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RESUMEN de latesis de la M. en C. Beatriz Cordero Esquivel presentada como requisito
parcial para la obtencién del grado de DOCTOR EN CIENCIAS en OCEANOGRAFIA
con opciéon en ECOLOGIA MARINA. Ensenada, Baja California, México. Junio de

1994.

EVALUACION DE DIFERENTES METODOS DE PRESERVACION DE DIETAS
DE MICROALGAS Y SU EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO
DE Mytilus galloprovincialis Lamarck.

Resumen aprobado por:

Se ensayaron tres formas de preservacion de las microalgas Chaetoceros sp. y
Phaeodactylum tricornutum: secadas a 30 °C, congeladas a -20 °C y liofilizadas. Estas
dietas se almacenaron por un periodo de 60 dfas antes de utilizarlas como alimento para
Mytilus galloprovincialis. Los incrementos en el crecimiento de la concha y del tejido de
los mejillones alimentados con estas microalgas preservadas resultaron ser
significativamente inferiores a los registrados en organismos alimentados con microalgas
frescas. Como dieta, Chaetoceros en forma fresca resulté mejor que Phaeodactylum.

Los métodos de preservacion por desecacion y liofilizacién causaron cambios en la
composicion proximal de las microalgas, sobre todo en la pérdida de la fraccién lipfdica.
Con el método de preservacion por congelacién los cambios bioqufmicos que se produjeron
fueron menores en Chaetoceros sp., sin embargo, en Phaeodactylum tricornutum las
alteraciones bioqufmicas cuantitativas de las protefnas fueron notables. En general estas
técnicas de preservacion no afectaron los perfiles de aminodcidos y de dcidos grasos de

ambas microalgas.

Para mejorar estos resultados se ensayé el efecto de dos agentes crioprotectores
(glicerol y dimetfl-sulféxido: DMS) sobre la viabilidad de las diatomeas Chaetoceros y
Phaeodactylum sometidos a los procesos de congelacién y liofilizacién. Después de una
semana de almacenamiento la sobrevivencia de Chaetoceros result6 en entre el 90 y el
99%. En tiempos de almacenamiento mds prolongados se observaron resultados diferentes:
después de 15 dfas los mejores fueron con el crioprotector DMS y después de 30 dfas la
mejor sobrevivencia se obtuvo con el glicerol al 5y 10%. El efecto del almacenamiento
de Phaeodactylum en presencia de crioprotectores por un periodo superior a una semana
denota una baja sobrevivencia.

Laeficienciade absorcion de Mytilus galloprovincialis de las microalgas preservadas
y frescas fue alta (entre 84.7 y 96%); Chaetoceros en forma fresca y secada al aire fue
asimilada con una eficiencia mayor que las microalgas liofilizadas y congeladas, mientras
que la asimilacién con Phaeodactylum no fue afectada debido al método de preservacion.



La absorcion de las proteinas, los carbohidratos y los lipidos de ambas microalgas
fue alta (entre 97 y 99.8%) lo cual refleja la eficiencia de las enzimas digestivas de M.
galloprovincialis. Con la asimilacion también fue incorporada la materia inorgdnica
contenida en el alimento, que es muy alta (de 92.34 a 99.57%). Por lo cual, es necesario
revisar el indice de asimilacién descrito por Conover que se utiliza ampliamente en
literatura, el cual estd basado en la suposicion que la materia inorgdnica no es asimilada

por los organismos.
La energia asimilada por Mytilus galloprovincialis fue mds alta con Phaeodactylum
y con Chaetoceros en forma fresca (3755.28 y 2610.96 J/dfa respectivamente).

Los organismos alimentados con las microalgas preservadas se midieron al final del
bioensayo. Los incrementos en el eje de crecimiento mdximo fueron mayores con
Phaeodactylum (1.41%) que con Chaetoceros (1.02%). Sin embargo, cuando se les
alimentd con microalgas frescas, los incrementos resultaron superiores. La composicion
proximal del tejido de Mytilus galloprovincialis alimentado con microalgas frescas y
preservadas fue similar; lo mismo se observo para el perfil de los dcidos grasos.






Lb39j

Clcese ACUICULTURA

CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA Y DE
EDUCACION SUPERIOR DE ENSENADA

DIVISION DE OCEANOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ACUICULTURA

EVALUACION DE DIFERENTES METODOS DE PRESERVACION
DE DIETAS DE MICROALGAS Y SU EFECTO SOBRE EL
CRECIMIENTO DE Mytilus galloprovincialis Lamarck.

TESIS

que para cubrir parcialmente los requisitos necesarios para
obtener el grado de DOCTOR EN CIENCIAS.

Presenta:

BEATRIZ CORDERO ESQUIVEL

Ensenada, Baja California, Junio de 1994.



DEDICATORIA

A mis padres:

Efrain (a su memoria)
y Ma. Marcos con
profundo amor.

A mi pequeiio hijo
Francisco, mi vida,
porque es mi estimulo
para seguir adelante

A Francisco,
con amor.



AGRADECIMIENTOS

Una mencién especial a mi Director de Tesis, Dr. Domenico Voltolina, por su invaluable
ayuda durante las miiltiples horas dedicadas en todas las fases de ésta tesis. Por su fé en mi
como profesionista y por compartirme un poco de su gran experiencia.

Al Dr. Luis Fernando Biickle Ramirez, por su constante apoyo y tiempo dedicado durante el
desarrollo de esta tesis y por las acertadas correcciones y sugerencias hechas al manuscrito.

Mi sincero agradecimiento.

Al Dr. Fernando Dfaz Herrera, por su contfnuo interés y apoyo en este trabajo por sus
observaciones y sugerencias, las cuales fueron de gran importancia.

Dr. Jaime Farber Lorda y Dr. Mario Martinez, por sus observaciones y criticas para el
mejoramiento de este trabajo.

AlaDra. Czesia Nalewajko, por su constante apoyo desde elinicio de mis estudios de doctorado
como miembro de mi Comité de Tesis y por aceptarme como su estudiante durante mi estancia
en su laboratorio en la Universidad de Toronto, Scarborough Campus, Canad4.

A la Dra. Silvia Ibarra y M. en C. Miriam Poumian del Dpto. de Ecologfa por su ayuda y
disponibilidad en el uso del liofilizador.

Al M. en C. José Antonio L6pez Elfas, por su ayuda en los andlisis bioqufmicos realizados al
inicio de este trabajo y por su gran amistad.

A Francisco Correa, por su apoyo absoluto, porque siempre estuvo cuando lo necesité, por
allanar el camino.

En forma especial a mi hijo Francisco, por existir, porque a pesar de ser tan pequefio supo
entender mis largos perfodos de ausencia.

A los técnicos del Departamento de Acuicultura, Biol. Norberto Flores, por su ayuda durante
el trabajo de campo y de laboratorio; al Ocean. Eduardo Morales y Francisco Valenzuela por

el apoyo recibido.

A mis amigos, Roxana Rico, Ma. Irene Gonzdlez, Enrique Olivares y Saiil Gonzélez por las
experiencias que compartimos durante aquellas prolongadas horas en el laboratorio.

A Karla Lépez, por su ayuda en el formato de este trabajo, por estar siempre dispuesta a
colaborar y por su amistad.

A Ma. Elena Corona, por su profesionalismo, por su respuesta siempre amable a los muchos
favores que le solicité.

Al Oc. Jesiis Garcfa Esquivel y Jesiis Barajas de la Secretarfa de Pesca y al Oc. Luis Garcfa
Pdmanes del Instituto de Investigaciones Oceanolégicas de la Universidad Auténoma de Baja
California por haber proporcionado los mejillones utilizados en los bioensayos de esta (esis.




A José Ma. Dominguez del Departamento de Dibujo, de la Divisién de Oceanologfa por la
elaboracién de las figuras.

Especialmente a todo el personal de la Estancia Infantil del CICESE, a la Sra. Ana Lépez ~
Vaccaro, por aceptar en este Centro a Francisco y por ocupar en €l aquellos espacios tan
importantes en su vida.

Al Centro de Investigacién Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada por el apoyo
brindado para mi formacién académica y por la ayuda econémica recibida.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologfa por haberme favorecido a través de su sistema
de becas para llevar a cabo mis estudios de doctorado.



CONTENIDO

PAGINA
L.- INTRODUGCCION.......cuiitiiieieeieeeetentesesseeeseessesstesasssessssesssessessessssssasssessassens 1
L1.- ANTECPIIENTES vougsmusssssese oo sgassinc st aseesee see spmane 576 duasthe 550 o8aust srspaf ainansiss 3
L.2.- OBJETIVOS ...ttt ettt ettt sttt et st sae st s e bt aeaes 17
II.- MATERIALES Y METODOS ........ooiiiiiiinteientenenteeesee sttt esseseessesseeneenes 18
II.1. Seleccién de especies de microalgas
Yy MELOdOS dE CULLIVO ...eeeiiiiiiiiitet ettt 18
I1.2. Métodos de colecta y acondicionamiento de los
organismos €n €l 1abOTatoTiO .........cocueeuereceerenteierteceeeet et
I1.3. Bioensayo de alimentacién de 20
Mpytilus galloprovincialis con
MICTOAIZAS fTESCAS ...uveererreceeeiieerieeeete s et ee e sae e e sttt e e e sae e sanesnen 20
I1.4. Cosecha y métodos de preservacion
W0 TRIBIDMBAN. .. o s aciee s o o i o o 55 O P P = skt g 23
I1.5. Composicién bioquimica de microalgas
PIESETVAAAS ..ccevviiiiiiiiieietcee ettt sttt st e s e ae s 25
I1.6. Bioensayo de alimentacién de
Mpytilus galloprovincialis
CON MICTOalgas PreSEIVACAS.......cccceevutereeniueeenteestenrtesrerreetesseeneesseensennes 26
I1.7. Viabilidad de microalgas preservadas.........ccccoeeeeeuereererseenensenseeneneennens 27
I1.8. Bioensayo de eficiencia de asimilacién de
Mytilus QAIIOPTOVIRCIALIS. .......coccevveenneieieeeeeeeriesaeeereeeere s sresbeeeennes 28

I1.9. ANALISIS ESLAAISTICO ..o eeeaeeeeeeeeeseeeeeeee e s aaeaeeaeesseeeennn 31



ii

CONTENIDO (Continuacion) PAGINA
IIL.- RESULTADOS........cccooorieeeerercecenrrrneseeaessesesasensensssensnsersseaasasssseseaasssnenns 32
III.1. Seleccién y cultivo de miCroalgas..........ecueveeveuercenceneeneencnecsnesennneneennens 32

II1.2. Bioensayo de alimentacién de

Mytilus galloprovincialis con

MICTOAIZAS fTESCAS. ..cvvirriiiiiiiiiiriceeetrteee et ae e 35
II1.3. Bioensayo de alimentacién de

Mpytilus galloprovincialis con

MICroalgas PreSErvadas ........cveeuieuiriiiiiiiniceneee s st ssessesseesseenne 41
II1.4. Composicién bioquimica de microalgas
PICSCIVATAB, . .. oo o0 5T w5~ 505 ST 55 ¢ 58 P s s s iy S i 48
III.5. Viabilidad de microalgas preservadas..........ccoceevererueruersenencnenneencreenens 49
I11.6. Bioensayo de eficiencia de absorcién
de Mytilus galloproVinCiQlis ..............cceceeereeevernenuesveeserseessenesssessesseeens 53
IV.- DISCUSION ...ttt eesss e s st s st seesaessesessessesensenesnnens 64

IV.1. Bioensayo de alimentacién de

Mpytilus galloprovincialis con

ITIEOAITAS TIRBIIAS me e Foa 30 mmassss46T5 B 53 G s b ST 3 ' 15 e i 3455 64
IV.2. Bioensayo de alimentacién de

Mpytilus galloprovincialis con

MICToalgas PreSErvadas .......ccceeeeeviecieeieennienernieeeeesreseesseesaeeeeseeesessesnne 68
IV.3 Viabilidad de microalgas preservadas........c..ccceeveereeneersvenseensnenieesensnnes 71
IV.4 Bioensayo de eficiencia de absorcién
de Mytilus galloproVinCiQlis .............ueecoevveveeenneisenreececrescereeessseesseeesnnes 73
V.- CONCLUSIONES ...ttt sentesesse st esesae e sasssesenens 80
LITERATURA CITADA. ...ttt s sessesesresses e saese e 82
ANEXOS:

1. Growth of Modiolus capax (Conrad)
(Mollusca:Bivalvia) with two diets and

two feeding regimes. Revista de
Investigaciones Marinas. 1994. 15(2):147-150.



CONTENIDO (Continuacién)

2. The biochemical composition of two diatoms

after different preservation techniques.

Revista: Comp. Biochem. Physiol. 1993.

105B: 369-373.

3. Growth of Mytilus galloprovincialis Lmk. fed

with four microalgae and two feeding

regimes. Revista: Journal of the World Aquaculture

Society (Aceptada).

FECHA DE INGRESO
0CT 13 1995

BIBLIOTECA CICESE

iii



FIGURA

LISTA DE FIGURAS

Ubicacién de los sitios de colecta de los organismos Mytilus
galloprovincialis. 1: Bahfa de San Quintin, ensayos de
alimentacién con microalgas frescas y preservadas. 2: Estero de
Punta Banda, ensayo de eficiencia de asimilacidn.

Esquema de los acuarios (a) y sistema (b) utilizados durante los
bioensayos de alimentacién de Mytilus galloprovincialis. 1.-
Acuarios divididos en secciones. 2.- Sistema de aireacién. 3.-
Rejillas con malla tipo mosquitero. 4.- Recipiente de suministro
de alimento. 5.- Bomba peristdltica.

Producciéon de biomasa en (log, de la densidad dptica) de
Chaetoceros sp. (a), Isochrysis sp. (b), Phaeodactylum
tricornutum (c) y Tetraselmis sp. (d) cultivadas en sistema

semicontinuo.

Producciéon de biomasa (en log, de la densidad 6ptica) de
Skeletonema menzelii en cultivo terminal (batch).

(E=) del alimento de Mytilus galloprovincialis alimentado con
Chaetoceros sp. (CH), Isochrysis sp. (I), Phaeodactylum
tricornutum (PH) y Tetraselmis sp. (T).

Eficiencia de asimilacién (%) de Mytilus galloprovincialis
alimentado con Chaetoceros sp. (Ch) y Phaeodactylum
tricornutum (Ph) en diferentes formas de preservacion. F, frescas;
S, secas; L, liofilizadas; C, congeladas.

PAGINA

22

25

36

37

43

59

iv



TABLA

II

III

v

VI

vl

LISTA DE TABLAS

Composicién proximal promedio de las cuatro microalgas
usadas en el experimento de alimentacién de Mytilus
galloprovincialis. Las fracciones orgénicas fueron recalculadas
como porcentajes del total de los contenidos orgdnicos
(Gonzélez-Medina, 1991; Lépez-Elias y Voltolina, 1993).

Datos generales promedios (entre paréntesis errores estdndar)
de los incrementos en el eje de crecimiento maximo (E.C.M.),
el alto y el ancho) de Mytilus galloprovincialis alimentado con
cuatro microalgas y dos modos de alimentacién. ¢) alimentacién
continua, d) alimentacién dividida, x) promedio entre las dos
formas de alimentacion.

Andlisis de varianza de dos vias del incremento en el eje de
crecimiento maximo de Mytilus galloprovincialis alimentado
con cuatro microalgas y dos formas de alimentacién.

Andlisis de varianza de dos vias del incremento en alto de
Mytilus galloprovincialis alimentado con cuatro microalgas y
dos formas de alimentacién.

Andlisis de varianza de una via (Kruskal Wallis) del incremento
en ancho de la concha de Mytilus galloprovincialis alimentado
con cuatro microalgas.

Datos generales promedios (entre paréntesis errores estandar)
de los valores de crecimiento de Mytilus galloprovincialis
alimentado con cuatromicroalgas y dos formas de alimentacién.
c¢) alimentacién continua, d) alimentacién dividida, x) promedio
entre las dos formas de alimentacién.

Andlisis de varianza de una via y comparaciones miiltiples
(Método de Student-Newman-Keuls) de los incrementos en
peso seco total, peso seco orgédnico del tejido, peso seco de la
concha e indice de condicién de Mytilus galloprovincialis
alimentado con cuatro microalgas.

PAGINA

34

36

37

8

38

38

39



TABLA

LISTA DE TABLAS (continuacién)

Vil

IX

XI

X1

X1I

XIV

XV

Datos generales promedios (entre paréntesis errores estandar)
del crecimiento en el eje de crecimiento maximo (ECM), alto
y anchode Mytilus galloprovincialis alimentado con microalgas
frescas o preservadas con tres métodos diferentes.

Andlisis de varianza de una via (Kruskal Wallis) y
comparaciones miiltiples (método de Dunn) de los incrementos
obtenidos en el eje de crecimiento maximo (ECM), alto y ancho
de Mytilus galloprovincialis alimentado con Chaetoceros y
Phaeodactylum frescas y preservadas.

Datos generales (promedios y errores estandar) del crecimiento
en peso seco total, peso seco orgdnico del tejido y peso seco de
la concha de Mytilus galloprovincialis alimentado con
microalgas frescas y preservadas.

Andlisis de varianza de una via (Kruskal Wallis) y
comparaciones miiltiples (método de Dunn) de los incrementos
obtenidos en peso seco total, peso seco organico del tejido y
peso seco de la concha de Mytilus galloprovincialis alimentado
con Chaetoceros y Phaeodactylum frescas y preservadas.

Indice de condicién (promedios y errores estdndar) inicial y
final de Mytilus galloprovincialis alimentado con microalgas
frescas y preservadas y resultado de las comparaciones
miiltiples (método de Dunn o= 0.05) para el indice de condicién
final.

Sobrevivencia de Chaetoceros sp. congelada a -20 °C con
diferentes porcentajes de crioprotector (Glicerol y DMS) y a
diferentes tiempos de preservacién. >* = dias de duracién de la

fase de induccién.

Sobrevivencia de Phaeodactylum tricornutum congelada a -20
°C condiferentes porcentajes de crioprotector (Glicerol y DMS)
y a diferentes tiempos de preservacién. ***°= dfas de duracién
de la fase de induccién.

Sobrevivencia de Chaetoceros sp. congelada a -20 °C y
liofilizada, con diferentes porcentajes de crioprotector (Glicerol
y DMS) y a diferentes tiempos de preservacion.

42

43

45

46

47

50

50

52

vi



TABILA

LISTA DE TABLAS (continuacion)

XVI

Xvi

Xvil

XIX

XX

XXI

XXl

XXIII

Sobrevivencia de Phaeodactylum tricornutum congelada a -20
°C y liofilizada, con diferentes porcentajes de crioprotector
(Glicerol y DMS) y a diferentes tiempos de preservacion.

Porcentaje de alimento no ingerido por Mytilus
galloprovincialis  alimentado con Chaetoceros y
Phaeodactylum en forma fresca y con diferentes métodos de

preservacion.

Promedios, errores estdndar y limites de confianza de la
eficienciade asimilacién (métodode Conover, 1966) de Myrilus
galloprovincialis alimentado con microalgas frescas y
preservadas por diferentes métodos.

Andlisis de varianza de una via (Kruskal Wallis o= 0.05) y
comparaciones multiples (método de Dunn) de la eficiencia de
asimilacién (método de Conover, 1966) de Mytilus
galloprovincialis alimentado con Chaetoceros y con
Phaeodactilum en diferentes formas de preservacién.

Porcentaje de proteinas, carbohidratos y lipidos ingeridos,
desechados (en heces) y asimilados por Mytilus
galloprovincialis durante su alimentacién por cinco dias cada
vez con la microalga Chaetoceros sp. en forma fresca y
preservada.

Porcentaje de proteinas, carbohidratos y lipidos ingeridos,
desechados (en heces) y asimilados por Mytilus
galloprovincialis durante su alimentacién por cinco dias cada
vez con la microalga Phaeodactylum tricornutum en forma
fresca y preservada.

Porcentajes de absorcién de material inorgdnico por Mytilus
galloprovincialis alimentado con las microalgas Chaetoceros
y Phaeodactylum en forma fresca y preservada.

Energia (en Joules. dia’) ingerida, perdida (como heces) y
asimilada por Mytilus galloprovincialis alimentado durante
cinco dias con Chaetoceros y Phaeodactylum en forma fresca
y preservada.

PA:

INA

52

53

54

59

57

58

59

59

vii



XXIV

XXV

XXVI

XXvI

LISTA DE TABLAS (continuacion)

Promedio inicial y final de la longitud (ECM) de Mytilus
galloprovincialis e incremento en mm y en % después de 17
dias de alimentacién con microalgas preservadas (secas,
liofilizadas y congeladas, consecutivamente).

Composiciéon proximal (promedios y errores estidndar) de
Mytilus galloprovincialis alimentado con Chaetoceros 'y
Phaeodactylum tricornutum frescas (F) y preservadas (P).
Datos calculados en base al peso seco total de la muestra.

