritivas de las proteinas, carbohidratos, lipidos,
vitaminas y minerales (Luna, 2002).

Para muchos bivalvos, los requerimientos de proteinas varian de 30 a 60 % (Webb y
Chu, 1983, Brown et al., 1989), del 5 al 30 % de carbohidratos (Enright et al., 1986, Brown
et al., 1989) y del 5 al 23 % de lipidos (Brown et al., 1989). Aunque en lo general, la
informacién relacionada con la composicion proximal de C. gigas y de otros bivalvos
depende de las diferentes condiciones del medio en que viven o son cultivados.

Con referencia a la composicidon proximal de C. gigas, diversos autores reportan que el
contenido de proteinas, carbohidratos y lipidos varia en un intervalo de 60 a 80%, 6 a 29%
y 9 a 20% respectivamente (Laing y Earl, 1998; Almeida et al., 1999; Berthelin et al.,
2000; Soletchnik et al., 2001). La composicion proximal de las semillas de ostion C. gigas
cultivadas en este estudio es similar a los valores reportados en estudios previos.

En general, el porcentaje de proteinas de las semillas de C. gigas disminuyo a
temperaturas elevadas, en los dos experimentos realizados, debido a que la temperatura
tiene una gran influencia sobre la fisiologia y composicion bioquimica de los ostiones

(Newell et al., 1977; Mann, 1979; Newell y Branch, 1980; Child y Laing, 1998).
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A 32°C se tuvieron los valores de proteinas mas bajos, quiza debido a que en esta
temperatura se detuvo la sintesis de proteinas. Se ha registrado que altos niveles de
temperatura pueden causar estrés térmico e inclusive detener la sintesis proteica en
organismos acuaticos poiquilotermos (Somero y Hoffman, 1996).

El ostion C. gigas sintetiza proteinas de shock por calor (HSP) y exhibe una
prolongada induccion a la termo-tolerancia, por lo menos 3 semanas después de exponerlos
a un shock térmico (Friedman ef al., 1998). En ostiones mantenidos a 12 °C se requiri6 que
la temperatura se elevara a mas de 21 °C para inducir la produccion de HSPs, en tanto que
aquellos animales aclimatados a 22 °C, las produjeron después de una exposiciéon a 37 °C.
Asi, es posible que la temperatura necesaria para inducir una respuesta al estrés, esté
relacionada con el limite térmico superior del ostion (43.5-44 °C) y con la magnitud del
shock térmico (Friedman et al., 1998).

Se desconoce si las semillas de ostion del experimento dos, mantenidas a 32 °C,
empezaron la sintesis de HSP, aunque esto es muy probable, ya que las semillas no

tuvieron buen crecimiento y empezaron a morir a la quinta semana de exposicion.

Los carbohidratos son constituyentes estructurales y de almacenamiento de organismos
marinos (Bhosle ef al., 1993). En general, en este estudio los contenidos de carbohidratos
tuvieron una tendencia a disminuir a temperaturas elevadas, tendencia similar a la
observada por Shpigel et al. (1992) para C. gigas. El costo energético se incrementa
rapidamente en las semillas de ostion cultivadas a altas temperaturas, por lo que se espera

una disminucion de las reservas, tales como el glicogeno. Esto puede explicar los bajos
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contenidos de carbohidratos en los organismos expuestos a altas temperaturas, en ambos
experimentos.

En semillas de O. edulis, el glicogeno es mas importante que los lipidos como reserva
energética, en especial bajo condiciones de estrés nutricional (Beninger y Lucas, 1984;
Kang et al., 2000). El glicogeno es acumulado principalmente a partir del alimento
obtenido en el medio (Thompson et al., 1996; Chavez et al, 2002). En el experimento 2 de
este estudio, la disminucion principal de carbohidratos fue registrada desde los 26°C,
indicando que la demanda energética empieza a esa temperatura y que esta demanda es

mayor a 32°C donde se observé un efecto negativo mas importante en el crecimiento.