Composiciéon proximal de Mytilus galloprovincialis
alimentado con Chaetoceros sp.y Phaeodactylum tricornutum
frescas (F) y preservadas (P). Datos expresados como
porcentajes del total de la fraccién orgénica.

Composiciény porcentajes de 4cidos grasos mayores en Mytilus
galloprovincialis alimentado con las microalgas Chaetoceros
sp. Y Phaeodactylum tricornutum en forma fresca (F) y
preservada (P). Las concentraciones estdn dadas en base al
porcentaje del total de 4cidos grasos.

PA

INA

61

62

62

63

viii



EVALUACION DE DIFERENTES METODOS DE PRESERVACION
DE DIETAS DE MICROALGAS Y SU EFECTO SOBRE EL
CRECIMIENTO DE Mpytilus galloprovincialis Lamarck.

L INTRODUCCION

Las microalgas constituyen la fuente primania de alimento para la mayoria de los
organismos acudticos durante por lo menos una parte de su ciclo de vida. Se han descrito
cerca de 30,000 especies de microalgas (Metting y Pyne, 1986) y aproximadamente el 0.3
% han sido estudiadas extensivamente como posible fuente de alimento en la acuicultura
(Bonotto, 1988). Aisladas en diferentes partes del mundo las microalgas se mantienen en
cultivos intensivos después de haber sido seleccionadas por caracteristicas especificas como

tamano y forma, velocidad de reproduccién y en general por su alta produccién de biomasa

(Hortsman, 1985).

La mayoria de las especies de microalgas cultivadas son marinas. Las més
frecuentemente utilizadas en operaciones comerciales son las diatomeas Skeletonema
costatum Cleve, Thalassiosira pseudonana Hasle y Heimdal, Phaeodactylum tricornutum
Bohlin, Chaetoceros muelleri Lemmerman, las flageladas Isochrysis galbanaParke, Paviova
lutheri (Droop) Green, Tetraselmis suecica (Kylin) Butcher, Dunaliella spp. y la clorococal

Chlorella spp. (De Pauw y Persoone, 1988).

Otros usos de las microalgas varian desde la produccién de varios compuestos quimicos
como lipidos, glicerol, polisacdridos, pigmentos naturales, sustancias arométicas, vitaminas,
aminod4cidos, antibi6ticos, agentes antifungales y enzimas. Se han descrito varios sistemas
de tratamiento de aguas residuales que utilizan las microalgas para la retencién de nutrientes

y también de compuestos t6xicos, como metales pesados y pesticidas (Nonomura, 1988;



Oswald, 1988).

Con pocas excepciones, como la produccién de Dunaliella para la extraccion de B
caroteno yde Chlorella, Scenedesmus'y Spirulina que se comercializan como complementos
dietéticos con alto valor agregado, los costos de produccién no son todavia competitivos en
el mercado. La excepcion es la produccién de microalgas para la acuicultura, porque la menor
escala de los sistemas de produccién permite un mayor control sobre la calidad del agua y
ademads porque las microalgas son el punto biol6gico de arranque del flujo de energia a través
de las cadenas alimenticias acudticas mds importantes; por este motivo su produccién
intensiva es una parte integral de muchos establecimientos que se dedican al cultivo de

organismos filtradores (De Pauw y Persoone, 1988).

Para este tipo de uso los costos de produccién son inferiores, ya que no incluyen los
pasos de concentracién y de procesamiento de la biomasa, que es transformada directamente

por los consumidores en un producto con un alto valor comercial.

El desarrollo de la actividad acuicultural requiere tecnologias modernas que aumentan
el costo de produccién de las microalgas debido a la necesidad de emplear mano de obra
calificada e instrumentacién mds sofisticada y costosa. De este mismo desarrollo ha surgido
el imperativo de optimizar las técnicas de produccién masiva de microalgas en sistemas
artificiales. Para estos fines hay que considerar las especies de microalgas cultivadas y los

objetivos especificos de cada sistema productivo (Hortsmann, 1985).



L1l. ANTECEDENTES

El cultivo de microalgas es parte integral de la biotecnologia del cultivo de moluscos
marinos, crustaceos y peces, ya que en la acuicultura es necesario tener una gran biomasa
de microalgas disponible como una fuente de alimento para el desarrollo normal y el

crecimiento de las especies cultivadas (Herrero et al., 1991).

Una de las mayores dificultades en el desarrollo de sistemas de cultivo comercial de
moluscos y crusticeos, es la dependencia de estos sistemas de su capacidad de produccién
de microalgas como alimento (Chu ez al., 1982), que algunos definen como el "cuello de

botella" de la actividad acuicultural (Persoone y Claus, 1980; Sommer et al., 1990; Coutteau

y Sorgeloos, 1992).

Esto ha promovido una linea de investigacién para encontrar soluciones al uso de las
microalgas vivas, tales como dietas microencapsuladas, levaduras y pastas de algas
preservadas. Sin embargo, la aceptacién o el rechazo de estos productos por los operadores
de granjas estdn escasamente documentados (Coutteau y Sorgeloos, 1992) y de todas formas,
a pesar de los extensivos esfuerzos de investigacién en dietas artificiales, éstas raramente

son aplicadas a los procesos rutinarios de produccién de semilla de bivalvos.

Algunos experimentos sobre el uso de dietas artificiales se hanrealizado con crustéceos;
Jones et al. (1974) ensayaron como dieta artificial para Artemia una serie de alimentos
microencapsulados preparados con una modificacién del método de Chang et al. (1966). Los
resultados demostraron menor crecimiento y sobrevivencia que los alcanzados con la

microalga /sochrysis galbana que se utilizé como control. Resultados similares, también con



Artemia, fueron encontrados por Jones et al. (1975), Jones y Gabbott (1976) y Galgani (1988),

quienes obtuvieron mejores crecimientos de larvas de peneidos con una dieta de microalgas

que con una dieta artificial.

Epifanio (1979) comparé dietas formuladas con varias proporciones de la diatomea
Thalassiosira pseudonana y de lalevadura Candida utilis como alimento para cuatro especies
de juveniles de moluscos bivalvos y encontré que el crecimiento de Argopecten irradians,
Mercenaria mercenaria'y Mytilus edulis alimentados con dietas que contenian més del 50%
de levadura fue comparable al de los controles (100% microalgas); sin embargo, el
crecimiento del tejido de Crassostrea virginica decreci6 con la cantidad de levadura en la

dieta lo cual demuestra, segin el autor, una fisiologia digestiva diferente en esta especie.

Langdon (1982) observé un crecimiento muy bajo en las larvas de Crassostrea gigas
alimentadas con dietas artificiales y menciona como posibles causas de ésto que la dieta fue
deficiente en algunos micronutrientes esenciales, o que su forma de presentaciéon fue

insatisfactoria para ser utilizada eficientemente por las larvas.

Aunado a los resultados ineficientes en el uso de dietas artificiales, un problema
adicional de las dietas encapsuladas es que las paredes de las microcdpsulas son permeables
a moléculas pequeias (Gabbott et al., 1975) y a vitaminas y otros nutrientes solubles en agua
queno pueden, por lo tanto, ser encapsuladas usando las mezclas normales de protefna-nylon,
através de las cuales los nutrientes migran rdpidamente hacia el exterior. Ademds, los lipidos

tienden a ser refractarios a los procesos de encapsulacién (Langdon, 1982).

Estos resultados explican el motivo por el cual, a pesar de todos los esfuerzos para

reemplazar las microalgas por alimento inerte, losacuicultores aiin dependen de la produccién



de microalgas como alimento para los organismos filtroalimentadores (Winter, 1974; Gabbott

et al., 1975; De Pauw y Persoone, 1988).

Como una alternativa a esta problemadtica, en los tltimos afios se han investigado varias
técnicas de preservacién por congelacién o secado de microalgas. De esta forma se obtendria
un producto con las mismas ventajas de facilidad de distribucién y de almacenamiento por
largos periodos de tiempo que ofrecen las dietas artificiales, con la superioridad adicional

que el alimento proporcionado conssituye la dieta natural de los organismos cultivados (Laing

etal., 1990).

Se han usado cultivos concentrados y congelados de microalgas como un complemento
dietético en la alimentacién de organismos con microalgas vivas (Sommer et al., 1990) y
también los concentrados de microalgas liofilizados, secados con calor (spray-dried) o
simplemente refrigerados han sido sugeridos por muchos autores para alimentar a moluscos

y crustdceos (Brown, 1972; Laing et al., 1990; Nell y O’Connor, 1991; Laing y Millican,

1992).

Las pruebas de alimentacién con microalgas procesadas se han enfocado a utilizar
microalgas secadas con calor o liofilizadas, pero los resultados han sido variables. Hidu y
Ukeles (1962) describieron las primeras investigaciones en este campo, en las cuales
ensayaron tres especies de microalgas preservadas en forma seca y administradas a larvas
de Mercenaria mercenaria. Estas microalgas fueron Dunaliella euchlora, Isochrysis galbana
(liofilizadas) y Scenedesmus obliquus (secada con calor). Segiin estos autores, los resultados

de crecimiento y de sobrevivencia de las larvas fueron comparables a los observados cuando

estas mismas microalgas se usaron en forma fresca.



En otros ensayos, las microalgas Nannochloris sp. y Tetraselmis suecica secadas con
calor han sustentado un crecimiento igual o mayor que sus contrapartes vivas en los moluscos
bivalvos Tapes philippinarum, T. decussata, Mercenaria mercenaria, Crassostrea gigas y
Ostrea edulis, lo cual demostrarfa que los bivalvos juveniles son capaces de sostener su

crecimiento con una dieta de microalgas secas (Laing et al., 1990; Laing y Gil-Verdugo,

1991)

Brown (1972) hizo estudios similares con Skeletonema y Thalassiosira en forma
congelada y liofilizada con las cuales alimento a Penaeus aztecus, pero ninguna de las formas
de presentacién dié resultados comparables a los obtenidos con las diatomeas vivas a iguales
concentraciones. Sin embargo, Millamena et al. (1990) hicieron ensayos con otra especie de
camar6n (Penaeus monodon), que alimentaron con las microalgas Chaetoceros calcitrans,
Tetraselmis chui e Isochrysis galbana secadas al sol. Los resultados de crecimiento y
sobrevivencia con C. calcitrans y T. chui fueron comparables a los obtenidos con el control
(microalgas frescas) y los organismos alimentados con /. galbana tuvieron una sobrevivencia

inferior a la obtenida con las demds dietas.

La mayor preocupacién en todos estos estudios, es el hecho que la composicién
bioqufmica de las microalgas podrfa ser alterada por las técnicas de preservacién y
almacenaje, lo cual podrfa afectar la sobrevivencia y el crecimiento de los organismos

alimentados con ellas.

Hasta la fecha, la dnica manera de obtener cultivos masivos de algas marinas
- unicelulares como alimento para organismos esla obtencién de la especie deseada, en general
de una coleccién en donde las diferentes cepas se mantienen por largos perfodos de tiempo.

Una alternativa serfa la preservacién de biomasa de microalgas en estado viable en



condiciones industriales (Aizdaicher y Silkin, 1983).

El mantenimiento de algas en colecciones es un proceso laborioso el cual implica

frecuentes transferencias manuales de un cultivo a un medio con nutrientes frescos (Antia,

1977; Box, 1988).

La preservacion de cepas de microalgas por largos periodos es reconocida como un
medio para mantener la integridad del cultivo original; las principales ventajas de mantenerlos
en estado seco o congelado incluye: 1) una gran reduccién del tiempo, del equipo y del
espacio requeridos para mantener las colecciones stock (madre) de microalgas; 2) la
estabilidad genética de las descendencias preservadas por largos periodos y 3) en el caso de
los cultivos secos almacenados al vacio no se requiere refrigeracién durante el
almacenamiento. La habilidad de los cultivos secos de sobrevivir a la temperatura ambiente

por mucho tiempo, facilitaria ademé4s su distribucién a otros laboratorios (Holm-Hansen,

1973; Saks, 1978).

Sin embargo, durante el congelado y el liofilizado de organismos hay muchos factores
fisicos y quimicos que pueden causar dafos celulares. Estudios sobre diversas células
microbianas han demostrado que el mismo procedimiento experimental no es satisfactorio
para todas las especies. Porlo tanto, para asegurar la viabilidad de las células, las condiciones

Optimas necesarias durante el procedimiento de liofilizado y/o congelado se determinan

empiricamente (Tsuru, 1973).

Algunos autores han descrito procedimientos satisfactorios para la criopreservacién de
microalgas de agua dulce (Tsuru, 1973; Takano et al., 1973; Holm-Hansen, 1973; Morris,

1976a, 1976b); sin embargo, las descripciones de métodos para congelar o para liofilizar



especies marinas son muy limitadas. Se ha visto que métodos adecuados para congelar
bacterias, algas azul-verdes y algas de agua dulce no dan resultados satisfactorios cuando se
aplican directamente a las microalgas marinas, debido a las complejas interacciones entre el
enfriamiento, la formacién de cristales, la saturacién de la sal, la desnaturalizacién de las

proteinas y la solubilizacién de las lipoproteinas (Ben-Amotz y Gilboa, 1980).

Se ha observado por Withers (1985), que para proteger a las microalgas contra los
procesos de congelacion se pueden utilizar agentes protectores (crioprotectores) antes del
superenfriado, ya que éstos tienen propiedades coligativas y mantienen el agua en el estado
liquido al formar enlaces de hidrégeno que previenen la difusién de moléculas de agua y la
formacién de un frente del hielo. De esta forma los procesos de cristalizacién no cambian la

naturaleza de la sustancia orgdnica, al modificar su contenido original de agua (Lepesteur et

al., 1993).

Aparte de los problemas técnicos y econdmicos involucrados en la producciéon masiva
de microalgas, el mayor problema en la acuicultura es el relacionado con el valor dietético
de las mismas (De Pauw et al., 1984). Aunque generalmente se acepta que los moluscos
bivalvos son dependientes del fitoplancton como su principal fuente de alimento (De Pauw,
1981; Webb y Chu, 1982), sélo se han definido algunos requerimientos nutricionales de unas
pocas especies de interés comercial. Ademds los resultados indican que no se puede seguir
un criterio general para los consumidores de microalgas (De Pauw y Persoone, 1988). Las
razones para esto son relacionadas a diferencias en el tamafo, en la digestibilidad y

particularmente en el valor nutritivo de las microalgas (Brown ez al., 1989).

Muchos estudios han comparado y mejorado el valor alimenticio de algunas especies

de microalgas, principalmente en lo referente a diferencias entre fases de crecimiento (Davis



y Guillard, 1958; Loosanoff y Murray, 1974; Flaak y Epifanio, 1978; Langdon y Waldock,
1981; Ukeles et al., 1984; Enright et al., 1986a; Helm y Laing, 1987; Ukeles y Wikfors,
1988), sin embargo, la relacién entre su composicién quimica y el valor alimenticio de un

alga aiin no ha sido totalmente explicada (Epifanio, 1979; Brown et al., 1989).

Algunos trabajos se han enfocado a identificar los componentes particulares de la dieta
que son esenciales para el crecimiento de larvas, juveniles y adultos de bivalvos (Flaak y
Epifanio, 1978; Webb y Chu, 1982; Whyte et al.,1989). Varios de estos estudios comprueban
la factibilidad de manipular la composicién bioquimica de las microalgas variando las
condiciones del cultivo, por ejemplo cultivando las microalgas con luz de diferente
composicién espectral, variando la concentracién de nutrientes, cosechando la microalgas
en las fases exponencial o estacionaria (Flaak y Epifanio, 1978; Wikfors, 1986; Whyte, 1987;
Goldenhuys et al., 1988; Herrero et al., 1991), pero los efectos pueden variar de una especie

a otra y alin en la misma especie, con ligeros cambios en las condiciones de cultivo

(Sdnchez-Saavedra y Voltolina, 1994).

También se han documentado cambios en la composicién de los 4cidos grasos de las
microalgas cuando los nutrientes son limitantes o cuando hay variaciones de temperatura,
de intensidad de luz o de la duracién de los ciclos de luz-obscuridad (Borowitzka y
Borowitzka, 1988; Mortensen et al., 1988). Se ha observado ademds, que las microalgas en
la fase estacionaria acumulan lipidos cuando se agotan los nutrientes del medio de cultivo
(Webby Chu, 1982); también, el contenido de lipidos en las diatomeas se incrementa cuando
los silicatos son iimitantes (Enright et al., 1986b), esto puede ser acompaiiado por un ligero

incrementoen los niveles de 4cidos grasos poliinsaturados (PUFAs) (Mortensen et al., 1988).

La posibilidad de modificar la composicién bioquimica de las microalgas permite
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estudiar en forma indirecta los requerimientos nutricionales de los bivalvos. Una vez que
éstos sean conocidos se puede variar las condiciones de cultivo de las microalgas para

optimizar la concentracién de los nutrientes deseados (Enright ez al., 1986b; Volkman et al.,

1992).

Existen evidencias basadas sobre datos de crecimiento de varios invertebrados que
comprueban que la calidad de los lipidos, mds que su cantidad, es de primordial importancia

para determinar el valor alimenticio de las microalgas.

Webb y Chu (1982) revisaron el papel de algunos constituyentes bioquimicos del
fitoplancton utilizado como alimento para larvas y semilla del ostién y concluyeron que las
familias de los 4cidos grasos insaturados en posicién w3 y wb6 (4cidos grasos que tienen un
doble enlace en el carbono 3 y 6 respectivamente) son esenciales para el crecimiento y el
desarrollo de las larvas. También se comprobé que una deficiencia de algunos 4cidos grasos
del grupo w3 es el causante mayor del poco valor nutricio de especies particulares de algas

(Helm y Laing, 1987; De Pauw y Persoone, 1988; Napolitano, 1990).

Comiinmente se observa que el crecimiento de los ostiones juveniles se retarda si los
dcidos grasos 20:5w3 y 22:6w3 no estdn presentes en las microalgas (Langdon y Waldock,
1981; Enright et al., 1986a). Sin embargo, Waldock y Holland (1984) han reportado buen
crecimiento de juveniles de Crassostrea gigas con dietas algales que son deficientes en el
dcido graso 22:6w3 y estudios adicionales han demostrado que ostiones juveniles pueden
elongar y desaturar 4dcidos grasos dietéticos, aunque las tasas de bioconversién son

probablemente demasiado lentas para que el organismo pueda alcanzarel crecimiento6ptimo.

En otra comparacién de la calidad alimenticia de especies de microalgas usadas para
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la alimentacién de juveniles de Ostrea edulis, Enright et al. (1986a) concluyeron que la mejor
dieta fue la diatomea Chaetoceros muelleri, quizds porque su contenido del 4cido graso

22:6w3 es superior que en la mayoria de las otras diatomeas (Enright et al., 1986b).

En Australia, las microalgas Chaetoceros calcitrans y Chaetoceros muelleri son
ampliamente usadas como alimchto para bivalvos y larvas de camarones. La composicién
de 4cidos grasos de las dos especies de microalgas son muy similares, pero C. calcitrans
contiene una proporcién mds alta de los 4cidos grasos 16:3w4 y 20:5w3 (Volkman et al.,
1989), lo cual puede explicar las mayores tasas de crecimiento larval cuando esta especie se

usa como alimento (Waldock y Nascimento, 1979).

En consecuencia de lo anterior, las implicaciones de la calidad del alimento sobre el

crecimiento y sobrevivencia de los organismos son de particular interés para la industria

acuicultural.

La cantidad de un alimento que un organismo requiere para su maximo crecimiento es
obviamente fundamental en el desarrollo de cualquier sistema de cultivo. En el caso de los
bivalvos hay numerosos estudios sobre las tasas de filtracién de particulas en suspension,
pero poco de este conocimiento ha servido para obtener una estimacién del tamaifio 6ptimo
de la racién (Winter, 1978., Epifanio, 1982). La cantidad de energia disponible para el

crecimiento o el metabolismo estd en funcién de la racién absorbida mds que de la tasa de

ingestion.

Se ha sugerido que la racién absorbida estd en funcién nosélode la naturaléza y cantidad
del alimento, sino también de su disponibilidad temporal, en particular cuando la ingestién

es continua o intermitente. Por este motivo, la racién consumida depende de la concentracién
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del alimento y del comportamiento de alimentacién de los organismos (Newell, 1982).

Lamayoria de los zo6logos han aceptado que los procesos de alimentacién y digestién
en moluscos bivalvos son continuos. Sin embargo, recientemente se ha demostrado que éstos
pueden ser discontinuos en un nimero de especies, incluyendo Lasaea rubra (McQuiston,
1969), Dreissena polymorpha, Cardium edule (Morton, 1970, 1973), Ostrea edulis (Mathers,
1972; Langton y Gabbott, 1974), Crassostrea gigas (Morton, 1977) y Mytilus edulis
(Langton, 1975). Estos animales exhiben un ritmo de alimentacién y de digestién,
probablemente como consecuencia de la disponibilidad de alimento en su medio natural
(Tenorey Dunstan, 1973; Ukeles er al.,1984). Las interrupciones en los ciclos de alimentacién
causados por la accién mareal podrian generar este ritmo (McHenery et al., 1983) y tener
como resultado una alta eficiencia de utilizacién del alimento, cuando éste estd disponible

por cortos periodos de tiempo (Mathers, 1972; Thompson y Bayne, 1972).