Los lipidos son de gran importancia en el acondicionamiento y en la acumulacion de
reservas de energia o como precursores de tejido estructural (Swift ef al, 1980; Martinez et
al., 2000) y en los bivalvos marinos, su disponibilidad depende de diversos factores, entre
ellos, la temperatura (Freites et al., 2002), la dieta (Napolitano et al., 1992, Freites et al.,
2002), la reproduccion (Napolitano y Ackman, 1992; Pazos ef al., 1997), el sexo (Lubet et
al., 1986) y como consecuencia de periodos de inanicion (Fraser, 1989; Caers et al., 2000).

En los experimentos 1 y 2 de este estudio, el patrén de acumulacion de los lipidos de C.
gigas tuvo una tendencia inversa al de las proteinas y los carbohidratos, los lipidos fueron
abundantes a las temperaturas mas elevadas, una tendencia similar fue observada en ...por
Shpigel et al. (1992). Cuando los organismos poiquilotermos se exponen a altas
temperaturas, la fluidez de sus membranas se incrementa desestabilizandolas. Entre los
mecanismos que pueden actuar contra esta perdida de funcionalidad ocasionado por el

aumento de la fluidez,, estan el incremento en el contenido de colesterol (lipido neutro)
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(Robertson y Hazel, 1996), o un incremento en la proporcion de dcidos grasos saturados
(Hazel, 1988).

El incremento en el contenido de los acidos grasos saturados (AGS), sobre todo el
acido graso 16:0, que se encontré en mayor concentracion en las semillas de ostion, puede
estar asociado con una respuesta compensatoria para regular la fluidez de la membrana, al
incrementarse la temperatura una respuesta similar a la registrada en ostiones aclimatados a
temperaturas calidas por Chu y Greaves, (1991), quienes encontraron que el 4cido graso
16:0 es el componente principal de los lipidos polares. Un incremento en los AGS indica un
estado fisioldgico no optimo (Leonardos y Lucas, 2000). En este estudio se observo un
incremento en el contenido de los AGS en las semillas que se mantuvieron a temperaturas
mas elevadas en ambos experimentos, lo que significa que estas temperaturas estresan a las
semillas de ostion.

Los acidos grasos 18:1n9 y 18:2n6 se depositan principalmente en los lipidos neutros,
donde se pueden utilizar como sustrato energético para la sintesis de nuevos acidos grasos
(Caers et al., 2000). En las semillas de ostion C. gigas con y sin alimento, se ha observado
un incremento en el contenido del 18:1 n11 (Cotteau et al, 1996; Knauer y Southgate,
1997), atin cuando este acido graso no esta presente como un componente mayor de la
dieta, es posible que estos acidos grasos sean intermediarios en la biosintesis de acidos
grasos de 22 carbones (Whyte, 1988; Thompson y Harrison, 1992). En el experimento 2, se
observé un incremento similar en el contenido del acido graso 18:1 nll en las semillas
alimentadas con la mezcla IP, pero no en las semillas alimentadas con la dieta Dt.

Solo los organismos fotosintéticos son capaces de sintetizar de novo los acidos 18:3n3 y

18:2n6 y son metabolizados por los animales, en diferentes medidas, para producir acidos
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de cadena mas larga (n3 18:3—18:4—20:4—20:5—22:6 y n6 18:2—18:3—20:4—22:4—
22:5) (Chu y Greaves, 1991). En particular, Crassostrea gigas tiene una capacidad limitada
para desaturar y elongar los acidos grasos linoléico (18:2n6) y linolénico (18:3n3) y por lo
tanto, para producir suficientes cantidades de AGPI C20 y C22, que sean suficientes para
soportar un crecimiento optimo (Waldock y Holland, 1984; Chu y Greaves, 1991).

Coutteau et al. (1996), observaron una disminucion en los acidos grasos n3
principalmente de los acidos 18:3 y 18:4 en semillas de Placopecten magellanicus
mantenidas en inanicion. En el experimento 2 de este estudio, también se observd un
decremento de estos dos acidos grasos en las semillas de ostion alimentadas con la dieta de
baja calidad (D. tertiolecta), de la cuarta a la octava semana de cultivo. Esto probablemente
indujo un incremento en el contenido total de los AGS. Lo anterior no sucedié con las
semillas de ostion alimentadas con las dietas de alta calidad nutricia.

Las prostaglandinas (PGs) son conocidas como eicosanoides (C20), estos compuestos
son biosintetizados por oxigenacion enzimatica del homo-y-linolenato (20:3n6), del acido
araquidonico (20:4n6) y del acido eicosapentaendico (20:5n3).

El acido araquidénico (20:4n6) se encuentra en bajo porcentaje de muchas. microalgas
marinas (Araki et al., 1990; Bigogno, 2002). En general, los C20 se encuentran
frecuentemente en niveles muy bajos (en cantidades menores a 0.1%) (Stanley-Samuelson
y Howard, 1998). En nuestro estudio, el 4dcido graso 20:4n6, no se detectd en las semillas de
C. gigas, en los tratamientos con temperaturas altas (32 °C), lo que podria significar que las
semillas lo utilizaron para soportar las condiciones adversas que se presentaron en estas
temperaturas, esto probablemente también indujo los menores crecimientos en estos

tratamientos.
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Cuando se presenta un aumento de la temperatura, se incrementa la oxidacion de los
acidos grasos poliinsaturados (AGPI) presentes en los organismos (Chu y Greaves, 1991).
En los organismos ectotermos, los cambios en la temperatura provocan una perturbacion
importante en la funcion de las membranas, celulares, en esta condicién, un ajuste en la
composicion de los acidos grasos que la componen participan en el control de la fluidez de
la misma (Hall et al., 2002). En este estudio, el alto contenido de AGS de C. gigas, en las
temperaturas altas y los bajos porcentajes de los AGPI, muestran que la desaturacion de
¢stos AGPI o su sustitucion, ocurre a temperaturas elevadas.

En los tejidos de los animales se retiene el acido graso 22:6 mas que el 20:5 (Caers,
1999). En el experimento 2 (del presente estudio), se encontrd que el acido graso 22:6
estuvo presente en mayor porcentaje que el 20:5 en las semillas de C. gigas (en la mayoria
de los tratamientos), lo que coincide con la hipotesis de Caers (1999). El acido graso 20:5
esta involucrado en la respuesta a los cambios en la fluidez de la membrana a bajas
temperaturas (Hall et al., 2002); sin embargo, en temperaturas altas el acido graso 22:6
puede tener un papel activo mas importante en la regulacion de la fluidez de la membrana,
debido a que su punto de fusién es 10°C mayor que el punto de fusion del acido graso 20:5

(Hall et al., 2002).

V.3. CONSUMO DE OXiGENO DE LAS SEMILLAS DE OSTION C. gigas

El consumo de oxigeno de un animal depende principalmente del peso corporal o talla
(Yukihira et al., 1998; Lu et al., 1999), de la alimentacion (Widdows, 1978; Beiras et al.,
1994) y de la temperatura (Bougrier ef al., 1995). Diversos autores han documentado una

gran variacion en la tasa de consumo de oxigeno de diferentes especies de moluscos
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bivalvos, cuando se incrementa la temperatura (Shumway y Koehn, 1982; Bougrier ef al.,
1995; Ren y Ross, 2001).

El consumo de oxigeno tanto por unidad de peso (mgO; h'g") como por individuo
(ug0, h''semilla’) de las semillas de ostién, en el experimento 1, tuvo valores muy
cercanos entre si en las tres temperaturas evaluadas; pero se observé una disminucion en el
consumo de oxigeno en las semillas mantenidas en la temperatura mas alta (26°C). En el
experimento 2, también se observé un decremento en el consumo de oxigeno en las
semillas de ostion mantenidas a 26°C. Esto pudo deberse a que los ostiones redujeron su
tasa metabdlica y empezaron a cerrar sus valvas en las temperaturas elevadas. Este
mecanismo de compensacion metabdlica se ha documentado ampliamente en el caso de los
moluscos bivalvos.