De lo anterior, se puede concluir que la alimentacién no es universalmente continua o
de tasa constante. Por lo tanto, en el disefio de regimenes de alimentacién para bivalvos
cultivados, cada especie debe ser estudiada individualmente para optimizar la utilizacién

del alimento, proporciondndolo solamente cuando los animales estdn en una condicién

receptiva (Reid, 1982).

Otro factor importante para entender la bioenergética de los moluscos bivalvos ademads
de la importancia que tiene la cantidad de alimento ingerido, es la eficiencia con la cual la

energia asimilada es usada para el crecimiento (Langton et al., 1977; Widdows et al., 1977,

Newell, 1982).

A pesar de su importancia en el entendimientode ladindmicade las cadenas alimenticias
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de comunidades bénticas y en el desarrollo de sistemas de maricultura controlada, son pocos

los estudios que han considerado este problema.

En el caso del mejillén Mytilus edulis, Thompson y Bayne (1974) y Bayne et al. (1976)
presentaron un modelo que relaciona la eficiencia bruta de crecimiento (K,) y el tamaiio de
la racién, del cual resulta que esta relacién varia de un valor negativo, cuando los animales
son alimentados con raciones bajas y crece marcadamente con un pequefio incremento en el
tamario de la racién hasta que se alcanza el nivel de racién 6ptima; K, finalmente decrece

casi linealmente con cualquier incremento adicional de la racién.

Este modelo fue confirmado empiricamente para Mytilus edulis por Winter y Langton
(1976), quienes encontraron que la eficiencia bruta de crecimiento se incrementade un valor
negativo hasta un méximo con un incremento en la racién ingerida y concluyeron que el
valor méximo para K; corresponde al nivel de racién 6ptimo, ya que un aumento adicional
en la disponibilidad del alimento resulté en la produccién de pseudoheces y se redujo la

actividad de filtroalimentacién.

Resultados similares se encontraron con el mitilido Modiolus capax: se observé que
esteorganismo puede filtrar dianiamente racionesde hasta el 4% de su peso secoen microalgas
y que cantidades mayores propiciaban la produccién de pseudoheces. Ademds, con raciones
muy altas (8%), los mejillones tendfan a cerrarse y dejaban de filtrar; el crecimiento de estos
organismos, alimentados en forma continua o con raciones proporcionadas en forma discreta,
con las microalgas Chaetoceros sp. y Pavlova lutheri, indica que no hubo diferencias

significativas debido a la forma de alimentacién (Cordero-Esquivel y Voltolina, 1994)

(Anexo 1).
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En los iltimos afios, los mejillones han adquirido una importancia que sobrepasa su
significancia econémica como una fuente de alimento, ya que estos organismos han sidouna

fuente importante de material experimental para ecélogos, genetistas, bioquimicos y

ecofisiélogos (Bayne, 1991).

Laproduccién mundial de mejillones dentro de los programas de acuicultura ha entrado
en una fase estdtica, por lo cual se requiere encontrar nuevos sitios para cultivarlos e
incrementar la eficiencia de los programas actuales (Bayne, 1991). Mytilus galloprovincialis
y M. californianus son dos especies que existen en las costas de Baja California. El Instituto
de Investigaciones Oceanoldgicas de 1a Universidad Auténoma de Baja California, inicié en
1985 el primer cultivo a escala comercial piloto de la especie M. galloprovincialis
(Garcia-Pdmanes y Garcia-Pdmanes, 1987). Estos autores mencionan que aunque hasta esa
fecha el abasto de semilla habia sido adecuado, éste pudiera limitar el crecimiento de la
actividad en el futuro, por lo que seria conveniente impulsar la adaptacién de las técnicas

existentes para su produccién en criaderos, lo cual sentaria una sélida base para su expansion.

Rangel-Dévalos (1990) menciona dentro de los estudios de prioridad para la
maricultura, el desarrollo de biotecnologias de produccién de semilla de moluscos en
condiciones controladas. Una de las posibles alternativas de estudio seria, ademds, optimizar
la obtencién de semilla proporcionando alimentos adecuados producidos a bajo costo,
mejorando las técnicas de produccién de microalgas principalmente, lo cual reducirfa en gran
medida uno de los problemas a los que se enfrentan los acuicultores que dependen de la

disponibilidad de alimento vivo.

El género Mytilus es uno de los més cosmopolitas de todos los géneros marinos, ocurre

en habitat ocednicos y estuarinos, tanto en zonas intermareales como submageales y ocupa
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una gran diversidad de substratos. La posicion taxonémica de formas de mitilidos genética
y morfolégicamente distinguibles ha sido el objeto de considerables debates por muchos
afios. Por ejemplo, algunos autores (Gosling, 1984; Johannesson et al., 1990) han sugerido
que los miembros del complejo Mytilus edulis son ecotipos o variedades, mientras otros
(McDonald y Koehn, 1988; McDonald et al., 1991) recomiendan el reconocimiento de los
miembros del complejo Mytilus edulis como especies separadas. Cualquier debate acerca
delnivel taxonémicode especies depende delconceptode especieque se utilice. Inicialmente,
la taxonomia de este género se basa solamente en las caracteristicas morfolégicas y casi
exclusivamente sobre caracteres de la concha. El ambiente heterogéneo que influye en la
morfologia de la concha, combinado con lo que ahora se reconoce como una interaccién
sinergética compleja de varios factores ambientales en algunas especies, produjo una

confusién en la taxonomia de este género (Koehn, 1991).

Mytilus galloprovincialis (el mejillén mediterrdneo) fue descrito inicialmente por
Lamarck en 1819. Es una especie de aguas célidas que ocurre en el Mar Mediterrdneo y a lo
largo de la costa atldntica de Europa, tan lejos como el noroeste de Irlanda y suroeste de
Inglaterra. M. galloprovincialis también ha sido reportado desde la costa oeste de
Norteamérica (McDonald y Koehn, 1988) hasta el oeste de Australia; Sarver y Foltz (1993)
mencionan que fue introducido en Japén, Hong Kong, Sudamérica y Sur de California. Su

adaptacion fisioldgica a aguas cdlidas lo distingue del mejillén azil de aguas frias, Mytilus

edulis.

Histéricamente, la mayoria de los autores ha preferidoconsiderara M. galloprovincialis
como una subespecie o raza de M. edulis. Sin embargo, estudios electroforéticos demuestran
que M. edulis y M. galloprovincialis son especies distintas porque cada una mantiene un

conjunto distinto de alelos con notable frecuencia de alelos homogéneos a través de grandes
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distancias geogréficas (Koehn, 1991; Gardner, 1992).

Por otro lado, los resultados de investigacionesrecientes hechas en fragmentos de DNA
mitocondrial (Skibinski et al., 1983; Edwards y Skibinski, 1987) y las diferencias que han
sido reportadas en el tamaiio y la estructura del esperma de estos mejillones indican una
distancia genética suficiente para considerar M. edulis y M. galloprovincialis como especies
separadas (Beaumont er al., 1989). Con base en los antecedentes acerca de las especies
presentes en nuestros lugares de colecta y gracias a la identificacién directa de algunos
especimenes que se enviaron al Dr. Raymond Seed (Universidad de Gales, Bangor, Reino
Unido), se concluye que la especie usada en el presente estudio es Mytilus galloprovincialis

Lamarck, que guarda la siguiente posicion sistemdtica (Keen, 1971).

CLASE: PELECYPODA
SUBCLASE: POLYSYRINGIA
ORDEN: MYTILOIDA
SUPERFAMILIA: MYTILACEA
FAMILIA: MYTILIDAE
GENERO: Mpytilus (Linnaeus, 1758)

ESPECIE Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819
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OBJETIVOS

Seleccionar especies de microalgas susceptibles de cultivo masivo con técnicas poco
complejas (semi continuos) y con buena produccién de biomasa, basdndose en datos

de literatura, en los resultados de laboratorio y en su composicién proximal.

2.Determinar la técnica de alimentacién (continua o dividida) adecuada para Mytilus

galloprovincialis.

3.Conocer la calidad alimenticia de las microalgas frescas y seleccionar las mds

adecuadas como dieta para Mytilus galloprovincialis.

4.Determinar la mejor técnica de preservacion de estas microalgas con base en:

a)El crecimiento de Mytilus galloprovincialis
b)Los cambios bioquimicos en las microalgas
c)La viabilidad de las microalgas

d)La eficiencia de absorcion
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IL. MATERIALES Y METODOS
II1.1 Seleccion de especies de microalgas y métodos de cultivo.

Se consideraron inicialmente seis cepas de microalgas de uso comiin o potencial en
acuicultura, que se encuentran en la coleccién del CICESE. Estas fueron Chaetoceros sp.
(clone CH-X-1), Phaeodactylum tricornutum Bohlin (PH-T-1), Tetraselmis sp. (TE-X-1),
Isochrysis sp. (IS-X-1), Skeletonema menzelii (SK-M-3) y Nannochloris sp. (NA-X-1).
Algunas de éstas han sido aisladas localmente y para la mayoria se conocen sus respuestas

a medios simplificados en cultivos terminales ("batch") (Gonzélez-Leonardo, 1990;

Trujillo-Valle, 1993).

Para el mantenimiento de las cepas y de los indculos se siguieron los métodos
convencionales descritos por Guillard (1983). En todos los casos el medio de cultivo
empleado fuela formulacién "f", sin silicatos para Tetraselmis e Isochrysis (Guillard y Rhyter,
1962). El agua de mar utilizada se esterilizé segiin el método de Hemerick (1973) y las
soluciones "stock" se esterilizaron por separado en autoclave para evitar la formacién de

precipitados (Provasoli et al., 1957).

Los cultivos se mantuvieron en condiciones aproximadamente estables de salinidad
(de32a33°,), atemperatura de 20 a 22 °C. Lailuminacién fue continua con una irradiancia
de aproximadamente 120 pumol m™s™, proporcionada por dos 1dmparas fluorescentes de luz

fria y dos de luz de dia. El pH se mantuvo entre 7.5 y 8.2 por inyeccién continua de CO,.

Cuando en los in6culos se obtuvo la densidad de microalgas deseada, éstos se

transfirieron a carboys de 20 1, y se siguié la técnica de cultivo semicontinuo (Vonshak,
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1986), con diluciones diarias que variaron entre el 30 y el 75% segiin las caracteristicas de
crecimiento de cada cepa. Con base en los resultados obtenidos se seleccionaron las primeras
cuatro especies de las seis mencionadas inicialmente, que fueron utilizadas para los

bioensayos de alimentacion con dietas frescas.

La concentracién celular de los cultivos semicontinuos usados para los bioensayos fue

medida diariamente al tiempo de 1a cosecha, por conteos con un hematocitémetro de 0.1 mm

de profundidad.

Para obtener el peso seco total y orgidnico de cada especie ensayada, se filtraron
periédicamente 100 ml de cultivo a través de filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/C) de
4.7 cm de didmetro, previamente quemados. Las muestras se secaron en una estufa de
conveccién a 60 °C por 8 horas y se pesaron en una balanza analitica. Posteriormente, se
incineraron a 490 °C por 12 horas y se pesaron para obtener el contenido de cenizas y, por

diferencia, el peso seco libre de cenizas (peso seco organico) (Sorokin, 1973).

La composicién proximal de cada especie fue obtenida en experimentos de crecimiento
llevados a cabo en paralelo (Gonzilez-Medina, 1991; Lépez-Elias y Voltolina, 1993); las
proteinas fueron determinadas con el método de Lowry et al. (1951) modificado por
Farber-Lorda (1986), los carbohidratos fueron analizados segiin el método colorimétrico con
fenol-acido sulfiirico (Dubois et al., 1956), en muestras que fueron inicialmente hidrolizadas
con H,SO, 1M por 2 horas en bafio maria (Whyte, 1987). Los lipidos fueron determinados
con el método colorimétrico de Pande et al. (1963), después de la extraccion por el método

de Bligh y Dyer (1959).



20

II.2. Métodos de colecta y acondicionamiento de los organismos en el laboratorio.

Por motivos logisticos, se hicieron dos bioensayos sucesivos, cada vez con dos especies
de microalgas. Para ésto, dos lotes de juveniles (20 a 30 mm de longitud) de Myzilus
galloprovincialis fueron colectados en la Bahia de San Quintin (Fig. 1) y transportados al
laboratorio en recipientes con hielo paradisminuir su metabolismo; una vez en el laboratorio,
se limpio6 la parte externa de las valvas y los organismos se colocaron en estanques de fibra
de vidrio de 500 I para su acondicionamiento durante dos semanas. Durante este periodo la
alimentacién fue ad libirum con una mezcla en partes iguales de las dos microalgas usadas
posteriormente para los experimentos. La temperatura del agua se mantuvo entre 18 y 22 °C,

con un promedio de 20 °C. Los cambios de agua y el lavado del estanque se hicieron

diariamente.
I1.3. Bioensayo de alimentacion de Mytilus galloprovincialis con microalgas
frescas.

Despuésde 15dias de acondicionamiento, 13 grupos de 15 organismos cada uno, fueron
seleccionados al azar y colocados en acuarios de 15 1, después de comprobar lahomogeneidad
de sus tamaifios por medio de un andlisis de varianza. Antes de iniciar la fase experimental

de crecimiento, los organismos permanecieron durante 48 horas sin alimentar para limpiar

totalmente su tracto digestivo.

Uno de los grupos fue sacrificado inmediatamente antes de comenzar con el
experimento, para conocer los pardmetros biométricos iniciales. Para cada uno de los dos
lotes se obtuvieron las tres dimensiones de la concha (longitud o eje de crecimiento mdximo,
alto y ancho) por medio de un calibrador vernier con precisién de 0.1 mm y los pesos secos

totales de carne y concha y el peso organico de la carne con el mismo método gravimétrico
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Figura 1. Ubicaciéndelossitiosde colecta. 1: Bahia San Quintin, ensayos de alimentacién
con microalgas frescas y preservadas. 2: Estero Punta Banda, ensayo de
eficiencia de asimilacion.
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detalladoanteriormente paramicroalgas, pero con tiempos de secado m4s largos hastaobtener

el peso seco constante. El peso himedo no fue considerado debido a la elevada variabilidad

obtenida en experimentos previos.

La racién diaria de alimento se investigd con experimentos preliminares en los cuales
se suministraron dos veces al dia, durante algunos dias, voliimenes de cultivo de microalgas
equivalentes al 2, 3 y 4 % del peso seco total de los organismos, por un total diario de 4, 6
y 8 % respectivamente. La primera cantidad fue consumida dentro de las primeras tres horas
y el 8% causé la produccién de pseudoheces por parte de los organismos; por lo tanto para

los experimentos subsecuentes se selecciond la racién intermedia, con la cual no se observé

la produccién de pseudoheces.

Los organismos fueron alimentados durante 31 dias con las microalgas
correspondientes; para cada microalga, los organismos de tres acuarios recibieron la racién
en forma dividida en dos alicuotas iguales, una en la mafiana y la otra en la tarde. Los otros
tres grupos de organismos fueron alimentados con la misma cantidad de la microalga, pero

proporcionada continuamente, durante 24 horas, por medio de una bomba peristiltica

multicanal (Fig. 2).

Lascondiciones experimentales fueron: temperatura 21 +1°C,pHde 7.9 + 0.1, oxigeno

100 % de saturacién. Los acuarios se limpiaron diariamente y el agua se cambi6 con lamisma

frecuencia.

Al final del experimento, los organismos se dejaron sin alimentar por 48 horas y se
volvieron a medir la concha, el peso seco total y orgdnico del tejido y el peso seco de la

concha, los cuales fueron obtenidos como se describié anteriormente.
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Elindice de condicién fue calculado con la ecuaciéon (PSOT/PSC) x 1000, donde PSOT

= peso seco orgdnico del tejido y PSC = peso secode la concha (Lucas y Beninger, 1985).

Las razones de conversion del alimento (RCA) fueron obtenidas con la férmula de
Sedgwick (1980): RCA = peso seco total del alimento proporcionado/ peso total ganado,

pero usando los pesos secos totales y orgdnicos de la carne en vez de los pesos himedos.

1.4. Cosecha y métodos de preservacion de microalgas.

Con base enlos resultados obtenidos con los bioensayos de alimentacién con microalgas
frescas, se seleccionaron para los bioensayos de alimentacién con microalgas preservadas

las cepas Chaetoceros sp. y Phaeodactylum tricornutum.

La biomasa de Chaetoceros y Phaeodactylum fue producida en cultivos semicontinuos
de 15 1 mantenidos estables por medio de diluciones diarias del SO y del 75 %

respectivamente. Las condiciones de cultivo fueron como se describi6 anteriormente.

Las producciones diarias fueron concentradas y centrifugadas a 2000 r.p.m. por 15
minutos y el concentrado fue dividido en tres volimenes iguales, que se preservaron con tres
diferentes métodos: 1) preservacién por secado, la cual se hizo en una estufa de conveccién

a 30°C; 2) por congelacién lenta a -20 °C y 3) por liofilizacién, por medio de un liofilizador

Labconco, después de congelar a -20 °C.

Las microalgas liofilizadas y las secadas en estufa fueron almacenadas en bolsas de
pléstico con cierre hermético que contenian silica gel y las congeladas fueron mantenidas en

recipientes de vidrio y refrigeradas a -20 °C por un periodo de 60 dias.
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Figura 2. Esquema de los acuarios (a) y sistema (b) utilizados durante los bioensayos de
alimentacién de Mytilus galloprovincialis. 1.- Acuarios divididos en secciones.
2.- Sistema de aireacién. 3.- Rejillas con malla tipo mosquitero. 4.- Recipiente
de suministro del alimento. 5.- Bomba peristéltica.
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Los pesos secos total y libre de cenizas fueron determinados como en Sorokin (1973).

Las muestras fueron secadas a peso constante en una estufa de conveccion a 60 °Cy calcinadas

en una mufla a 470 °C.
IL.S. Composicion bioquimica de microalgas preservadas.

Los andlisis proximales fueron realizados por triplicado en muestras frescas, recién
preservadas y después de dos meses de almacenamiento. Las técnicas empleadas fueron las

descritas anteriormente.

Los perfiles de aminodcidos y de dcidos grasos fueron realizados solamente en las
muestras liofilizadas y secas, recién preservadas y después de dos meses de almacenadas

para dcidos grasos, y s6lo después de dos meses de preservacion para los aminodcidos.

Las concentraciones de dcidos grasos fueron obtenidas por cromatografia de gases
acorde a AOAC (1980) y los amino4cidos con un analizador de amino4cidos Dionex D5-50

con amortiguadores de citrato de litio, en el Laboratorio Michelson de Los Angeles,

California, E.U.A.

No fue posible realizar los perfiles de aminodcidos y de 4cidos grasos en muestras
frescas o congeladas, ya que las técnicas empleadas para estos andlisis requieren de biomasa

seca.
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11.6. Bioensayo de alimentacion de Mytilus galloprovincialis con microalgas
preservadas.

Las microalgas preservadas usadas en este bioensayo permanecieron almacenadas,
como se describié anteriormente, por un periodo de 60 dias antes de administrarlas a los

organismos para observar eventuales diferencias en el crecimiento de los mejillones debido

al tiempo de preservacién de las microalgas.

La seleccién de los organismos de Mytilus galloprovincialis y la obtencién de los
pardmetros biométricos iniciales fue como en el caso del ensayo con microalgas frescas pero,
debido al diferente periodo de colecta, se emplearon organismos de entre 40 y 50 mm de

longitud.

Diariamente, antes de la alimentacién de los mejillones, la racién correspondiente (6
% del peso seco de mejillones) de las microalgas preservadas (peso calculado en base al peso
seco orgénico inicial, sin considerar eventuales pérdidas debidas a disolucién de compuestos
orgénicos) tanto de Chaetoceros como de Phaeodactylum fueron resuspendidas en 300 ml

de agua de mar por medio de un agitador magnético, durante 4 horas.

Debido a los resultados del primer ensayo, las dos microalgas en forma preservada
(secas, liofilizadas y congeladas) y fresca (control) fueron proporcionadas diariamente en

dos alicuotas, como se describi6 anteriormente.

Los mejillones estuvieron en estas condiciones de alimentacién por un periodo de 31
dias, después de lo cual se procedi6 a sacrificarlos para obtener los pardmetros finales de
crecimiento, tanto de concha como de tejido y se calcul6 el indice de condicién con la

metodologia ya mencionada.
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IL.7. Viabilidad de microalgas preservadas.

Los concentrados de muestras de Chaetoceros sp. y Phaeodactylum tricornutum
centrifugadas a 2,000 r.p.m. por 15 min. en botellas de plastico de 500 ml fueron divididos
en alicuotas de 15 ml y tratados con los siguientes procedimientos: a) unas muestras se
colocaron en tubos de ensayo y se pusieron en refrigeracién a -20 °C para su congelado lento;
b) otras se congelaron rdpidamente con una mezcla de hielo seco y acetona y con nitrégeno
liquido y se almacenaron en un congelador a -60 °C; c) algunas de estas muestras se liofilizaron

en un liofilizador Labconco y se almacenaron en un desecador con silica gel para evitar que

absorbieran humedad.

Para comprobar la sobrevivencia de las microalgas a estos tratamientos, las muestras
se descongelaron en agua corriente, las células se inocularon por triplicado en tubos de ensayo
con medio "f" y se midi6 diariamente la densidad 6ptica durante 7 dias; como control se

usaron microalgas centrifugadas pero sin congelar ni liofilizar.

Sélo se observé crecimiento en el control (microalgas centrifugadas). En vista de ésto,
se procedié a utilizar los criopreservadores glicerol y DMS (dimetil sulféxido) a las
concentracionesdel 1, Sy 10 % (v/v), que fueron agregados a los tubos con microalgas recién

centrifugadas, que después se colocaron en un congelador a -20 °C.

Esta misma metodologia se utiliz6 con microalgas mantenidas en cultivo terminal
("batch") y cosechadas en la fase estacionaria, con el propésito de inducir la formacién de

un mayor porcentaje de formas de resistencia, que lograranresistir los diferentes tratamientos

de preservacién.
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Se seleccionaron muestras de los diversos métodos de preservacion a diferentes tiempos
de almacenamiento (7, 15 y 30 dias), para observar la sobrevivencia de las microalgas. Para
ésto, las muestras fueron inoculadas en tubos de ensayo con medio nuevo con una
concentracién inicial de 1x10’ células mI" y en vista de que se observé una concentracién
relativamente alta de bacterias en los cultivos madre, éstos fueron centrifugados a 1000 r.p.m.
para eliminarlas. El concentrado se diluyé en una serie de tubos para iniciar con densidades
de 1x10° 1x10°y 1x10* cél. mI"". El porcentaje de sobrevivencia se evalué en base a presencia

o ausencia de crecimiento en las diferentes diluciones.
I1.8. Bioensayo de eficiencia de absorcion de Mytilus galloprovincialis.

Para el ensayo de eficiencia de absorcién los mejillones se colectaron en las

instalaciones de una compaiiia comercial ubicada en la boca del Estero de Punta Banda (Fig.

1).

Los organismos se acondicionaron en el laboratorio por un periodo de 15 dias, durante
el cual fueron alimentados ad libitum con una mezcla de las microalgas Chaetoceros y
Phaeodactylum. Después de este periodo, los mejillones se dejaron sin alimentar durante 48
horas para que limpiaran totalmente el tracto digestivo y se seleccionaron al azar grupos de
15 organismos (entre 29 y 32 mm de longitud). Cada grupo se colocé en una caja de acrflico

de 3000 ml, que se llené con agua de mar previamente esterilizada por medio de rayos

ultravioleta.

En un ensayo preliminar, se observé que cuando se administraba una cantidad de
alimento equivalente al 3% del peso de los mejillones los organismos no la consumian en

su totalidad en el periodo programado de cinco horas. Ademds, en el caso de las microalgas
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preservadas mucho alimento tendia a precipitar al fondo de las cdmaras y dejaba de estar
disponible. Por estas razones se decidié proporcionar el 1.5 % de alimento, cantidad que era

consumida en un periodo de tres horas, lo cual dié oportunidad de colectar las heces

producidas a las cinco horas.

Los ensayos de eficiencia de absorcién se realizaron probando las dos microalgas (en

forma separada), en una forma de preservacién cada vez.

Se administré6 Chaetoceros en una forma de preservacién a tres cdmaras, con 15
organismos cada unay a otras tres cdmaras se administré Phaeodactylumen la misma forma.
Antes de la alimentacion, las microalgas preservadas se homogeneizaban en recipientes con

agua de mar durante dos horas, por medio de un agitador magnético.

Las heces producidas y el alimento sobrante se retiraron por medio de un sifén, cinco
horas después de haber suministrado el alimento. Las heces se tamizaron con dos tamices
de luz de mallade 40 y 120 um y se lavaron con formiato de amonio para eliminar las sales.
Al dia siguiente se volvieron a colectar las heces producidas durante la noche y se lavaron
de la misma manera. Posteriormente se metieron en una estufa a 30 °C por 12 horas y

finalmente se almacenaron en un desecador para los subsecuentes andlisis bioquimicos.

El alimento sobrante se filtré a través de filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C de
4.5 cm de didmetro, previamente quemados y pesados y se secé a 60 °C por seis horas para
obtener el peso seco; después de €ésto, las muestras se incineraron en una mufla a 470 °C para

obtener las cenizas, y por diferencia el peso seco orgdnico.

Cada dia durante la manana, después de colectar las ultimas heces producidas, se
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limpiaron las cdmaras, se llenaron nuevamente con agua y se administr$ a los organismos
su nueva racién. Esta rutina se siguié durante 5 dias para cada microalga y para cada método

de preservacion (secas, liofilizadas y congeladas).

Al finalizar el ensayo con un tipo de alimento, los organismos se dejaron sin alimentar
durante 48 horas, antes de iniciar con otro tipo de dieta. Los mismos organismos recibieron
estos regimenes de alimentacién un total de 21 dias y la prueba con microalgas frescas se

hizo por separado, con diferentes organismos.

Al final del ensayo los mejillones se sacrificaron, se obtuvieron sus datos biométricos
finales y se separ6 el tejido de la concha. La carne se moli6 en una licuadora comercial y
posteriormente se liofiliz6. Con el tejido homogeneizado se realizaron andlisis bioquimicos
proximales y muestras adicionales se enviaron a un laboratorio para su anélisis de 4cidos
grasos. No fue posible analizar su contenido de aminodcidos, ya que para este andlisis se

requiere una cantidad de muestra mayor de la que se dispuso.

El total de heces producidas durante cada dia resulté demasiado bajo para poder realizar
los andlisis de calidad de biomasa en forma individual. Por este motivo, todas las heces
producidas en cada acuario con cada tipo de dieta se juntaron, se tomaron submuestras para

realizar los andlisis proximales y el resto se utiliz6 paraconocerel peso seco total y orgénico.

Con los datos de heces y de alimento sobrante se calculé la eficiencia de absorcién
(E.A.) de Mytilus galloprovincialis por medio de la siguiente férmula: % E.A.=[(F-E)/(1-E)
x F)] x 100, donde F= Razén entre peso organico seco y peso seco total del alimento, E=

Razén entre peso orgédnico seco y peso seco total de las heces (Conover, 1966).
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I1.9. Analisis estadistico.

Se hicieron pruebas de homogeneidad de varianzas y de normalidad de los residuos
con cada serie de datos generados. Los datos de crecimiento con cuatro microalgas fueron
analizados con un andlisis de varianza de dos vias para examinar el efecto de las microalgas
y del régimen de alimentacion y los que no resultaron normales se analizaron con el método
de Kruskal-Wallis. Los datos de las microalgas preservadas fueron procesados por medio de
andlisis de varianza no paramétrico de una via (Kruskal Wallis) al igual que para los datos
generados en los ensayos de eficiencia de asimilacidn. Se hicieron ademds las comparaciones
muiiltiples con el método LSD para los datos que resultaron normales y con el método de
Student-Newman-Keuls y de Dunn para los datos no normales (Sokal y Rohlf, 1981). Esto

se hizo por medio de los paquetes estadisticos Statgrafics y Sigma Stat. En todos los casos

el lfmite de aceptacién fue o= 0.05.
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0L RESULTADOS

1II.1. Seleccion y cultivo de microalgas.

De las seis microalgas ensayadas originalmente, sélo cuatro fueron capaces de
mantenerse en cultivo semicontinuo; estas fueron: Chaetoceros, Isochrysis, Phaeodactylum
y Tetraselmis, con diluciones diarias de 50, 30, 75 y 30% respectivamente (Fig. 3). En el
casode Skeletonema, se ensayaron varias diluciones (desde 25 hasta 70%) pero sin resultados
satisfactorios ya que los cultivos después de su dilucién tardaban en recuperar su nivel inicial
y hasta los mantenidos sin dilucién tuvieron un crecimiento irregular (Fig. 4). La microalga
Nannochloris solamente se mantuvo en matraces fembach, en los cuales las células tendian
a adherirse a las paredes del recipiente. Por este motivo se decidié que esta especie y
Skeletonema no eran adecuadas para el cultivo y probablemente tampoco como alimento

para Mytilus galloprovincialis, por lo cual no fueron utilizadas para los bioensayos de

alimentacion.

La composicién proximal de las cuatro primeras especies (Tabla I) se obtuvo de
resultados generados en nuestro laboratorio en experimentos llevados a cabo poco antes o
en paralelo con el presente trabajo, en iguales condiciones de cultivo (Gonzélez-Medina,

1991; L6pez-Elias y Voltolina, 1993).



Log-2 (Densidad promedio )
o
[

Log-2 (Densidod promedio)
(2]
1

4 4-
2 2
0 1 I T T T T T T T L 0 T T T I I I I T T T
0 4 8 12 16 20 0 4 8 12 16 20
Tiempo (dios) Tiempo (dios)
c d
o 12- 2 12
s ® -
E 10- E 10~
a - &
- 8- - 8-
[~] -] o -4
s 65 3 6
8 4 S 4
V2 B e
o £ o .
o o
=0 T ~ 0 R N e T S (R (R A T
0 4 8 12 16 20 0 4 8 12 16 20
Tiempo (dios) Tiempo (dios)
Figura 3.  Produccién de biomasa (en log, de la densidad 6ptica) de Chaetoceros sp. (a),

Isochrysis sp. (b) Phaeodactylum tricornutum (c) y Tetraselmis suecica (d)
cultivadas en sistema semicontinuo.
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Figura 4. Produccién de biomasa (en log, de la densidad éptica) de Skeletonema menzelii

en cultivo terminal (batch).

Tabla I. Composicién proximal promedio de las cuatro microalgas usadas en el
experimento de alimentacion de Mytilus galloprovincialis. Las fracciones
orgdnicas fueron recalculadas como porcentajes del total de los contenidos
orgénicos (Gonzdlez-Medina, 1991; Lépez-Elias y Voltolina, 1993).

Chaetoceros  Isochrysis Phaeodactylum  Tetraselmis
PROTEINAS 60.3 65.4 #9.1 68.9
CARBOHIDRATOS 16.0 123 16.7 14.0
LIPIDOS 23.7 223 242 17.1
CENIZAS 18.6 7.2 16.8 17.1
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HL2. Bioensayo de alimentacion de Mytilus galloprovincialis con microalgas

frescas.

Los incrementos medios de los tres ejes de crecimiento de Mytilus galloprovincialis
variaron entre aproximadamente el 6.5 y el 11.5% de las dimensiones iniciales, sin que
hubiera diferencias importantes entre dietas y forma de alimentacién, mientras que los
incrementos en peso demuestran que Chaetoceros es una dieta superior a las demds
microalgas y que Tetraselmis es inferior a Phaeodactylum e Isochrysis. Estas diferencias,
como se menciond, no son evidentes cuando se consideran los incrementos en los tres ejes
de crecimiento longitudinal de la concha, con la posible excepcién del alto (Tablas II a V),
aunque las pruebas a posteriori no lograron evidenciar las diferencias indicadas por la prueba
de andlisis de varianza de dos vias. Por otro lado, los incrementos en los pesos de la carne y
de la concha, los valores de los indices de condicién y las razones de conversién del alimento
concurren en indicar la superioridad de Chaetoceros y que Isochrysis y Phaeodactylum no

difieren significativamente en su calidad dietética para Mytilus galloprovincialis (Tablas VI

aXy Fig.95).

Por estos motivos, los siguientes experimentos se llevaron a cabo con Chaetoceros sp.
y con Phaeodactylum tricornutum que, igualmente eficiente como dieta que la flagelada
Isochrysis sp., presenta varias ventajas sobre ésta, ya que puede ser cultivada con métodos
y medios sencillos sin alterar su composicién (Lépez-Elias y Voltolina, 1993) y que permite
cosechas diarias de hasta el 70% del volumen total de cultivo, lo cual disminuye

considerablemente los costos de su produccion.
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Tabla II. Datos generales promedios (entre paréntesis errores estdndar ) de los
incrementos en el eje de crecimiento mdximo (E.C.M.), el alto y el ancho de
Mytilus galloprovincialis alimentado con cuatro microalgas y dos formas de
alimentacién. c) alimentacién continua, d) alimentacién dividida, x)
promedio entre las dos formas de alimentacién.
Microalga E.C.M. Alo Ancho
Incremento Incremento Incremento
mm % mm % mm %
Chaetoceros (c) 2.50 9.76 1.42 9.37 1.00 11.57
(0.25) (0.18) (0.11)
Chaetoceros (d) 1.81 6.96 1.06 7.08 0.79 9.10
0.22) (0.15) (0.09)
Chaetoceros (x) 2.06 8.20 1.24 8.24 0.89 10.28
0.17) 0.12) 0.07)
Isochrysis (c) 2.10 8.10 1.29 8.59 0.78 8.98
(0.31) (0.19) (0.11)
Isochrysis (d) 1.94 7.51 0.96 6.31 0.76 8.87
027) 0.17) (0.11)
Isochrysis (x) 2.03 7.80 1.13 7.48 0.77 8.90
(0.21) (0.13) (0.08)
Phaeodactylum (c) 2.40 9.40 141 9.52 0.88 9.50
(0.28) (0.15) (0.12)
Phaeodactylum (d) 2.00 8.00 1.01 6.96 0.74 8.30
(0.24) (0.16) 0.12)
Phaeodactylum (x) 2.20 8.70 1.21 8.25 0.81 8.90
(0.18) (0.11) (0.08)
Tetraselmis (c) 2.00 8.16 0.86 5.92 0.77 8.97
(0.34) (0.16) (0.14)
Tetraselmis (d) 2.08 8.56 0.78 532 0.89 10.18
(0.32) (0.19) (0.24)
Tetraselmis (x) 2.04 8.36 0.82 5.62 0.83 9.58

0.23) 0.12) 0.13)
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Tabla III. Andlisis de varianza de dos vias del incremento en el eje de crecimiento
mdaximo de Mytilus galloprovincialis alimentado con cuatro microalgas y
dos formas de alimentacién.

Fuente de SC GL CM F S

variacion

Efectos principales 9.6866743 4 24216686  0.657 0.6223

Microalga 1.0998419 ) 0.3666140  0.099 0.9603

Tipo de 8.5797901 1 8.5797901 2.328 0.1280

Alimentacién

Interaccién de 9.4034462 3 3.1344821 0.850 0.4671

factores

Residual 1290.0549 350 3.685712

Total (Corregido) 1309.1451 357

TablaIV. Andlisis de varianza de dos vias del incremento en alto de Mytilus
galloprovincialis alimentado con cuatro microalgas y dos formas de
alimentacion.

Fuente de SC GL CM F S

variacién

Efectos principales 17.532356 4 4.3830891 3.251 0.0123

Microalga 10.080466 3 3.3601552  2.492 0.0600

Tipo de 7.532916 1 7.5329164  5.587 0.0186

Alimentacién

Interaccién de 1.4033279 3 0.4677760  0.347 0.7914

factores

Residual 47194181 350 1.3484052

Total (Corregido) 490.87749 357
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Tabla V. Andlisis de varianza de una via (Kruskal Wallis) del incremento en ancho
de la concha de Mytilus galloprovincialis alimentado con cuatro microalgas.

RANGO PROMEDIO GRUPOS HOMOGENEOS

Chaetoceros 190.76 G
Isochrysis 176.53 =
Phaeodactylum 17591 %
Tetraselmis 173.10 e
Tabla VI. Datos generales promedios (entre paréntesis errores estdndar) de los valores

de crecimiento de Myrilus galloprovincialis alimentado con cuatro
microalgas y dos formas de alimentacién. ¢) alimentacién continua, d)
alimentacion dividida, x) promedio entre las dos formas de alimentacion.

Microalga Peso Seco Total Peso Seco Organico Peso Seco
del tejido del tejido de la concha
Incremento Incremento Incremento
mg % mg % mg %
Chaetoceros (c) 46.59 96.3 29.94 81.0 242.02 51.0
2.9) (1.9) (20.6)
Chaetoceros (d) 38.82 80.2 25.67 69.5 203.48 429
(2.6) (1.7) (16.3)
Chaetoceros (x) 42.70 88.3 27.80 75.2 222.75 47.0
(2.0 (1.3) (13.2)
Isochrysis (c) 35.77 73.9 21.71 58.7 223.48 47.1
3.2) (1.9 (23.5)
Isochrysis (d) 36.11 74.6 21.01 56.8 192.59 40.6
(3.0 (1.9) (19.7)
Isochrysis (x) 3594 743 21.36 57.8 208.04 43.8
22) (1.3) (15.3)
Phaeodactylum (c) 35.38 61.9 25.50 68.7 268.17 53.2
3.7 2.6) (21.7)
Phaeodactylum (d) 22.95 40.2 19.51 52.6 191.12 379
4.6) 24 (17.7)
Phaeodactylum (x) 29.17 51.0 22.50 60.7 229.64 45.6
3.0) (1.8) (14.5)
Tetraselmis (c) 24.32 426 10.48 28.3 145.01 28.8
4.8) 2.2) (23.5)
Tetraselmis (d) 26.24 459 13.72 37.0 164.31 32.6
(3.8) (2.6) (26.6)
Tetraselmis (x) 25.28 442 12.10 326 154.66 30.7

(3.0) (1.7) 17.7)
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Tabla VII. Andlisis de varianza de una via (Kruskal Wallis) y comparaciones muiltiples
(método de Student-Newman-Keuls) de los incrementos obtenidos en peso
seco total, peso seco orgdnico del tejido y peso seco de la concha e indice
de condicién final de Mytilus galloprovincialis alimentado con cuatro
microalgas.

RANGO PROMEDIO GRUPOS HOMOGENEOS

PESO SECO TOTAL

Chaetoceros 225.74 *
Isochrysis 197.38 LA
Phaeodactylum 155.14 £ *
Tetraselmis 143.72 *
PESO SECO ORGANICO

Chaetoceros 229.92 *

Isochrysis 188.20 %
Phaeodactylum 186.28 L
Tetraselmis 117.60 *

P.S. DE LA CONCHA

Chaetoceros 195.81 *
Isochrysis 184.57 ¥
Phaeodactylum 199.17 (4
Tetraselmis 142.44 *
INDICE DE CONDICION

Chaetoceros 249.57 *
Isochrysis 197.93 =
Phaeodactylum 162.38 L

Tetraselmis 112.11 *
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Figura 5. Indice de condicién inicial (EA), final () y razén de conversién del alimento
(E&Y) de Myrilus galloprovincialis alimentado con Chaetoceros sp. (CH),
Isochrysis sp. (I), Phaeodactylum tricornutum (PH) y Tetraselmis sp. (T).
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IIL.3. Bioensayo de alimentacion de Mytilus galloprovincialis con microalgas

preservadas.

Losincrementos en los tres ejes de crecimiento de Mytilus galloprovincialis alimentado
con microalgas preservadas resultaron en todos los casos inferiores a los registrados en

organismos alimentados con microalgas frescas (Tabla VIII).

En el caso del eje de crecimiento mdximo, los incrementos con alimento preservado
fueron de cerca de 0.2 mm y de entre 0.11 y 0.20 mm, para Chaetoceros y Phaeodactylum
respectivamente. Con las mismas microalgas, suministradas en forma fresca, los organismos
resultaron ser 1.7 y 0.8 mm mds largos que al inicio del experimento, en el caso de
Chaetoceros y de Phaeodactylumrespectivamente. En este ensayo, a diferencia del primero,
la superioridad dietética de la primera de estas microalgas pudo ser evidenciada también con
los incrementos longitudinales ya que M. galloprovincialis alimentado con P. tricornutum
increment6 sus dimensiones, por lo que se refiere al eje de crecimiento méximo (ECM), de

aproximadamente 0.8 mm, el 50% menos que con Chaetoceros.

Consideraciones semejantes se pueden hacer para el alto y el ancho de los mejillones:
con las microalgas preservadas se obtuvieron resultaron constantemente inferiores en estas
mediciones, aunque las diferencias fueron menos importantes que parael ECM con la misma
microalga suministrada en forma frescay no hubo diferencias en los incrementos de
los organismos cuando se les aliment6 con Chaetoceros y con Phaeodactylum preservada
con la misma técnica. El andlisis de varianza no paramétrico de Kruskal Wallis y la prueba
a posteriori de Dunn (Tabla IX) confirman que las dietas frescas fueron mejores que las
preservadas y evidencia ademds diferencias significativas en los incrementos de M.

galloprovincialis con los alimentos preservados. En los casos de los incrementos en ancho
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Tabla VIII. Datos generales promedios (entre paréntesis los errores estdndar) del
crecimiento en el eje de crecimiento maximo (ECM), alto y ancho de Myrilus
galloprovincialis alimentado con microalgas frescas o preservadas con tres
métodos diferentes.