El consumo de oxigeno en las semillas de ostién mantenidas a 29°C y 32°C, debi6 ser
menor, ya que se esperaba una respuesta similar a la registrada en 26°C, el la que los
ostiones cerraban sus valvas. Sin embargo, en esas temperaturas se tuvieron valores
mayores a los obtenidos a 26°C, esto se pudo deber a que los experimentos se llevaron a
cabo en diferentes tiempos y con diferentes organismos. Estos ensayos se realizaron
empezando con la temperatura mas elevada (32°C), después se ensayé la temperatura de
29°C y asi sucesivamente, por lo que posiblemente, cuando se realizaron los ensayos a las
temperaturas mas altas, los organismos atn no se encontraban en condiciones de enfrentar
las efectos adversos de temperatura.

El consumo de oxigeno de los ostiones fue influenciado fuertemente por las
temperaturas elevadas, sobre todo en la temperatura extrema de 32°C, temperatura cercana

a la temperatura critica maxima (TCM) para C. gigas, aunque esta TCM varia dependiendo
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de la temperatura de aclimatacion. Friedman et al. (1998) reportan que C. gigas
experimenta un choque térmico cuando la temperatura se encuentra entre 33°C y 37°C,
dependiendo de la temperatura de aclimatacion.

Los animales de talla pequefia consumen proporcionalmente mas oxigeno que los
animales mas grandes (Bougrier ef al., 1995). En el experimento 1 del presente estudio, el
consumo de oxigeno de las semillas C. gigas (mgO; h''g") que se mantuvieron a 26°C,
tanto chicas como grandes (organismos de la misma edad, pero de diferente talla), tuvieron
un consumo de oxigeno similar. Al comparar el consumo de oxigeno individual
(ug0O, h''semilla™), entre las semillas chicas y grandes, los resultados tuvieron una
diferencia marcada, el consumo de oxigeno fue mayor en las semillas grandes.

Kinne (1971) describié como algunos invertebrados marinos tienen la capacidad de
modificar su respuesta a la temperatura, por la aclimatizacion o aclimatacion,
incrementando su capacidad de sobrevivir, reproducirse o competir bajo nuevas
condiciones. Mytilus edulis y Ostrea edulis entre otros bivalvos, se aclimatan a la
temperatura de tal manera que procesos como la respiracion se mantiene relativamente
independiente de la temperatura.

Con referencia a las dietas en el experimento 1, tanto el consumo de oxigeno especifico
(mgO; h''g") como el individual (ugO, h'semilla™) de las semillas de ostion, , fue similar
en todos los tratamientos, esta similitud se debi6 a la alta calidad nutricia de las tres dietas
que fueron suministradas a las semillas, consistentes en mezclas de microalgas
(Chaetoceros calcitrans-Isochrysis sp. CI, C. calcitrans-Pavilova lutheri CP e Isochrysis
sp.-Pavlova lutheri IP) que son consideradas adecuadas para la alimentacion de bivalvos

marinos (Kobayashi et al., 1997; McCausland et al., 1999; Hyun ef al., 2001; Bayne, 2002).
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La diferencia en los valores del consumo de oxigeno obtenidas en este estudio para las
semillas de ostion, se deben a la diferencia en la calidad nutritiva de las dietas, ya que la
mezcla IP presentd en este estudio un mejor perfil de 4cidos grasos esenciales comparada
con la dieta monoalgal Dt. Caers et al. (2002) utilizaron una mezcla similar encontrando
también un perfil 6ptimo de acidos grasos esenciales.

Los resultados publicados por diversos autores en relacion con el consumo de oxigeno
del ostion y de otros bivalvos, muestran una gran variacion, posiblemente asociadas con las
diferentes condiciones en las que realizaron sus experimentos y que incluyen diferencias en
la temperatura, en alimentacion y en la talla de los animales, entre otras (Tabla XI), por lo
que es dificil realizar comparaciones. Los valores del consumo de oxigeno en las semillas
del ostién C. gigas, fueron mas cercanos a los obtenidos por Klumpp y Griffiths (1994) en
Argopecten irradian concentricus que tuvieron una talla similar a la de las semillas de

ostion utilizadas en este trabajo.