Microalga ECM Alto Ancho

Incremento Incremento Incremento
mm % mm % mm %
Chaetoceros
SECAS 0.20 0.64 0.17 1.0 0.26 24
(0.05) (0.05) (0.05)
LIOFILIZAS 0.18 0.58 0.40 23 0.23 2.2
(0.03) 0.12) (0.04)
CONGELADAS 0.18 0.59 0.32 2.0 0.33 312
(0.03) 0.07) (0.03)
FRESCAS 1.70 542 1.19 6.6 093 8.6
(0.15) 0.17) (0.10)
Phaeodactylum
SECAS 0.11 0.36 0.24 14 0.19 2.0
(0.01) (0.04) 0.02)
LIOFILIZADAS 0.15 0.50 033 2.0 0.16 1.5
(0.01) (0.05) (0.01)
CONGELADAS 0.21 0.67 0.22 1.2 0.30 2.8
(0.02) (0.04) (0.05)
FRESCAS 0.76 2.50 0.53 3.0 0.48 4.5

(0.10) (0.05) (0.06)
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Tabla IX. Andlisis de varianza de una via (Kruskal Wallis) y comparaciones miiltiples
(método de Dunn) de los incrementos obtenidos en el eje de crecimiento
mdaximo (ECM), alto y ancho de Mytilus galloprovincialis alimentado con
Chaetoceros y Phaeodactylum frescas y preservadas.

RANGO PROMEDIO GRUPOS HOMOGENEOS

ECM

Chaetoceros

SECAS 85.422 *

LIOFILIZADAS 83.359 *

CONGELADAS 93.156 *

FRESCAS 228.906 ¥

Phaeodactylum

SECAS 67.016 *

LIOFILIZADAS 68.848 =

CONGELADAS 108.848 ¥

FRESCAS 194.545 ¥

ALTO

Chaetoceros

SECAS 69.656

LIOFILIZADAS 96.734 %

CONGELADAS 106.344 .

FRESCAS 199.234 ¥

Phaeodactylum

SECAS 96.629 *

LIOFILIZADAS 118.167 ¥

CONGELADAS 86.424 *

FRESCAS 169.212 *

ANCHO

Chaetoceros

SECAS 87.469 e

LIOFILIZADAS 89.359 *

CONGELADAS 130.313 ad

FRESCAS 207.281 =

Phaeodactylum

SECAS 73.903

LIOFILIZADAS 55.818 »

CONGELADAS 98.288 &

FRESCAS 160.652 *




y enel eje de crecimiento mdximo (ECM), las microalgas preservadas por congelacién dieron
resultados superiores que con las liofilizadas y las secadas al aire. Para el alto de los
organismos, las microalgas liofilizadas resultaroniguales y hasta superiores a las congeladas.

En todos los casos, las secadas al aire dieron los incrementos menores.

También se obtuvieron diferencias para los aumentos de peso seco total y organico de
los mejillones, que fueron significativamente mayores cuando se alimenté con las microalgas
frescas. Como en los casos anteriores, los incrementos de los organismos fueron entre el 40
y el 50 % superiores con Chaetoceros que con Phaeodactylum. Sin embargo, Phaeodactylum
en forma congelada (que reporta incrementos de M. galloprovincialis de 38.0 y 37.31 % en
peso seco total y orgdnico del tejido respectivamente) resulté significativamente mejor que
Chaetoceros preservada en la misma forma (con 25.1y 21.54 % de incremento en los mismos
pardmetros). Las microalgas en forma seca y liofilizada reportaron bajos incrementos pero,

como para las congeladas, Phaeodactylum proporcioné valores relativamente mdas altos

(Tablas X y XI).

Por lo que se refiere a los aumentos promedio del peso de la concha, éstos variaron
entre aproximadamente 150 y 200 mg por individuo, con la excepcién de los organismos

alimentados con Chaetoceros fresca (459.4 mg) (Tablas X y XI).

Los valores iniciales del indice de condicién resultaron ser muy bajos (45.2 y 52.9 para
los organismos alimentados con Chaetoceros 'y con Phaeodactylum respectivamente) y los
valores finales confirman los resultados expuestos con anterioridad: las dietas secas y
liofilizadas no causaron una recuperacion de los organismos, que de hecho en ambos casos
se calcularon valores del indice de condicién ligeramente inferiores al inicial. Con las dietas

congeladas, los indices resultaron un 8 y un 5% mayores de los iniciales, para Chaetoceros



Tabla X. Datos generales promedios (entre paréntesis los errores estdndar) del
crecimiento en peso seco total, peso seco orgdnico del tejido y peso seco de
la concha de Myrilus galloprovincialis alimentado con microalgas frescas y
preservadas.
Microalga Peso Seco Total Peso Seco Orgénico Peso Seco
del tejido del tejido de la concha
Incremento Incremento Incremento
mg % mg %o mg %
Chaetoceros
SECAS 4.96 6.2 0.02 0.04 2422 28.31
0.42) 0.0) (75.4)
LIOFILIZADAS 5.70 7.1 29 641 2279 26.64
(0.53) 0.2) (74.0)
CONGELADAS 20.15 25.1 9.74 2154 189.6 22.18
(1.45) 0.7) (68.8)
FRESCAS 83.90 104.6 65.29 144.40 4594 53.71
4.6 (3.8) (71.2)
Phaeodactylum
SECAS 15.03 18.8 442 9.78 136.8 16.00
(1.05) 0.3) (55.4)
LIOFILIZADAS 14.85 18.5 5.76 12.74 164.5 19.23
(1.13) 0.4) (75.9)
CONGELADAS 30.49 38.0 16.87 37.31 250.8 29.32
(1.71) (1.0 (65.7)
FRESCAS 48.17 60.1 32.51 71.90 208.0 2431
(2.60) 2.1) (65.1)
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Andlisis de varianza de una via (Kruskal Wallis) y comparaciones miiltiples

Tabla XI.
(método de Dunn) de los incrementos obtenidos en peso seco total, peso seco
orgdnico del tejido y peso seco de la concha de Myilus galloprovincialis
alimentado con Chaetoceros y Phaeodactylum frescas y preservadas.

RANGO PROMEDIO GRUPOS HOMOGENEOS

PESO SECO TOTAL

Chaetoceros

SECAS 90.629 ¥

LIOFIL.IZADAS 95.469 ' b

CONGELADAS 118.719 x

FRESCAS 203.438 *

Phaeodactylum

SECAS 110.823 *

LIOFILIZADAS 109.879 .

CONGELADAS 136.758 *

FRESCAS 163.667 4

PESO SECO ORGANICO

Chaetoceros

SECAS 86.709 ¥

LIOFILIZADAS 95.781 =

CGNGELADAS 115.250 =

FRESCAS 220.094 *

Phaeodactylum

SECAS 101.323 x

LIOFILIZADAS 102.394 i

CONGELADAS 137.091 A

FRESCAS 170.455 ¥

P.S. DE LA CONCHA

Chaetoceros

SECAS 129.156 *

LIOFILIZADAS - 127.906 ¥

CONGELADAS 122.781 &

FRESCAS 169.547 ¥

Phaeodactylum

SECAS 112.677 ¥

LIOFILIZADAS 114.727 ¥

CONGELADAS 134.136 *

FRESCAS 125.000 *
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y Phaeodactylum respectivamente. Una véz mds, los mejores resultados fueron con las dietas

frescas y nuevamente se pudo confirmar la superioridad de Chaetoceros sobre

Phaeodactylum ya que a pesar del menor valor inicial del indice de condicién, los datos

finales resultaron significativamente superiores a todos los demds en el caso de M.

galloprovincialis alimentado con Chaetoceros usada en forma fresca (Tabla XII).

Tabla XII. Indice de condicién promedios (errores estdndar en paréntesis) inicial y final
de Mpytlus galloprovincialis alimentado con microalgas frescas vy
preservadas y resultado de las comparaciones multiples (método de Dunn
o= 0.05) para el indice de condicién final.

Inicial Final Grupos homogéneos

Chaetoceros

SECAS 45.21 (0.83) 42.90 (3.1) a

LIOFILIZAS 45.21 (0.83) 4442 (23) a

CONGELADAS 45.21 (0.83) 53.20(2.1) c

FRESCAS 45.21 (0.83) 84.20 (2.3) f

Phaeodactylum

SECAS 52.86 (0.92) 50.03 (1.8) b

LIOFILIZADAS 52.86 (0.92) 50.40 (2.1) b

CONGELADAS 52.86 (0.92) 57.30 (2.0) d

FRESCAS 52.86 (0.92) 76.50 (3.9) (=
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I14. Composicion bioquimica de microalgas preservadas.

Los métodos de preservacién por desecacion (al aire y por liofilizacién) causan pérdidas
importantes, sobre todo en la fraccién lipidica. Esta pérdida, muy evidente en el material
inmediatamente después de ambos procesos de secado, tiene como resultado un incremento
de las concentraciones relativas de las demds fracciones orgdnicas y, en parte por lo menos,
del contenido de cenizas, que resulta ser mds que el doble del presente en las microalgas

frescas o preservadas por congelacién (Anexo 2).

El almacenamiento produce cambios adicionales, evidentes sobre todo en la fraccidén
proteinica. En el caso de la preservaciéon y almacenamiento por congelacién, los cambios
producidos son menos importantes, sobre todo en el caso de Chaetoceros, mientras que para
Phaeodactylum se not6 un cambio relativamente mayor, mds evidente para las proteinas que

para las demés fracciones.

En cuanto a la composicién bioquimica, los perfiles de aminoacidos y de 4cidos grasos
no se ven afectados por las varias técnicas de preservacion utilizadas. El almacenamiento,
por otro lado, resulta en un aumento de los porcentajes de insaturacién de los 4cidos grasos,
que pudiera ser importante desde el punto de vista dietético, sobre todo por lo que se refiere

a los acidos grasos insaturados de cadena larga, 18:2 y 18:3.

Por otra parte, las pérdidas de cantidades relativamente importantes de las fracciones
proteinica y lipidica tienen como consecuencia diferencias cuantitativas, aunque no
cualitativas, sobre la disponibilidad de varios compuestos (aminodcidos y 4cidos grasos) que

pudieran ser dietéticamente importantes.
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IIL.5. Viabilidad de microalgas preservadas.

Las microalgas usadas como control (cultivos frescos concentrados por centrifugacién
a 2,000 r.p.m. y reinoculados en medio fresco) resultaron viables, indicando que este
tratamiento no causa dafios celulares que impidan o retarden los procesos de reproduccion.

En cuanto a las microalgas preservadas con las diferentes técnicas, las pruebas
preliminares de sobrevivencia resultaron todas negativas. Con las secadas al aire a baja
temperatura, se observé que siete dias después del inéculo la pigmentacioén decrecia y los

cloroplastos habian perdido su forma normal.

Enelcasodemicroalgas congeladas sin agentes protectores, las técnicasde congelacion
rdpida, con nitrégeno liquido y lenta a -20 °C, también resultaron en la pérdida total de la

viabilidad.

El uso de los crioprotectores en combinacién con la técnica de congelacién lenta y
almacenamiento a -20 °C, dadé los mejores resultados, aunque éstos también son solo
parcialmente alentadores. Después de una semana de almacenamiento, la mayoria de las
diluciones inferiores demostraron crecimiento, con una duracién muy baja de la fase de
induccion. Con la excepcién de la concentracién mds baja (1%) de dimetil sulféxido (DMS),
la sobrevivencia resulté en todos los casos de entre el 99 y el 90% para Chaetoceros y
ligeramente inferior para Phaeodactylum y los mejores resultados fueron los obtenidos con
la concentracién intermedia (5%) de glicerol y con DMS al 1%.

Con tiempos mds largos de almacenamiento los resultados fueron errdticos: después
de 15 dias, los mejores resultados fueron con el criopreservante DMS y opuestos después de
30 dias (mejor sobrevivencia en glicerol al 5 y 10% para Chaetoceros) (Tabla XIII). Para
Phaeodacrylum 1a sobrevivencia al almacenamiento por un periodo superior a una semana

fue baja en todos los casos (Tabla XIV).
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Tabla XIII. Sobrevivencia de Chaetoceros sp. congelada a -20°C con diferentes
porcentajes de crioprotector (Glicerol y Dimetil Sulféxido) y a diferentes
tiempos de preservacién. >* = dias de duracién de la fase de induccién; +=
crecimiento; -= no crecimiento.

GLICEROL
7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS
% 1x10" 1x10° 1x10° 1x10*[1x10” 1x10° 1x10° 1x10*|1x10” 1x10° 1x10° 1x10*
| + A - - s e e - e
5 + 4+ n . + o
10 e S = S SR O AP e A o —
DMS
1 + A e + o+ e - - e e
5 + A - - |+ e + me wwer e
10 T | e L R + e eee e

Tabla XIV. Sobrevivencia de Phaeodactylum tricornutum congelada a -20°C con
diferentes porcentajes de crioprotector (Glicerol y Dimetil Sulf6xido) y a
diferentes tiempos de preservacién. >**° = dias de duracién de la fase de
induccidn; += crecimiento; -= no crecimiento.

GLICEROL
7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS
% 1x10" 1x10° 1x10° 1x10*[1x10” 1x10° 1x10° 1x10*|1x10” 1x10° 1x10° 1x10°
1 e """ I N Y | O i e
5 + At | = e I T R
10 4+ 4+ b = | = L T I S o &
DMS
1 T o T e s
5 + A=? e e s sew oame o | s omwe oo
10 +  +4++2 - s s T e
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En el caso de las microalgas liofilizadas, a pesar del uso del criopreservador las
sobrevivencias fueron constantemente bajas (Tablas XV y XVI). En este caso no se comprobé
la viabilidad a los siete dias de almacenamiento. Después de 15 y de 30 dias, solamente se
encontré sobrevivencia en algunas de las muestras con concentracién de 1x10’,
demostrdndose de esta forma una menor resistencia de ambas microalgas al proceso de
liofilizacién. Esto probablemente se debe a la accién combinada del proceso de congelacién,
cuyos efectos negativos en términos de sobrevivencia ya se mencionaron y del secado al
vacio que, por causar cambios iniciales tan importantes en la composicién proximal de las
microalgas preservadas con este proceso, pudiera ser considerado como perjudicial para los

efectos de viabilidad de estos organismos.

Algunasde las discrepancias mencionadas pudieran de hecho serdebidas a la necesidad
de centrifugar nuevamente algunos cultivos, a causa de la importante carga bacteriana notada
en varias diluciones. Este tratamiento pudiera haber afectado la sobrevivencia de las
microalgas asi tratadas en el momento de induccién, cuando probablemente eran mds
sensibles a cualquier tipo de manipuleo. Por otro lado, los resultados indican claramente que
hay una mayor resistencia de ambas microalgas al proceso de congelacién, que de todas
formas no resulta en porcentajes de sobrevivencia suficientes como para poder contemplar
esta técnica como adecuada para los fines practicos congruentes con actividades comerciales.

Los cultivos mantenidos en forma terminal no tuvieron, después del inicio de la fase
estacionaria, un incremento importante de las formas deresistencia cuya formacién se intent6
inducir manteniendo cultivos estdticos durante dos a tres semanas. El porcentaje de las formas
de resistencia, constantemente cerca del 10% del total de células, no ofreceria de hecho
mejores garantias de sobrevivencia de las obtenidas con los cultivos semicontinuos. Esta
linea de investigacién fue por lo tanto abandonada, aunque pudiera ser susceptible de

investigacion adicional, para la preservacién de cepas viables.
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Tabla XV. Sobrevivencia de Chaetoceros sp. congelada a -20°C y liofilizadas, con
diferentes porcentajes de crioprotector (Glicerol y Dimetil Sulféxido) y a
diferentes tiempos de preservacion; += crecimiento; -= no crecimiento.

GLICEROL
15 DIAS 30 DIAS
% 1x10'  1x10° 1x10° 1x10* | 1x10' 1x10° 1x10°  1x10°
10 + --- - + - - ---
DMS
5 + --- --- - - - -
10 + --- - - - - ---

Tabla XVI. Sobrevivencia de Phaeodactylum tricornutum congelada a -20°C y
liofilizadas, con diferentes porcentajes de crioprotector (Glicerol y Dimetil
Sulféxido) y a diferentes tiempos de preservacién; += crecimiento; -= no
crecimiento.

GLICEROL
15 DIAS 30 DIAS
% 1x10'  1x10°  1x10° 1x10* | 1x10' 1x10° 1x10°  1x10°
1 + --- --- --- + - -
5 + - --- + --- --- -
10 - - --- --- - --- -
DMS
1 + - --- --- - --- --- ---
10 - --- --- --- - --- --- ---
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I11.6. Bioensayo de eficiencia de absorcién de Mytilus galloprovincialis.

La cantidad del alimento proporcionado que no fue ingerido por Mytilus
galloprovincialis resulté mayor con las microalgas preservadas en forma seca. En el caso de
las congeladas, el porcentaje de la racién no ingerido resulté
notablemente inferior, cercano a lo que se obtuvo con las raciones suministradas en forma
fresca para Chaetoceros, € intermedio entre los valores obtenidos con microalgas frescas y
los ya mencionados para las presentaciones en seco en el caso de Phaeodactylum (Tabla

XVID).

Tabla XVII.  Porcentaje de alimento no ingerido por Mytilus galloprovincialis alimentado
con Chaetoceros y Phaeodactylum en forma fresca y con diferentes métodos
de preservacion.

Chaetoceros Phaeodactylum
FRESCAS 5.34 2.30
SECAS 15.30 14.55
LIOFILIZADAS 11.26 13.48
CONGELADAS 4.60 7.50

La fraccién ingerida fue bien asimilada en todos los casos: utilizando la férmula de
Conover (1966), los resultados de este ensayo indican que M. galloprovincialis puede asimilar
ambas microalgas con una eficiencia muy elevada, con valores promedio que varian entre
el 84.7 y el 96% (Tabla X VIII).

El andlisis exploratorio de Tukey y la prueba no paramétrica de comparaciones
miiltiples de Dunn (Fig. 6 y Tabla XIX) indican que existen algunas diferencias significativas
entre microalgas y entre los métodos de preservacién. En el caso de Chaetoceros, la dieta
fresca y la secada al aire fueron asimiladas con una eficiencia mayor que las liofilizadas y
congeladas, mientras que para Phaeodactylum ninguno de los métodos de preservacién
perjudicé la absorcién de parte de M. galloprovincialis. De hecho, la dieta fresca de esta

microalga fue asimilada con menor eficiencia.
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Tabla XVIII. Promedios, errores estdndar y limites de confianza de la eficiencia de
absorcién (método de Conover, 1966) de Mytilus galloprovincialis
alimentado con microalgas frescas y preservadas por diferentes métodos.

PROMEDIO (%) ERROR LIMITES DE
ESTANDAR CONFIANZA
Chaetoceros
FRESCAS 95.48 , 0.50 94.89 - 96.07
SECAS 94.50 0.28 93.95 - 95.06
LIOFILIZADAS 87.14 0.33 86.56 - 87.71
CONGELADAS 84.70 0.12 84.13 - 85.27
Phaeodactylum
FRESCAS 91.61 0.15 91.02-92.20
SECAS 96.01 0.19 95.44 - 96.58
LIOFILIZADAS 93.86 0.35 93.29 - 94.44
CONGELADAS 93.69 0.23 93.07 - 94.31
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Figura 6. Eficiencia de absorcion (%) de Mytilus galloprovincialis alimentado con
Chaetoceros sp. (Ch) y Phaeodactylum tricornutum (Ph) en diferentes formas
de preservacion. F, frescas; S, secas; L, liofilizadas; C, congeladas.
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Tabla XIX. Andlisis de varianza de una via (Kruskal Wallis a= 0.05) y comparaciones
multiples (método de Dunn) de la eficiencia de absorcién (método de
Conover, 1966) de Mytilus galloprovincialis alimentado con Chaetoceros y
con Phaeodactylum en diferentes formas de preservacion.

RANGO PROMEDIO GRUPOS HOMOGENEOS

Chaetoceros

FRESCAS 89.071 *
SECAS 81.600 -
LIOFILIZADAS 23.000 *
CONGELADAS 8.000 »
Phaeodactylum

FRESCAS 38.133 % &
SECAS 102.067 *
LIOFILIZADAS 67.600 SN

CONGELADAS 65.384 i
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Entre las microalgas frescas, Chaetoceros resultd significativamente superior a
Phaeodactylum. Entre las dietas preservadas, Chaetoceros en forma seca fue asimilada con
la misma eficiencia que las tres formas de presentacion de Phaeodactylum, mientras que los
valores mds bajos de asimilacién fueron los observados con Chaetoceros congelado y

liofilizado.

La absorcién de las diferentes fracciones orgdnicas con ambas microalgas fue alta en
todos los casos, con minimos y mdximos que varian aproximadamente entre 97 y casi 100%
para las proteinas y valores aproximadamente iguales a éstos para los otros componentes

orgénicos (Tablas XX y XXI).

Debido a la baja cantidad de heces producidas diariamente por los organismos, fue
necesario combinar todas las colectas diarias para poder llevar a cabo los andlisis quimicos,
por lo cual no fue posible analizar los resultados estadisticamente . Por otro lado, la falta de
discrepancias entre los datos obtenidos para cada dieta y cada tipo de compuestos parece
evidencia suficiente de que no hubo diferencias en la digestibilidad de las varias fracciones

orgdanicas, como consecuencia del método de preservacién.

La absorcién de la materia inorgdnica del alimento por M. galloprovincialis fue alta
(del 92.34 al 99.57%) y no se observaron tendencias dependiendo del tipo de preservacion.
La fraccién inorgédnica de Phaeodactylum fue aparentemente absorbida con una eficiencia

ligeramente mayor (Tabla XXII).

La energia ingerida, perdida como heces y asimilada por Myrilus galloprovincialis
cuando se aliment6 con Chaetoceros y Phaeodactylum en forma fresca y preservada se dan
en la tabla XXIII y se expresan en base a la cantidad total de alimento orgdnico ingerida cada

dia.

La energia asimilada fue mds alta con Phaeodactylum en forma fresca (3755.28 J),
seguida por Chaetoceros también en forma fresca (2610.96 J); con las diferentes formas de
preservacién de las microalgas, la energia asimilada fue menos del 50% que con las
microalgas frescas y el valor mds bajo fue el obtenido con Phaeodactylum liofilizada (987.91

).
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Tabla XX. Porcentaje de proteinas, carbohidratos y lipidos ingeridos, desechados (en
heces) y asimilados por Mytilus galloprovincialis durante su alimentacién
por cinco dias cada vez con la microalga Chaetoceros sp. en forma fresca

y preservada.

Chaetoceros FRESCAS

COMPONENTE INGERIDO HECES ASIMILADO % ASIMILADO
SUST. ORGANICA 100.00 1.226 98.77 98.77
PROTEINAS 59.53 0.719 58.81 98.79
CARBOHIDRATOS 19.13 0.170 18.96 99.11
LIPIDOS 2133 0.337 20.99 98.41
Chaetoceros SECAS

COMPONENTE INGERIDO HECES ASIMILADO % ASIMILADO
SUST. ORGANICA 100.00 1.703 98.30 98.30
PROTEINAS 53.37 0.935 5243 98.24
CARBOHIDRATOS 12.28 0.185 12.09 98.45
LIPIDOS 34.35 0.582 33.77 98.31
Chaetoceros LIOFILIZADAS

COMPONENTE INGERIDO HECES ASIMILADO % ASIMILADO
SUST. ORGANICA 100.00 2.539 97.46 97.46
PROTEINAS 55.86 1.519 54.34 97.28
CARBOHIDRATOS 14.90 0.353 14.55 97.65
LIPIDOS 29.23 0.667 28.56 97.71
Chaetoceros CONGELADAS

COMPONENTE INGERIDO HECES ASIMILADO % ASIMILADO
SUST. ORGANICA 100.00 2.001 98.00 98.00
PROTEINAS 56.86 1.202 55.66 97.89
CARBOHIDRATOS 20.54 0.296 20.24 98.54

LIPIDOS 22.59 0.502 22.09 97.79
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Tabla XXI.  Porcentaje de proteinas, carbohidratos y lipidos ingeridos, desechados (en
heces) y asimilados por Mytilus galloprovincialis durante su alimentacién
por cinco dias cada vez con la microalga Phaeodactylum tricornutum en

forma fresca y preservada.

Phaeodactylum FRESCAS

COMPONENTE INGERIDO HECES ASIMILADO % ASIMILADO
SUST. ORGANICA 100.00 0.225 99.77 99.77
PROTEINAS 48.42 0.112 4831 99.75
CARBOHIDRATOS 17.04 0.031 17.01 99.82
LIPIDOS 35.53 0.081 3545 99.78
Phaeodactylum SECAS

COMPONENTE INGERIDO HECES ASIMILADO % ASIMILADO
SUST. ORGANICA 100.00 1.062 98.94 98.94
PROTEINAS 50.34 0.524 49.82 98.97
CARBOHIDRATOS 15.17 0.160 15.01 98.94
LIPIDOS 34.48 0.379 34.10 98.90
Phaeodactylum LIOFILIZADAS

COMPONENTE INGERIDO HECES ASIMILADO % ASIMILADO
SUST. ORGANICA 100.00 1.99 98.01 98.01
PROTEINAS 55.23 1.12 54.11 97.97
CARBOHIDRATOS 12.66 0.37 12.29 97.07
LIPIDOS 31.30 0.50 30.80 98.40
Phaeodactylum CONGELADAS

COMPONENTE INGERIDO HECES ASIMILADO % ASIMILADO
SUST. ORGANICA 100.00 1.958 98.04 98.04
PROTEINAS 42.27 1.105 41.16 97.37
CARBOHIDRATOS 20.05 0.338 19.71 98.30

LIPIDOS 37.62 0.514 37.11 98.63
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Tabla XXII. Porcentajes de absorcion de material inorgdnico por Mytilus
galloprovincialis alimentado con las microalgas Chaetoceros y

Phaeodactylum en forma fresca y preservada.

HECES ASIMILADO

Chaetoceros

FRESCAS 7.66 92.34
SECAS 2.94 97.06
LIOFILIZADAS 4.04 95.95
CONGELADAS 3.20 96.80
Phaeodactylum

FRESCAS 0.431 99.57
SECAS 1.826 98.17
LIOFILIZADAS 2.96 97.04
CONGELADAS 2.89 97.11

Tabla XXIII. Energia (en Joules/dia) ingerida, perdida (como heces) y asimilada por
Mpytilus galloprovincialis alimentado con Chaetoceros y Phaeodactylum en
forma fresca y preservada.

INGERIDA HECES ASIMILADA

Chaetoceros

FRESCAS 2644.80 34.08 2610.96
SECAS 1251.31 21.40 1229.97
LIOFILIZADAS 1118.29 27.96 1090.34
CONGELADAS 1755.92 36.20 1719.90
Phaeodactylum

FRESCAS 3763.77 8.59 3755.28
SECAS 1186.77 12.70 1174.12
LIOFILIZADAS 1006.90 18.99 987.91

CONGELADAS 1431.66 26.38 1405.32




La energia perdida en heces fue minima, aunque se observan valores relativamente
mayores con Chaetoceros. A pesar de que con Phaeodactylum en forma fresca la energia
ingerida fue la mds alta (3763.77 J), la energia perdida en heces fue 1a mds baja (8.59 J).

Al final del ensayo, los organismos alimentados en forma consecutiva con la misma
microalga preservada con las tres técnicas, se midieron y los incrementos en el eje de
crecimiento mdximo se dan en la tabla XXIV. En promedio resulté mejor Phaeodactylum,
con el cual se obtuvo un porcentaje de incremento mayor (1.41%) que con Chaetoceros

(1.02%).

La composicién proximal del tejido de M. galloprovincialis al final del ensayo se
muestra en la tablas XXV y XXVI. Los porcentajes de proteinas fueron ligeramente mds
altos con Chaetoceros en forma fresca (60.5) que preservada. Con Phaeodactylum el
contenido de proteinas fue algo inferior, entre 55.4 y 56.7 para preservadas y frescas

respectivamente.

Los porcentajes de carbohidratos de los mejillones fueron relativamente mds altos con
Phaeodactylumen forma preservada (26.8) que con las frescas, mientras que con Chaetoceros
los porcentajes fueron mayores con la dieta fresca (25.0), comparado con 23.18% para las

preservadas.

En el caso de los lipidos, los valores més altos fueron los encontrados con Chaetoceros
preservada (18.30%) y el mds bajo fue con la misma microalga suministrada en forma fresca
(14.50%). En Phaeodactylum aparentemente no hubo diferencias: con las frescas el
porcentaje fue de 17.53 y para las preservadas se obtuvo 17.85%.

En la tabla XXVII se observan la composicién y el porcentaje de los dcidos grasos de
M. galloprovincialis alimentado con las diferentes dietas. Los mds abundantes fueron el acido
palmitoléico (16:1), el 4cido palmitico (16:0), el 4cido 22:0 y el 4cido miristico (14:0); se
observan algunas diferencias entre las dietas: en el caso del 4cido palmitoléico, los mayores
porcentajes corresponden a Chaetoceros y Phaeodactylum en forma fresca (30.9 y 25.3%
respectivamente) y los menores para las microalgas preservadas (27.0 para Chaetoceros y

21.8% para Phaeodactylum).
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Tabla XXIV. Promedioinicialy final del Alto (E.C.M.) de Mytilus galloprovincialis (entre
paréntesis errores estdndar) y el incremento en mm y en % después de 21
dias de alimentacién con la alternancia de microalgas preservadas (secas,

liofilizadas y congeladas).

E.CM. INCREMENTOS

DIETA REPETICIONES INICIAL FINAL mm %

mm mm
Chaetoceros sp. 1 31.30 (0.20) 31.62 (0.26) 0.31 1.00
) 30.98 (0.17) 31.10(0.18) 0.12 0.38
3 30.69 (0.16) 31.20 (0.17)  0.51 1.63
X 30.99 (0.10) 31.31(0.14) 032 1.02
Phaeodactylum 1 30.69 (0.16) 31.14 (0.18) 045 1.44
tricornutum 2 30.83 (0.15) 31.20(0.19) 037 1.18
3 31.00 (0.14) 31.52(0.20) 0.52 1.65
X 30.85 (0.09) 31.29 (0.11) 044 141
BIBLIOTECA

CICESE
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Tabla XXV. Composicién proximal promedio (entre paréntesis errores estdndar) de
Mytilus galloprovincialis alimentado con Chaetoceros sp. y Phaeodactylum
tricornutum frescas (F) y preservadas (P). Datos calculados en base al peso
seco total de la muestra.

Chaetoceros sp. Phaeodactylum tricornutum

COMPONENTE F P F P

PROTEINAS 38.58 (0.05) 35.18 (0.38) 33.00 (0.25) 31.00 (0.20)

CARBOHIDRATOS 15.93 (0.28) 13.94 (0.49) 15.00 (0.52) 15.00 (0.50)

LIPIDOS 9.25 (0.26) 11.00 (0.28) 10.21 (0.28) 10.00 (0.31)

CENIZAS 31.00 (0.24) 28.00 (0.22) 30.00 (0.24) 28.00 (0.23)

TOTAL 94.76 88.12 88.21 84.00

Tabla XXVI. Composicion proximal de Myrtilus galloprovincialis alimentado con
Chaetoceros sp. y Phaeodactylum tricornutum frescas (F) y preservadas (P).
Datos expresados como porcentajes del total de la fraccién orgénica.

Chaetoceros sp. Phaeodactylum tricornutum

COMPONENTE F P F P

PROTEINAS 60.50 58.52 56.69 55.35

CARBOHIDRATOS 25.00 23.18 25.76 26.78

LIPIDOS 14.50 18.30 17:58 17.85

TOTAL 100.00 99.99 99.98 99.98
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Tabla XXVII. Composiciéon y porcentajes de dcidos grasos mayores en Mytilus
galloprovincialis alimentado con las microalgas Chaetoceros sp. y
Phaeodactylum tricornutum en forma fresca (F) y preservada (P). Las
concentraciones estdn dadas en base al porcentaje del total de 4cidos grasos.

Chaetoceros Phaeodactylum
Acido graso F P F _ P
14:0 12.4 12.0 8.4 9.6
16:0 23.7 27.0 26.0 29.6
16:1 30.9 27.0 25.3 21.8
18:0 3.0 4.2 3.5 4.8
18:1 9.7 9.3 10.0 10.3
18:2 3.6 3.4 %/ 4.0
18:3 1.1 1.5 1.3 2.0
20:0 0.1 0.1 0.1 0.1
22:0 15.6 15.6 21.8 17.9
22:1 0.1 0.1 0.1 0.1
24:0 0.1 0.1 0.1 0.1
Saturados 39.1 43.2 37.8 43.9
Monoinsaturados 56.2 52.0 ST2 50.1
Poliinsaturados 4.7 4.8 5.0 6.0

Una tendencia contraria se observé con el 4cido palmitico, para el cual los mayores
porcentajes se obtuvieron cuando se alimenté con las microalgas preservadas (27.0 y 29.6%
para Chaetoceros y Phaeodactylum respectivamente). En el caso del 4&cido miristico no se
observa diferencia entre Chaetoceros en forma fresca y preservada. Con Phaeodactylum el
porcentaje es ligeramente mayor en los mejillones alimentados con microalgas preservadas

(9.6%) que con las frescas (8.4%).

En general, los porcentajes de los dcidos grasos saturados fueron mayores en los
organismos alimentados con las microalgas preservadas: 43.2 y 43.9% para Chaetoceros y
Phaeodactylumrespectivamente, comparado con 39.1y 37.8 con las microalgas frescas. Para
los dcidos grasos monoinsaturados las dietas frescas resultaron en porcentajes relativamente
mds altos (56.2 y 57.2% en Chaetoceros y Phaeodactylum respectivamente). Los
poliinsaturados fueron bajos: de 4.7 a 4.8% con Chaetoceros fresca y preservada y de 5.0 a

6.0% para Phaeodactylum.



IV. DISCUSION
IV.1. Bioensayo de alimentacion de Mytilus galloprovincialis con microalgas
frescas.

La tasa de crecimiento medida directamente en condiciones controladas es quizé la
medicién biolégica mds relevante de la actividad y eficiencia de alimentacién de un
consumidor y ha sido usada para calcular la calidad alimenticia de diferentes dietas para una

variedad de organismos marinos (Palmer, 1983).

El valor dietético de los articulos alimenticios es por otro lado dificil de calcular a partir
de sus caracteristicas intrinsecas, porque pueden variar el tiempo necesario para que sean
consumidos y asimilados y la cantidad de energia utilizable en forma efectiva. En
consecuencia, mediciones del valor alimenticio de un articulo dietético basadas en
consideraciones acerca de su tamafio, de su contenido calérico o en varias otras que se han

usado con esta finalidad pueden no reflejar su valor para los consumidores (Brown et al.,

1989).

No existen muchos ejemplos en literatura concemientes a la evaluacién de estrategias
de alimentacién de organismos cultivados. Langton y Mckay (1976) obtuvieron altas tasas
de crecimiento de juveniles de Crassostrea gigas alimentados en forma discontinua con una
mezcla de diferentes microalgas, que atribuyen a la alta cantidad de alimento ingerido y
también a una mejor eficiencia de asimilacién, aunque mencionan que es dificil identificar
a un solo factor como el responsable del incremento en crecimiento. Concluyen que las
condiciones 6ptimas para el crecimiento son determinadas no sélo por la densidad de los

organismosy la cantidad total de alimento disponible, sino que también dependen de la forma
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en que el alimento es presentado.

En esta investigacién, no hubo diferencias que pudieran atribuirse al régimen de
alimentacién probablemente porque, al dividir la racién diaria en dos alicuotas, las
concentraciones celulares iniciales se mantuvieron dentro de los valores 6ptimos para su
asimilacién. Para muchos moluscos la asimilacién depende de la concentracién de particulas
y tiende a ser inferior con altas densidades de alimento (Widdows y Bayne, 1971; Widdows,
1978). Sin embargo, para algunas especies, las actividades de alimentacién y de asimilacién
son independientes de la disponibilidad del alimento, por lo menos mientras ésta permanece
dentro de un intervalo de valores 6ptimos, cuya amplitud depende de las especies y de las

condiciones del ambiente (Rico-Mora, 1987; Del Rio-Portilla ez al., 1992).

Observaciones de laboratorio (Winter y Langton, 1975) y de campo (Pieters ez al.,
1980) sugieren que el tamaifio de la racién de alimento es el factor mds importante en
determinar la tasa de crecimiento en mitilidos, por lo cual es necesario encontrar la

concentracién adecuada de alimento para cada organismo.

Winter y Langton (1975) demostraron que para Mytilus edulis el crecimiento (medido
como un incremento en el peso seco de la carne) es una funcién directa de la cantidad de
alimento ingerido hasta un nivel éptimo; cuando este 6ptimo es excedido hay un rdpido
decremento en la cantidad de alimento asimilado (Thompson y Bayne, 1974). Ademds,
cuando la densidad es demasiado alta, el alimento no es ingerido sino que los organismos

eliminan el exceso de particulas a través de la produccién de pseudoheces.

Foster-Smith (1975a) encontré una reduccioén en la tasa de filtracién de Cerastoderma

edule y Venerupis pullastra cuando organismos de estas especies se alimentaron a
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concentraciones mayores de 200 x 10° cel. ml! hasta que a concentraciones de
aproximadamente 800-850 x 10°cel. ml" la reduccién de esta tasa fue cerca del 90%. Para
Mytilus edulis 1a tasa de ingestién fue mayor a una concentracién de entre 500-700 x 10° cel.
ml’, lo cual indica que esta especie es mds eficiente que las anteriores con altas

concentraciones de particulas en suspensién (Thompson y Bayne, 1972).

En esta investigacion, cuando se alimenté con una concentracién equivalente al 8%
del peso seco del mejillén (correspondiente a 950 x 10° cel. ml™) hubo produccién de
pseudoheces, lo cual indica que con esta concentracion se alcanza el punto de saciedad de
los organismos, pero cuando se alimenté con el 6% (700 x 10%cel. ml"?) nose noté la presencia
de pseudoheces, lo cual indica que la concentracién éptima de alimento para esta especie es

cercana a este valor.

Es probable, como ha sido demostrado con otros moluscos (Tenore y Dunstan, 1973;
Foster-Smith, 1975b; Smaal, 1991), que Mytilus galloprovincialis se pueda alimentar con el
50% mds de microalgas, de lo que resulta en la produccién de pseudoheces cuando las
microalgas se suministran en una unica racién. Aunque en este trabajo no se intentd tomar
ventajadel hecho que Mytilus galloprovincialis,y Mytilus edulis, se alimentan continuamente
(Riisgard y Mohlenberg, 1979), creemos que seria posible alimentarlo con raciones mayores
suministradas en forma continua. Esto pudiera resultar en un crecimiento atin mejor, aunque
Modiolus capax en esta forma de alimentacién no resulté en un mayor crecimiento

(Cordero-Esquivel y Voltolina, 1994).

Concemiente a la calidad intrinseca del alimento, Tetraselmis e Isochrysis son
ligeramente mds ricos en proteinas, los lipidos son més bajos en Tetraselmis e Isochrysis

tiene el menor contenido de cenizas. Aunque las diferencias no son grandes, los resultados
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demuestran que Chaetoceros fue la mejor fuente de alimento a pesar de tener el contenido
de cenizas mds alto. Isochrysis es considerada de excelente valor nutritivo para muchos
filtroalimentadores (Ewart y Epifanio, 1981; Sukenik y Wahnon, 1991), pero frecuentemente
su cultivo a gran escala tiene algunos problemas técnicos (Coeroli et al., 1984). En este caso,
su uso no ofrece ninguna ventaja sobre Phaeodactylum y fue en efecto menos exitoso que
Chaetoceros sp., ambos con menos demandas y mds féciles de mantener en cultivo.
Phaeodactylum, que en general no es considerado como unabuena fuente de alimento (Davis
y Guillard, 1958; Epifanio et al., 1981), ha sido usada satisfactoriamente para el crecimiento
de larvas de ostiones (Wilson, 1978) y para alimentar juveniles de algunos bivalvos

(Foster-Smith, 1975b), lo cual coincide con estos resultados.

El caso de Tetraselmis debe ser considerado en forma especial. En teorfa, esta especie
es de alta calidad, ya que larazén contenido de proteinas/volumen celular es alta comparada
al de muchas otras especies usadas en acuicultura. Sin embargo, su valor como alimento es
bajo, posiblemente por la presencia de una pared celular rigida, lo cual podria hacer dificil
su digestién (Brown et al. 1989; Laing et al., 1990). Esto ha sido recientemente demostrado
también con el mitilido Modiolus capax por Rico-Mora (1987), quien obtuvo con una cepa

semejante eficiencias de asimilacién cercanas al 50%, que confirma nuestros resultados.

Otra consideracién es el hecho que, aunque varias especies del género Tetraselmis
tienen altos niveles de carbohidratos (Romberger y Epifanio, 1981), se ha demostrado que
no contienen el 4cido graso 22:6w3 (Langdon y Waldock, 1981), cuya ausencia en la dieta
ha sido mencionada como un factor limitante para el crecimiento de juveniles de Crassostrea

gigas, Ostrea edulis y Crassostrea virginica (Epifanio, 1979; Enright, et al. 1986a y 1986b).

En relacién a la razén de conversién del alimento, los valores mds bajos, que indican
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una mejor transformacién del alimento en tejidos, se obtuvieron con Chaetoceros y
Phaeodactylum. Segin Calow (1977), la eficiencia de conversioén es independiente de la
cantidad de alimento y depende de su calidad, que es determinada por las proporciones de
los componentes bioquimicos. Chaetoceros y Phaeodactylum contienen mds carbohidratos
y lipidos que Isochrysis y Tetraselmis, lo cual puede explicar su éxito como alimentos e
indicarfa que estas fracciones son dietéticamente importantes para Mytilus galloprovincialis
yaque, cuandola composicién deladietaes compatible con losrequerimientos del organismo,

la energia utilizada en su conversién es menor (Scott, 1980).