V.4. EXCRECION DE AMONIO DE SEMILLAS DE OSTION C. gigas

La tasa de excrecion de amonio de un organismo depende principalmente del peso
corporal o talla (Navarro y Winter, 1982; Carvalho y Phan, 1997; Yukihira ef al., 1998) de
la temperatura (Chen y Kou, 1996; Crear y Forteath, 2002) y de la alimentacion (Dall y
Smith, 1986; Yukihira et al., 2000; Crear y Forteath, 2002).

En el experimento 1, tanto la excrecion especifica de amonio (ngNHy h! g’l) como la
individual (ugNH, h''semilla™), de las semillas de ostién, tuvieron valores cercanos en las
tres temperaturas ensayadas, pero se observé un aumento en las semillas mantenidas a

26°C, lo que implica un incremento en el gasto energético metabdlico de las semillas de
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ostion, aun cuando las dietas microalgas fueron de alta calidad nutricional (CI, CP e IP). Se
ha observado un relacion directa entre el incremento en la temperatura (de 8°C a 30°C) y la
excrecion de amonio de C. gigas (Walne y Mann 1975).

La excrecion de amonio cuantificada en este estudio debié ser mayor a medida que la
temperatura se incremento, particularmente en la temperatura de 32°C, sin embargo, al
igual que con el consumo de oxigeno la diferencia en los tiempos en que se realizaron los
experimentos pudo ser la causa de la respuesta obtenida.

La disminucion en la excrecion de amonio de las semillas de ostién expuestas a 32°C,
pudo estar asociada con el hecho que los organismos comenzaron a cerrar sus valvas en
respuesta al estrés térmico al que fueron sometidos. A niveles extremos de temperatura, la
excrecion de amonio aumenta, como consecuencia de un incremento en el catabolismo de
proteinas, cuya energia se utiliza para compensar el incremento en la demanda de energia

metabolica (Widdows, 1978a).

En relacion con las dietas del experimento 1, la tasa de excrecién amoniacal especifica
(ugNH; h''g™") v la individual (ugNH4 h'semilla™), no tuvieron un resultado consistente
bajo las tres temperaturas ensayadas. Lo mismo se observo para las semillas grandes y
chicas, cultivadas a 26°C, la excrecion de amonio fue similar, debido a que las tres dietas
proporcionadas a las semillas fueron de buena calidad nutricional, lo que significa que se
puede obtener una excrecion de amonio menor a temperaturas menores de 26°C.

En el experimento 2 se tuvo una diferencia muy marcada tanto en la excrecion de amonio
especifica (ugNH4 h''g"), como en la individual (ugNH, h'semilla™), las semillas de

ostion alimentadas con la dieta Dt, tuvieron valores muy bajos en las cuatro diferentes
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temperaturas. Esto pudo deberse a que quiza las semillas no tuvieron las condiciones
necesarias para llevar a cabo sus funciones metabolicas, lo que también se vio reflejado en
el escaso crecimiento que tuvieron estas semillas durante el experimento.

La excrecion de amonio de un animal estd influenciada fuertemente por su talla (Yukihira
et al., 1998), esta condiciéon se corrobora con los resultados obtenidos en el presente
estudio. Son pocos los autores que reportan los resultados de la excrecion de amonio
expresados por individuo. Lu ez al. (1999) reportan valores de 0.12 a 0.42 uNH4 h™' g’ en
Argopecten irradian concentricus en temperaturas de 15 a 20°C (Tabla XII), valores muy

diferentes a los encontrados en este estudio.