Iv.2. Bioensayo de alimentacion de Mytilus galloprovincialis con microalgas

preservadas.

Se han reportado resultados diferentes sobre el efecto que tienen las microalgas
preservadas como alimento de organismos filtradores. Esto puede deberse en parte a los
métodos de procesamiento, los cuales determinan el tamaiio de las particulas, la integridad

de la pared celular y la estabilidad de los nutrientes.

Cuando los mejillones se alimentaron con microalgas preservadas los resultados no
fueron relevantes, en comparacion con su contraparte en forma fresca. Esto parece ser que
se debe, por lo menos en parte, a que cuando se utilizan dietas inertes éstas tienden a
aglutinarse, lo cual dificulta su permanencia en suspensién (Masson, 1977; Coutteau y
Sorgeloos, 1992). En este ensayo, a pesar de haber homogeneizado las microalgas por un
tiempo razonable (cuatro horas), éstas tendieron a precipitarse al fondo de los acuarios, lo
cual las hacia inaccesibles a los organismos, a pesar del suplemento de aireacién que se

utilizé para mantener en suspensién al menos gran parte de ellas.
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Otro punto que hay que tener en cuenta es la integridad fisica de los alimentos no vivos,
una vez que hayan sido suspendidos en agua. Como se mencioné anteriormente, muchos
alimentos artificiales no retienen los nutrientes solubles ni atin por el periodo necesarios para
ser filtrados por los organismos que se alimentan de ellos (Goldblatt et al., 1980). Este
problema puede ser frecuentemente resuelto implementando un programa de alimentacién

multiple, con pequeiias cantidades en el transcurso del dia en vez de una o dos raciones en

un dia (Biedenbach et al., 1990).

Curatolo er al. (1993) reportan que reemplazos del 100 hasta el 40% de microalgas
vivas con microalgas secas (Tetraselmis suecica secada con calor) no produjeron resultados
satisfactorios sobre el crecimiento de larvas de Tapes philippinarum y mencionan que, aparte

de la depositacién del producto seco, la contaminacién bacteriana, resulté en elevadas

mortalidades y tasas de crecimiento negativas.

Aunque los incrementos en peso fueron bajos, los resultados que se obtuvieron con
Mytilus galloprovincialis indican que es posible utilizar las microalgas preservadas en
sustitucién o como complemento del alimento vivo, ya que al menos no se obtuvieron
mortalidades en ninguno de los casos donde se usaron. Ademds los indices de condicién no
cambiaron en forma significativa, indicando que las raciones de microalgas preservadas

fueron por lo menos suficientes para cubrir las necesidades metabolicas de los organismos.

Una de las posibles maneras de mejorar la calidad de las microalgas preservadas como
alimento para organismos filtradores pudiera ser su enriquecimiento, aumentando el
contenido de proteinas y lipidos. También se podria usar una mayor cantidad de microalgas
secas y liofilizadas, posiblemente proporcionada en pequeiias raciones o en forma continua,

ya que mucho alimento es perdido por precipitacién al fondo de los acuarios. La inclusién
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de bajos suplementos de microalgas frescas o de otras especies de microalgas preservadas
de composicién bioquimica diferente, o quizds una mezcla de las usadas en este trabajo,
pudieran ser otros métodos para reducir la dependencia total de las microalgas frescas en los

regimenes de alimentacién de los organismos filtradores (Biedenbach et al., 1990).

Ademds, la ganancia relativamente importante en peso seco de la concha, que fue
aproximadamente el 50% de la que se obtuvo con la dieta fresca de Chaetoceros y cerca del
100% en el caso de Phaeodactylum, indica que las dietas preservadas fueron por lo menos
parcialmente efectivas, ya que se ha demostrado que el crecimiento en concha es prioritario
sobre el del tejido para varios bivalvos. Langton et al. (1977), en sus ensayos con Tapes
Japonica, demostraron que existe una correlacién entre la ganancia en peso de la concha y
la cantidad de alimento ingerido y observaron que un 89 % de la ganancia total en peso es
debida a crecimiento de la concha. Ademds, experimentos con Thais lamellosa han
demostrado que la tasa de produccién de concha puede limitar la tasa mdxima de crecimiento
del cuerpo. Esta es aparentemente una estrategia defensiva, ya que un rdpido crecimiento

del cuerpo podria resultar en conchas mds delgadas e incrementar la probabilidad de

depredacion (Palmer, 1983).

La ganancia en peso de la concha de Mytilus galloprovincialis parece alta en relacién
a la cantidad del alimento ingerido. Esto pudiera ser explicado por la tasa relativamente alta
de renovacién del agua de mar en los acuarios experimentales. Langton et al. (1977) asumen
que sélo un pequeiio porcentaje del peso seco del alimento ingerido hace la matriz orgénica
dela conchay que la fuente principal de la parte inorgénica es el material inorgénico disuelto,
que puede ser filtrado por los organismos del agua circundante y transformado en la parte
inorgénica de la concha misma. Este proceso requiere evidentemente de energia, ya que la

absorcién y la precipitacién de los iones inorgédnicos involucrados es un proceso activo.
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Ademds, tales iones deben de ser transportados y fijados a la matriz orgédnica de la concha,

lo cual requiere de la activacién de rutas metabdlicas y de enzimas especificas (Wilbur, 1964;

Sick y Sigfried, 1982).
Iv.3. Viabilidad y composicién de las microalgas preservadas.

Existen muchas controversias acerca de las técnicas de preservacion en estado viable

de microalgas.

Por lo que se refiere a la tasa de congelacién, hay aparentemente un consenso general
que, contrariamente a lo que se encuentra en literatura acerca de la preservacién de células
bacterianas, la técnica de congelado lento es superior a la rdpida en el caso de las microalgas.
Holm-Hansen (1963) investigé este aspecto con diferentes algas verdes y azul-verdes y
encontr6 que en general la viabilidad, inclusive después de una serie de procesos de
descongelacién y congelacién sucesivos, fue mayor cuando usaba una tasa de congelacién
lenta. Igualmente, en tiempos més recientes, Lepesteur et al. (1993) ensayaron diez métodos
de preservacién con fitoplancton marino y encontraron una pérdida significativamente mayor

de células viables con la congelacién rdpida que con la lenta.

Varios autores sugieren también que el uso de agentes protectores, aunque diferentes
de los que se usan en bacteriologia, favorece la conservacién de la viabilidad de las
microalgas. Entre éstos se encuentra Tsuru (1973), quien reporta una mayor viabilidad de
algas verdes con adicién de estos agentes, aunque ésto no fue el caso con algas azul-verdes.

El mismo tipode resultados fue logrado por Buitrago (1988) con microalgas de origen marino.

Nuestros resultados confirman que el uso de crioprotectores en combinacién con una
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tasa de congelacién lenta es superior a las otras técnicas que se probaron durante este trabajo.
Los bajos resultados de sobrevivencia a largo plazo pueden ser debidos a la proliferacién de
bacterias, que se observé sobre todo cuando se utilizé como crioprotector el glicerol, que
por otra parte puede ser un buen substrato de crecimiento para varias bacterias (Bianchi,
1976). Este fenémeno de contaminacién bacteriana fue menos evidente con dimetil sulféxido

(DMS), aunque los resultados finales no sugieren que éste tenga una mayor actividad de

proteccién para las células.

A pesar de los resultados obtenidos a la fecha, la investigacién de la adicién de
crioprotectores necesita estudios adicionales ya que estos agentes parecen afectar a las
microalgas en diversas maneras (Morris, 1976a). Los datos obtenidos en el presente trabajo
coinciden en general con la literatura, relativo a la dificultad que existe en preservar
microalgas en estado viable. En consecuencia estas técnicas son poco viables si se tratara de
utilizarlas para la produccién comercial de in6culos masivos, por lo menos hasta que se logre
obtener un alto porcentaje de células competentes que se reproduzcan a corto plazo y ésto

sea congruente con fines précticos.

Por otrolado, parece conveniente sefialar la importancia que tiene este tipo de estudios
para otras finalidades. Primeramente, esta técnica seria til para mantener lineas celulares
viables por tiempos largos, ya que favoreceria la preservacién de sus caracteristicas

intrinsecas, que pueden alterarse més facilmente con los métodos cldsicos de mantenimiento

en medios liquidos o s6lidos.

Queda mucho por explicar acerca de los diferentes efectos que producen diferentes
técnicas, que parecen en gran parte ser tipicos de la especie y hasta de su origen marino o

dulceacuicola. También, es importante resaltar que las técnicas de preservacién por secado
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(alaire o en vacio, después de la congelacién) causan pérdidas inmediatas de metabolitos y
que éstas aumentan con el tiempo de almacenamiento. Estas pérdidas, también se notaron

en menor grado en el caso de las algas congeladas y solamente después de un periodo

relativamente largo en el congelador (Anexo 2).

La pérdidade estos compuestos, durante los procesos de preservacion y de resuspension
enagua, causada por una mayor permeabilidad de lasmembranas, afectadas porladesecacion
y congelacién (Greiff, 1960) y quizds de origen metabdlico por lo que se refiere a los cambios

notados después del almacenaje, es el motivo principal de la pérdida de viabilidad.

IvV.4. Bioensayo de eficiencia de absorcion de Mytilus galloprovincialis.

Laseficiencias de absorcién de Mytilus galloprovincialis obtenidas durante este trabajo
fueron altas en relacién a las registradas para otras especies de bivalvos para las cuales, en
la mayoria de los casos, los méximos valores de eficiencia mencionados varian entre el 70
y €l 80% con raciones de menos de 1 mg 1" y atin menores, entre el 20y el 50%, con raciones
mids altas (7 mg 1) (Griffiths y Griffiths, 1987).

Enestainvestigacion, al igual que la amplia gama de valores reportados en la literatura,
son dificiles de interpretar debido a la extensa variedad de alimentos utilizados, de sus
concentraciones y de las diferentes situaciones y diseiios experimentales usados en los
diferentes trabajos (Widdows, 1978; Navarro y Winter, 1982; Sprung, 1984; Navarro et al.,
1991; van Erkom-Schurink y Griffiths, 1992; Beiras et al., 1993). Kreeger (1993) menciona
ademds que la eficiencia de asimilacién de los bivalvos puede estar influenciada por muchos
factores fisiolégicos, incluyendo la actividad enzimdtica digestiva, el tiempo de residencia
en el estdbmago y la sincronia digestiva, lo cual explicaria en gran medida la gran variacién

de datos encontrados en la literatura.
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Asicomo se han demostrado variaciones entre estrategias alimenticias, que varian entre
las mencionadas en la introduccién acerca de filtradores continuos y discontinuos, hasta las
diferentes reacciones a la concentracién de alimento proporcionado (Urban et al., 1983),
también existen diferencias inter- e intraespecificas muy marcadas acerca de las estrategias
de la eficiencia con la cual el organismo utiliza su alimento. Hawkins y Bayne (1991)
mencionan que factores biol6gicos de diferente naturaleza, incluyendo el genotipo, el tamafio,
y los estados fisiolégico y nutricional de los organismos tienen influencia sobre la eficiencia

con la cual la racién absorbida es utilizada para el metabolismo de mantenimiento.

Muchos autores han mencionado que la eficiencia de absorcion estd mas estrechamente
relacionada con la cantidad y a la calidad del alimento, que con otras caracteristicas
especificas de las microalgas consumidas. En los afios pasados aparecieron dos escuelas de
pensamiento acerca de los efectos de la calidad del alimento sobre la tasa de ingestién. Un
grupo reporta que las tasas de ingestién varian inversamente con la calidad del alimento
(Calow, 1975a; Streit, 1978; Cammen, 1980), lo cual podria actuar como un mecanismo para
mantener constantes las tasas de entrada de algunos componentes alimenticios (Calow,
1975b). Contrariamente, otros encuentran que las tasas de ingestiébn se relacionan

positivamente con la calidad del alimento (Frankenberg y Smith, 1967; Hylleberg, 1975).

Taghon (1981) presenta un modelo estudiado especificamente para micréfagos, en el
cual predice las tasas 6ptimas de ingestién del organismo como una funcién de la calidad
nutricional de los alimentos. La prediccién bdsica del modelo es que existe una tasa de
ingestién 6ptima para una calidad determinada de alimento y que esta tasa de ingestién
aumenta cuando mejora la calidad del alimento. El modelo asume que los costos de
alimentaci6én son los mismos para todos los tipos de alimentos ya que, segtn este autor, a

una tasa de ingestién determinada el gasto necesario para alimentarse con un alimento de
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alta calidad es el mismo que con uno de baja calidad.

Comparando los resultados de eficiencia de absorcién de Mytilus galloprovincialis, se
observauna discrepancia entre los calculados con el fndice de Conover (1966) o directamente
con los datos que se obtuvieron midiendo la concentracion de substancia orgénica y de sus

diferentes fracciones presentes en las heces y compardndola con la totalidad de la substancia

orgénica ingerida.

La discrepancia se explica por el hecho que la substancia inorgénica presente en las
dietas utilizadas en este trabajo fue absorbida casi totalmente (desde el 92 hasta el 99.6%).
Esto contradice lo que postula Conover, que solo el componente orgdnico del alimento es
significativamente afectado por los procesos digestivos e indica que esta fraccién es
igualmente importante para Mytilus galloprovincialis como la substancia orgédnica, ya que
los bivalvos pueden utilizar una parte por lo menos del material inorgénico ingerido para
produccién de la concha (Berry y Schleyer, 1983). La asimilacién de buena parte de las
substancias inorgédnicas presentes en el alimento ha sido también demostrada en el caso de
otros organismos, particularmente en crustdceos (Prus, 1971; Newman et al., 1982) y Navarro
(1983) menciona que el bivalvo Chlamys islandica no tiene la capacidad de seleccionar la

fraccién orgédnica del alimento en preferencia de la fraccién inorgénica.

La eficiencia con la cual las microalgas preservadas fueron utilizadas fue similar que
con las microalgas frescas y hasta mayor que ésta, como fue el caso de Phaeodactylum
tricornutum. Esto puede ser debido a que, como un resultado de los procesos de secado y
liofilizado, las microalgas probablemente tienen una pared celular mds frdgil o mds
permeable, lo cual facilitarfa su digestién por los organismos y explicarfa la tendencia a una

mayor eficiencia de absorcién y utilizacién de las dietas preservadas (Laing y Gil-Verdugo,
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1991).

La alta eficiencia de absorcién de las fracciones orgdnicas de todas las dietas refleja
una alta eficiencia de las enzimas digestivas de M. galloprovincialis, que segin Berry y
Schleyer (1983) incluyen carbohidrasas, celulasas, peptidasas y lipasas, lo cual significa que
este organismo puede utilizar alimentos de diferente naturaleza. Aparte de esta habilidad de
asimilar con igual eficiencia alimentos de diferente tipo y composicién, lo cual quedaria
demostrado por la casi total falta de diferencias entre los porcentajes de asimilacién de las
diferentes fracciones orgdnicas, es evidente que M. galloprovincialis tiene la capacidad de
optimizar sus funciones digestivas, ya que mantuvo eficiencias cercanas al 100% con una
cantidad de alimento superior a la concentracién que la mayoria de los autores consideran

demasiado alta para varios organismos filtradores.

El mecanismo mds probable para esta alta eficiencia seria un aumento de la
concentracién de las enzimas digestivas, como en los casos descritos por Condrey et al.
(1972), quienes mencionan que la alta asimilacién de las fracciones orgdnicas de la dieta de
Penaeus setiferus y Penaeus aztecus estd en funcién de la actividad y concentracién de las
enzimas digestivas de estos camarones y por Newman et al. (1982) para Macrobrachium
rosembergii, para el cual reportaron eficiencias de 96 y 85%, respectivamente, para lipidos

y para carbohidratos.

En cuanto a la energfa ingerida y asimilada con las dietas, ésta fue similar
independientemente de la forma de preservacion en seco, ligeramente superior en el caso de
- las dietas congeladas y decididamente superior con las frescas. Esto se reflejé en una mayor
cantidad de energia disponible para M. galloprovincialis alimentado con las microalgas en

forma fresca. Estos resultados (transformados en equivalentes caléricos), concuerdan con



o

los reportados por otros autores (Navarro y Winter, 1982).

Los porcentajes de energia perdida por M. galloprovincialis en las heces fueron
insignificantes, sobre todo cuando se aliment6 a los mejillones con P. tricornutum, en donde
las pérdidas representaron entre €l 0.2 y el 1.9% del alimento ingerido. Aparentemente el
aporte de energia de esta microalgaes alto, lo cual contradicelo reportado por algunos autores,
segun los cuales esta especie no es muy adecuada como alimento para bivalvos, ya que seria
dificil de digerir. Este no fue el caso con M. galloprovincialis, aunque el menor crecimiento

registrado con esta microalga indica de todas formas que es cualitativamente inferior a

Chaetoceros sp.

Porotro lado, se reconoce que los procesos digestivos tienen un costo energético (efecto
dindmico especifico) que puede representar una fraccién significativa de la energia asimilada,
cuando ésta se mide indirectamente como diferencia entre el contenido energético del
alimento ingerido y el de las heces. Ain cuando este costo ha sido principalmente estudiado
en crustdceos (Nelson ezal., 1977; Nelson et al., 1985; Olivares-Gonzilez, 1992), es probable
que a este efecto se deba el menor crecimiento somdtico de M. galloprovincialis alimentado
con P. tricornutum fresco, en comparacién con el medido con Chaetoceros en la misma
forma de presentacién. En este sentido, la menor digeribilidad de Phaeodactylum quedaria
comprobada y explicarfa la mayor razén de conversién de alimento que se obtuvo con esta

dieta en los ensayos de alimentacién a mediano plazo.

El hecho que no se obtuvieron incrementos de la concha similares con las microalgas
preservadas que con las frescas, no implica una calidad inferior de estas dietas, sino que
refleja el efecto de las pérdidas de diferentes fracciones orgénicas, que causaron que la racién

de microalgas preservadas administrada fuera menor (aproximadamente 50% menos) que
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cuando se usaron las microalgas frescas, indicando que el tamafio de la racién fue el principal

factor en determinar diferencias en el crecimiento de M. galloprovincialis (Urban et al.,

1983).

Ensayos posteriores con microalgas preservadas, mantenidas en agitacién en agua de
mar durante el mismo periodo utilizado en el proceso de resuspensién, indicaron que
aproximadamente el 50% del peso seco total se solubiliza en el agua. Sprung (1984) y
Widdows (1991) mencionan que varios moluscos pueden utilizar con alta eficiencia
materiales orgénicos e inorgénicos en solucién, motivo por el cual la posibilidad de esta
pérdida no fue considerada como importante al inicio de estos experimentos. El menor
incremento ponderal de estos organismos alimentados con las microalgas preservadas, hacen

pensar que Mytilus galloprovincialis es menos eficiente que otros moluscos en la utilizacién

de sustancias disueltas.

Se conoce poco acerca de los requerimientos nutricionales de los bivalvos (Kreeger,
1993). En muchos casos, este conocimiento se basa en la suposicién que la composici6n
bioquimica de los organismos refleja sus requerimientos dietéticos, o m4s sencillamente en
el estudio de la composicién de las microalgas mds propicias para el crecimiento de los
mismos. Durante este trabajo se determiné la composicién proximal del tejido de Mytilus
galloprovincialis alimentado con los dos tipos de microalgas frescas y preservadas. Se
encontré que ésta fue similar con ambas microalgas y lo mismo se observé también para el
perfil de los 4cidos grasos. A pesar de que se conoce que los 4cidos grasos poliinsaturados
(20:5w3 y 22:6w3) son esenciales para promover el crecimiento de moluscos y crusticeos,
el metabolismo de estos 4cidos en moluscos bivalvos todavia no se entiende bien (Thompson
y Harrison, 1992). Ya que en este trabajo no fue posible determinar estos 4cidos grasos en

las dietas ni en el tejido de los mejillones, no tenemos informacién sobre el aporte de estos
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dcidos por las microalgas. Sin embargo, atin en el caso de que los procesos de preservacién
hubieran causado pérdida de algunos constituyentes esenciales, varios moluscos tienen la
abilidad de modificar por elongacién y desaturacién los dcidos grasos de cadena corta de las
dietas ’pobres’ en los dcidos poliinsaturados de cadena mds larga que requieren para su
metabolismo (Laing y Alvarado, 1994), lo cual puede explicar como dietas pobres en esta
clase de 4cidos grasos se consideren en la literatura como dietas de alta calidad para moluscos

en general (Webb y Chu, 1982; Brown ez al, 1989).
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V. CONCLUSIONES.

Los resultados de este estudio demuestran que no se puede generalizar acerca de la
calidad alimenticia de dietas particulares para los bivalvos, sino que cada especie tiene que
ser estudiada en forma individual, considerando por separado el tipo de dieta, la estrategia
con la cual ésta es suministrada y el tamafio de racién adecuado, ya que todos estos factores
son importantes para determinar las condiciones bajo las cuales se puede optimizar el

crecimiento del organismo.