V.5. PROPORCION OXiGENO NITROGENO (O:N) DE LAS SEMILLAS DE
OSTION C. gigas

Navarro et al. (1991) mencionan que en los mejillones, M. galloprovinciallis, los
valores de la proporcion O:N menores de 40, indican que el sustrato metabolico
catabolizado son las proteinas y que valores mayores a 60 indican que el sustrato
catabolizado en mayor proporcion son los carbohidratos. Valores bajos de la tasa O:N
reflejan altas tasas de excrecion de nitrdgeno, lo que indica un estado de estrés en los
animales (Aldridge et al., 1995).

En este estudio, se observé una tendencia general de disminucion en la proporcion O:N
(por unidad de peso y por individuo) de C. gigas a niveles de temperatura superiores. Con
valores alrededor de 60 en las semillas mantenidas en las temperaturas bajas hasta valores
menores de 40 en semillas expuestas a temperaturas mayores de 26°C. Esta tendencia es

similar a la observada en el mejillon Dreissena polymorpha (Aldridge et al.,1995).
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La tendencia anterior es contraria a la observada por algunos autores, donde la proporcion
O:N de los ostiones aumenta en relacion directa con el incremento en la temperatura.
Sphigel et al. (1992), encontraron que la proporcion O:N calculada en ostiones se
incrementd de 11.3 (8-15 °C) a 17.7 (30 °C). Walne y Mann (1975) encontraron un
incremento de la proporcion O:N en C. gigas, con incrementos en la temperatura, de 8° y
30°C. Sin embargo, estos autores solo ensayaron valores extremos de temperatura, lo que
puede explicar la diferencia en los resultados.

Los valores de la proporcion O:N de las semillas de ostion expuestas a 20 y 23°C, en el
experimento 1, pueden indicar que el principal sustrato catabolizado fueron los
carbohidratos y los lipidos. Mientras que las semillas expuestas a 26°C, tanto en el
experimento 1 como en el experimento 2, ya empezaban a catabolizar las proteinas. Estos
resultados son similares a los obtenidos por Aldridge et al. (1995), donde la proporcion
O:N del mejillon D. polymorpha fue mayor de 60 a 20-24°C y menor de 40 a 28-32°C.
Otros autores reportan resultados similares en Modiolus modiolus, M. edulis, O. edulis,
Pinctata maxima y P. margaritifera (Navarro y Thompson, 1996; Widdows, 1978a; Beiras
et al., 1995; Yukihira et al., 2000).

El decremento en la tasa O:N de las semillas de ostion a temperaturas elevadas muestra
que las semillas se encontraban en un estado de estrés por efecto de la temperatura, debido
a que empezaron o estaban utilizando proteinas como sustrato para el catabolismo,
situacion similar a la observada en el Mytilus galloprovincialis (Navarro et al., 1991), por
lo tanto, se puede aseverar que las condiciones dptimas para el cultivo de las semillas de
ostion se presentan a niveles de temperatura alrededor de 23 °C.

En el experimento 2, la proporcion O:N de las semillas se incremento a los 32 °C con
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ambas dietas, algunos autores mencionan que este incremento de la proporcion O:N se da
cuando los ostiones se exponen a temperaturas alrededor de los 30°C (Mann, 1979; Sphigel
et al., 1992). Este aumento de la proporcion O:N en las semillas de ostion es la respuesta
que tienen los ostiones al estrés térmico al cerrar sus valvas. Algunos autores mencionan
que a 30°C, el ostién del Pacifico utiliza los carbohidratos para satisfacer sus demandas
energéticas, lo que indica que los ostiones estdn metabolicamente estresados a altas
temperaturas (Mann 1979, Sphigel et al. 1992).

En relacion con las dietas, la proporcion O:N (por unidad de peso y por individuo) de
las semillas que se alimentaron con las mezclas de microalgas (experimento 1) son muy
similares, debido a que las tres dietas tienen una alta calidad nutricional, mientras que en el
experimento 2, la mayor proporcion O:N de las semillas alimentadas con la dieta Dt, esta

relacionada con las deficiencias nutricionales que de esta microalga.
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VI. CONCLUSIONES

La racién de 150,000 cél ml" proporcionada a las semillas de ostion C. gigas fue

suficiente para obtener un buen crecimiento.

El efecto combinado de la temperatura y la dieta afectan el crecimiento y

supervivencia de semillas de ostion C. gigas, en especial, alrededor de 24°C.

Las semillas de ostion C. gigas cultivadas a 32°C se ven afectadas fuertemente en su

crecimiento y supervivencia, independientemente de la dieta suministrada

La dieta es el factor principal que afecta el crecimiento de las semillas de ostion C.

gigas a temperaturas inferiores de 32°C

La composicion bioquimica de las semillas de ostion C. gigas es afectada
principalmente por cambios en la temperatura. En general, los porcentajes de proteinas
y carbohidratos de las semillas son bajos, mientras que los porcentajes de lipidos son

altos en los niveles de temperatura superiores.

El contenido de 4cidos grasos saturados de las semillas de ostion C. gigas se
incrementan cuando se eleva la temperatura, mientras que los dacidos grasos

poliinsaturados disminuyen.

El 4cido graso 22:6n3, en las semillas de ostién C. gigas tuvo mayor presencia (%) que

el acido graso 20:5 en las temperaturas elevadas.

El consumo de oxigeno de las semillas de ostion C. gigas es mayor en niveles de

temperatura superiores, a partir de 26°C.

La excrecion de amonio de las semillas de ostion C. gigas es mayor en las

temperaturas mas altas, después de 23°C.

La proporcion O:N en las semillas de ostion C. gigas es menor en las temperaturas

mas altas.



85

= Las semillas de ostion C. gigas se estresan cuando la temperatura es superior a los
26°C. Los valores bajos de la proporcion O:N calculados en esta temperatura sugieren

que las proteinas fueron el sustrato metabélico principal.
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Anexo |

Cepas de microalgas utilizadas en las diferentes mezclas, proporcionadas como dietas para
semillas de ostion Crassostrea gigas, en los dos experimentos.

Especie Caracteristicas Procedencia Aislamiento Clones Clave
Sinénimos CICESE

Isochrysis sp. Células Cooperativa Bahia K. Haines  T-ISO ISX1

subesféricas Falsa, San Quintin, (1977)

fusiformes, BC, México. T-ISO

biflageladas Clonal

(6-7 X 4-6 pm)
Paviova Células National Marine M.Droop MONO PALI
lutheri discoidales Fisheries Service, (1956)
(Droop) green biflageladas La Jolla, CA, USA MONO

(6-7 X 5-6 Clonal

X 3-4 pm)
Chaetoceros  Células aisladas Laboratorio O. Umebayashi CCAL CHOL
calcitrans (3-7 pm) Bigelow (1960) NEPCC590
(Paulsen) CCMP1315 Clonal
Dunaliella Células Laboratorio Butcher DUN DUT2
tertiolecta biflageladas, Bigelow Clonal WHOI1
(Butcher) alargadas CCMP1320 NEPCCI1

(6-9 pm) CS175




ANEXO 2

Tasa de Filtracion de semillas de ostion cultivadas a tres temperaturas y alimentadas con
tres dietas mezclas de 2microalgas, Chaetoceros calcitrans-Isochrysis sp. (CI), C.
calcitrans-Pavlova lutheri (CP) e Isochrysis sp.-Pavlova lutheri (IP), con una racion de
150, 000 cel'ml”.

Temperatura  hora Dietas

Gl CP IP

2= 0 0 0 0
1 7.00 9.04 10.32

2 4.14 20.04 17.91

3 24.92 13.59 393

4 6.09 8.76 1.80

5 4,95 2.67 11.25

24 6.60 6.02 7.08

23 °C 0 0 0 0
1 9.80 6.80 6.45

2 6.28 25.94 13.09

3 21.96 3.43 12.30

4 8.82 7.94 4.05

5 7.54 4.82 7.83

24 6.17 5.47 7.38

26 °C 0 0 0 0
1 12.36 10.48 8.59

2 14.21 20.28 0.65

3 27.37 12.76 6.57

4 0.51 16.66 5.70

5 6.40 4.81 10.26

24 4.75 4.85 6.54