En el caso de Mytilus galloprovincialis se determiné que puede utilizar eficientemente
raciones superiores a las reportadas en la literatura como éptimas para otras especies. Los
resultados obtenidos en los ensayos a mediano plazo con dietas preservadas como alimento
para M. galloprovincialis, indican que es necesario efectuar mds estudios tendientes a
encontrar las mejores soluciones a los principales problemas presentados en este caso que
fueron, la precipitacién de material preservado al fondo de los acuarios con pérdidas
sustanciales de alimento y las pérdidas de fracciones orgdnicas debidas a las técnicas de
preservacién y de almacenaje, ademds de las ocasionadas por solubilizacién durante el

periodo de resuspensién en agua.

Mientras se encuentran soluciones a estos problemas, las dietas secas pueden ser itiles
en situaciones de emergencia en las granjas de moluscos bivalvos y posiblemente de otros
invertebrados marinos, debido a la evidente ventaja de poder disponer de una dieta de
caracteristicas conocidas cuando, por cualquier motivo, no haya disponibilidad de dietas
frescas. Estudios adicionales pudieran de hecho indicar la factibilidad de utilizarlas

rutinariamente como dietas, ya que todas las fracciones, orgdnicas e inorgdnicas, de las
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microalgas preservadas son utilizadas con una alta eficiencia. Su efectividad, por lo que se
refiere al crecimiento de M. galloprovincialis, esta por lo tanto dnicamente limitada por el

tamaiio de la racién y no por su calidad dietética intrinseca.

El uso de agentes crioprotectores de microalgas es indispensable para lograr la
viabilidad de cepas por periodos de tiempo relativamente largos, aunque es necesario
continuar investigando los procesos de daiio celular de las microalgas marinas causados por
los procesos de preservacion, ya que éstos causan pérdidas inmediatas de metabolitos

celulares que aumentan con el iempo de almacenamiento.

El uso del indice de Conover, usado ampliamente en literatura para calcular la eficiencia
de asimilacién de varios organismos no parece indicado, por lo menos en el caso de Mytilus
galloprovincialis, ya que esta especie asimila eficientemente el material inorgédnico de la
dieta. Debido a que ésto se ha mencionado también para otras especies, particularmente
crusticeos, seria necesario considerar con reserva los datos que se refieren a la eficiencia de

utilizacién de la dieta de otros organismos, que se hayan calculado con este método.
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GROWTH OF Modiolus capax (CONRAD) (MOLLUSCA: BIVALVIA)
WITH TWO DIETS AND TWO FEEDING REGIMES

geatriz Cordero Esquivel and Domenico Voltolina
gentro de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada, (C.I.C.E.S.E.), México

ABSTRACT

Groups of the mytilid Modiolus capax were kept at 20 + 1°C and were fed during 30 days equal rations of the microalgae
Chaetoceros sp. and Paviova Iutheri, administered continuously or in two aliquots. Increases in shell height were small {0.45
mm/month}, and there were no differences between groups. Final meat dry weights were greater for the Paviova-fed organisms,
which may be attributed to the higher organic content of this microalga. There was a tendency for greater Increases in organlsms
fed discontinuosly. Food conversion indices were highin all cases, which is incongruent with the scarce shell height increases
and suggests an uncoupling between shell and meat growth processes.

Key words: growth, Modiolus capax, ISE, Gulf of California.

RESUMEN

Grupos de Modiolus capax fueron mantenidos a 20 + 1°C y alimentados durante 30 dlas con una misma racién diaria de las
microalgas Chaetoceros sp. y Paviova lutheri suministrada’en forma continua o en dos porciones. Los Incrementos del alto de
la concha fueron bajos (0.45 mm/mes), y no hubo diferencias por tipo de alimentaclén. Los pesos secos finales de le carne de
M. capax resultaron més eltos para los organismos alimentados con Paviova, lo cual se debe al mayor contenido orgénico de
esta microalga, y se noté un mayor incremento en el caso de dietas suministradas en forma discontinua. Los Indices de
cenversién de alimento fueron altos, lo que no es congruente con los bajos valores de aumento de la concha y sugiere la
posibilidad de un desacoplamiento entre el crecimiento del tejido y de la concha.

Palabras clave: crecimiento, Modiolus capax, ISE, Golfo de California.

INTRODUCCION

|Considerable information is now available on the mytilid
Modiofus capax (Conrad), a species which was poorly
known until recent years. The reproductive cycle in
natural conditions has been described by Ochoa Baez
[1985), by Garza Aguirre and Bickle Ramirez {1989)
and laboratory-induced spawning and larval
development by Orduiia Rojas and Farfdn (1991),
‘However, attempts to obtain laboratory-conditioned
'broodstock have not been successful (Espinoza Peralta,
1989; Farfdn, CICESE, pers. comm.). This restricts the
possibility of obtaining laboratory-produced spat for
squaculture, to the availability of mature adults in
nature. Broodstock conditioning may be achieved by
maintaining optimum conditions for somatic growth
[Sastry, 1975) which, for an as yet Incompletely
known species, such as M. capax, involves
hvestigations on the effects of several environmental
factors. Since feeding has an important role in gonadic
development (Sastry, 1968, 1975; Helm et a/., 1973;
Grant and Cranford, 1989), this has been one of the
first to be Investigated |Rico Mora, 1987).

The present paper is a further contribution in this field.
It describes, in terms of somatic growth of M. capax,
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the effects of two microalgal diets used with two
feeding regimes.

MATERIALS AND METHODS

Specimens of Modiolus capax, obtained from a natural
bed in the upper Gulf of California (San Felipe: Lat. 31°
01’ Long. 114° 51') were acclimatized during
approximately one month to laboratory conditions
(temperature: 20 + 1 °C; salinity: 32 + 1°/o0; oxygen:
to 100 % saturation by air bubbling; feeding "ad
libitum™ with a mixture of several microalgae,
depending on availabilityl. After this time, 145
specimens with a shell height of between 3.5 and 4.5
cm were scrubbed free of epibiosis, starved during 48
hours, measured to the nearest 0.1 mm with a vernier
calliper, Indlvidually marked and divided into five groups
with a homogeneous size distribution (one way analysis
of variance, a = 0.05).

Four of these groups were placed in equal numbers of
45 L aquarla. The remaining organisms were shucked
and dried in a convection oven at 60 °C to constant
weight., The mean of their meat dry weights was
considered as the mean Initial dry weight and compared
later to the values obtained for each group at the end
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J the experiment, to calculate weight increases. The
glative gross and net food conversion indices were
glcviated with the equations GFC = TF/W  and
WFC = OF/& where GFC and NFC = gross and net
’conversmn indices, respectively; TF and OF = total and
gganic dry weight of the food administered throughout
pe experiment and W dry meat weight gained
gedgwick, 1980). The inverse of these values x 100
r;ndicates the percentage of feed which goes into tissue
gowth and may be used as an approximation of the
!Igrowth efficiency of an organism, under the specified
‘wperimental conditions.

The microalgae used for the feeding experiment were
pe clonal strains Chaetoceros sp. (CH-X-1) and
paviova lutheri (Droopl Hlbberd (PA-L-1) of CICESE's
wllection (Voltolina et al 1991). Both were
maintained in semicontinuous cultures, at daily dilution
ptes of 50 and 30 % respectively, the first in the
|simplilied medium described by Lépez Elias (1990) and
he second in f medium (Guillard and Ryther, 1962).

|

The daily ration for the experimental groups was
determined with preliminary trials and was close to the
treshold for pseudofaeces production when the total
leed was administered in one single ration. This was,
o a dry weight basis, approximately 4 % of the
rganisms’ meat dry weight.

Two of the groups (one for each algal strain) were fed
dasily a volume of algal culture equivalent to 4 % of
fheir initial weight, delivered continuosly with a
peristaltic pump throughout 24 hours. The others
‘received the same ration, divided in equal parts into
‘one morning and one evening aliquots.

I;The experiment lasted 30 days, under experimental
‘conditions similar to those described earlier, with daily
|!aeces removal and complete water changes. At the
end of the experiment the organisms were starved for
24 hours and their shell heights and meat dry weights
were determined as described previously.

RESULTS AND DISCUSSION

Mean initial shell heights ranged between 40.86 %
10.80 and 41.18 + 0.88 and final ones between 41.09
t 0.96 and 41.92 + 0.72. Since initial and final
individual measurements were available, individual
hcrements were obtained and used for statistical
‘nalysis, They were widely variable, as shown by the
high values of the standard error (Table 1). Analysis of
Variance showed no significant difference In shell
ncrease between groups. Therefore, the overall mean
i'nonthly increment (0.45 + 0.21 mm) may be taken as
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representative for M. capax, under the experimental
conditions detailed earlier.

This rate is low, compared to that of other mytilids
(e.g. Cayré, 1978; Hickman, 1979; Garcfa et a/., 1982)
but not far from those obtained in the field by Garza
Aguirre (1987), of between 1.2 and 1.3 mm for
organisms of initial size from 5 to 43 mm, and of 0.45
mm for those between 43 and 60 mm.

Initial mean meat dry weight was 343.9 + 32.0 mg
and the final ones ranged between 393.3 + 39.1 and
524.2 + 52.4 mg. In this case, some differences were
noted. The groups fed Paviova had higher final weights
and there was no difference between feeding regimes.
In the case of Chaetoceros the final weight of the
group fed continuosly was not significantly higher than
the initial, while the group given the same amount of
that alga in two aliquots increased significantly and the
value of the mean final weight overlapped that of the
group fed Paviova continuously (Table ).

The weight increments were used to calculate the
gross and net feed conversion indices for each group.
These were better for Paviova when total feed dry
weight was used. However, using organic rather that
total food dry weight, the values were fairly similar,
since Paviova lutheri had a low ash content (9 %),
while the organic weight of Chaetoceros was only 55
% of the total.

In both cases, indices were better when food was
given in separate rations rather than continuously. We
noted that in the first case the food had invariably been
completely used by the time the next half ration was
due, while in several occasions the aquaria with a
continuous food supply had, in the morning, a notable
microalgal density, which might indicate the presence
of diurnal filtration cycles.

In short-term experiments, Rico Mora (1987 and pers.
comm.) found that P. lutheri-fed M. capax had gross
and net growth efficiencies of approximately 50 and
60-70 % respectively, which compare well with the
food conversion indices obtained here.

CONCLUSIONS

Knowledge of this species Is still insufficient to draw
any conclusion as to its potential for aquaculture. Some
authors have pointed out that it has slow shell growth
rates, this agrees with our results and makes Its culture
economically"ﬁitractive (Garza Aguirre, 1987; Aguirre .
Hinojosa, 1987). On the other hand, It may maintain
high growth efficiencies within a wide range of
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emperatures and of food concentrations (Rico Mora,
1987) and its food conversion is as high or higher than
hose of other fast-growing species, such as the pearl
oyster Fteriz sterna (Del Rfo Portilla et a/., 1992) which
has been suggested as a good candidate for
' gquaculture because of its high growth rates,/(Aguirre
Hinojosa, 1987; Baqueiro, 1987; Bickle Ramirez et al.,
1992)

This inconsistency may be the result, as shown for
other species (Ukeles et a/., 1984; Hilbish, 1986) of an
yncoupling between shell and tissue growth, so that
meat increases first and shell later. Given the high
efficiency of food utilization of this species, this.is a
distinct possibility that is at present under
investigation.
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TABLA 1.- Initial and final mean shell heights (in mm) and

meat dry weights (in mg) of the four

experimental

groups of Modiolus capax, and increments after
one month. Standard errors (n:29) are given in

parenthesis. Gross and net food conversion indices
were calculated from total and ash-free amountof
food supplied and from the increase in mean meat

dry weights. Lack of statistical

differences

(g: 0.05; analysis of variance and Student-Newman

Keuls test) is indicated by equal

‘letters.
Chaetoceros Pavlova A

Continuous Divided  Continuous Divided

Height )

Initial 40.86 41.18 40.88 40.89
(0.39) (0.43) {0.47) (0.48)

Final 41.28 41.92 41.31 41.09
(0.44) {0.36) (0.49) (0.48)

Increase 0.42a 0.74a 0.43a 0.20a
(0.18) (0.35) (0.13) {0.53)

Weight

Initial 343.93 343.93 34393 343.93
{32.0) (32.0) {32.0) (32.0)

Final 393.3ab 436.5b 464.8bc 524.2c
(19.1) {20.2) (21.7) {25.5)

Increase 69.91 97.81 129.45 185.92

(14.80)  (19.15)  (19.34)  (23.71)

Conversion

Gross 6.12 4.37 3.30 2.30

Net 3.36 2.40 3.01 2.09
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Abstiact -1 Air- and freeze-diying caused an approximalely 70% loss of lolal lipids, while freezing lelt
unchanped the proximate composition of the lwo dialoms Chactaceras sp. and Phaeadactyluni tricornutum,

2. Loss of total o1ganics after two months of storage was approximately 20% for air- and freeze-dried
algac, but lower (10 and % for Phacodactytum tricornutum and Chaetoceros sp., tespeclively) in the
samples stored in a commercial freezer.

- X The amine acid profiles are similar lo those gencrally repotted for algal single-cell protein. Both algae
may be considered a good source of dictary prolein for aquaculture sitice they conlain all the amino acids
considered cssential Tor fish and sheiinp, including methionine,

4. Shorl-chain (14 and 16 C) Tally acids are 90% or more in Chaetoceros, while Phaeadaciylum has more
than 30" of 18 fo 22 C. Unsalurates are approximately 50% for Chaetaceras and vaty belween 44 and

6% in Phacodaciplim, depending on preservation and storage. o
5. Storage caused an increase in the percentages of the essential fally acids 8:2 and 18:3.

INTRODUCHION

The (raditional dict for many cultured aquatic
organisms are live microalgac. For this, aguacultur-
ists necd large-scale microalgal cultures, which add
considerably to the cosls of production and
involve an additional faclor of risk compared
to arlificial food. For these reasons, the leasibilily
of using allernative dicts, such as micropelleled artifi-
cial Tood or inicroalgae preserved with  differ-
ent techniques, has been under investigation for
several yems. In spile of the advances in arlificial
feed formulation and  presenlation (lones et al.,
1924: Chu et al.. 1982). rescarchers have bee
focussing (heir altention more on preserved microal-
gac. since (hey are the halural diel of the organisms
lo be fed. Frozen concentraled cultuses have been
uscd as main dicl or as @ complement lo live ones i
shellfish cultures (Sommer ef al., 1990) and [reeze-,
spray- or air-dricd or simply rchiigeraled algal con-
cenlrates have been suggested by many authors for
some mollusks and crustaceans (Brown, 1972; Laing
et al, 1990; Neil and O'Connor, 1991; Laing and
Millican, 1992). T'he main concem it all these studies
is the fact that the biochemical compuosition of mi-
croalgae might be altered by the preservation and
slornge techniques, which in turn could aflecl lhe
survival and growth of the organisms feeding on
them.

The present study cxamines (he proximale and
hiochemical composilion of two dintoms which have
heen used successfully for aquaculture in Mexico, and
how these may be alfected by thice differenl preset-
valion lechnigues,

MATERIALS AND aETHOUS

The algac uscd are lhe clonal strains CH-X-|
(Chaetoceras sp.) ahd PUI-T-1 {Phaeodactyunt tricor-
mutuni Bohlin) of CICESE's collection (Vollolina
et al., 1991). Bioindss was produced iil seml-cohlinu-
vus 151 cullures kept ih slcady-stale by 50% daily
dilutionis. Lighting was tonllitdous, with @ concen-
ltatlon of ~ 120 jE in-2§-" ahd was provided by lwo
Cool While atd lwo Daylight 40 W fldotescenl tubes
fot eacli sct of lhree catboys.

Daily yiclds wete concenltaled by cenlrifugalion al
2000 rpint ot | 5 min, ahd the coticenlrale divided into
thtee cqual volitines ot preservatlon: by ait-drylng li
a conveclion oven al 30 4 1°C, by freezing al —20°C,
and by freeze-drylug in a Lahconco frecze-dryer aflet
pre-freczing al —20°C. Freeze- dnd alt-dried algde
were sloted witli silica el I ziplock plastic bags and
lhe frozeth ones were kepl in d cotimercial freezet al
—-20"C.

Proximale analyses were tur In Iriplicate on com-
posile samples belween one and hree days aRet
preservalion, and dfer about lwo months of slorage.

IFally and amiho acid profiies are only avdilable ot
dir- and freeze-dtied samples, freshly preserved dnd
after lwo moitlhs bf storage fot fally dcids atid fot
iwo months old samples for ainino acids.

Total and ash-free dry weights wete delermined as
hi Sorokin (1973). Samples wete drled lo constanl
welghl i1 @ conveclloh oveti al 60°C ahd dshed al
470°C In & mufMe Nuthace.

Prolein conlenl was delermined dccordlng (v
Lowry et al. {195]), ds descrlbed by Maldtd and
Chatra (1972a) aid modified by Farber (1986);

369
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Table 1. Proximate analyses of Chaetaceros sp. and Phaeodaciyhim tricornutun ®
Alr-diied Frecze-diied Frozen

Component Fiesh A n % A b Y A 1] %
Chactoceros )
Profein 4546 69.52 sd1g 20y 69.30 5933 158 4646 4529 29
Carbohydiale 17.51 200 18.63 83 13.48 14.44 219 16.84 153 9.1
Lipid 37.07 1016 .81 3 {222 693 413 36.71 35.14 43
Ash n.10 70.58 70.50 13.29
%% initial orpanics 81.62 79.70 95.74
Thavadactylum )
Trotein 4191 62.20 4097 3l 5550 582 11d 199 3213 {80
Carhohydrate 2n Yo.fo 27.82 1.6 3228 29.98 209 2602 2291 120
Lipid 037 770 1.53 22 .22 .60 323 M0 340l 0f
Ash 2R.96 70.90 6R.7( 46.52

76.32 83.do 89.65

e initial organics

*The prganic fiactions of the stored samples are given as perceniages

A: Immedialely afler pseservation; I: after two months of storage; %:

carhohydrates with the phenol sulphuric method by
Dubois et al. (1956). madificd by Malara and Charra
(19720): pre-treatmenl was as in Whyte (1987). Lipids
wete extracted Tollowing Bligh and Dyer (1959) and
Chiaverini (1972) and measured with the colorimelric
method of Pande ef al. (1963).

ally acid concenlrations wete obtained by pas
chromatography according o AOAC (1980}, and
amino acids with a Dionex 15-50 with lithinm citrale
bullers, following manulacturer’s specifications.

RESUL IS AND DISCUSSION

Proximare composition

The higher inorpanic contents were those of air-
and freeze-dried algac. Fresh and frazen Chaetoceros
samples were very similar in ash values, while in the
casc of Phacodactylum, freezing increased the In-
organic fraction by approximately 50% (lable 1).

This is in part duc lo the tetenlion of difTcrent
guanlitics of sea sall by the vatious samples. 1 also
teflects the substantial loss of lipids evident in the air-

of the ash-free dry weighl Immedialely alter preservation.
percentage loss aler storage.

and frceze-dried algac, immedialely aNer preser-
vation. This increased (he rclalive concenttations of
the other two organic fractions, especially itt the case
of proleins.

Ireezing did hol alter the proximale composilion
and would also seem mote ellicicnt than either of the
other two lechniques when samples need lo be slored
fot long periocls of lime. Twa nionths of starage
tesulled in an approximalely 20% loss of tolal organ-
ics in hoth types of dricd samples, in slightly tore
thant 10% for Ttozen Phaeodactylum, and in less
than 5% fot Chaetoceros. The relative concenlrdtions
of the threc classes of organic constiluenis were
practically unchanged.

The tenson for the high percenlages of lipids lost
initially willi both trying lechniques Is possibly due
lo the fucl that dialowns store al least parl of Iheir
lipids as ol droplels (1tendey, 1964; Raymonl, 1980).
These might be mote volalile than olher types of
liplds, even 4l the low lempetatutes used in this work.

Bacletial degradalion Is the mos! probable expla-
nallon for the Joss of other compounds during

Table 2. Amino ucid composition of Chactocervs sp. and of Phacodactyhun tricornunum *

Chaetoceros Phacadactyhan
Aming ncid A [} (N 3] A n E r [§] 1"
1.y<ined 56 S9 64 s.3 s4 54 58 st 2,
Histidtine | 1.5 19 1.9 24 18 16 1.7 14
Arpinine| 57 16 65 68 6B 59 69 96 i
Asptic acid s e Ino 83 tos los 90 fos
Thiconinet s1 42 46 61 53 52 s6¢ s1 {w 1M
Sctine 68 50 59 68 54 49 6.1 5|
Ghttamic ackl 124 153 to8 97 38 B4 N 134
Mrofine 66 39 51 65 17 10d 66 dd
Glycine s 64 60 53 5§ sd 60 10
Alanine 15 56 14 1) 14 13 15 83
Valine} 61 44 6o 64 s 58 61 64 133 |t
Mecthionine} 23 26 26 24 23 23 20 l9 0717 o076
Isolencinet st ss s6 6o 41 A&7 51 st b2 w09
Leucinet 127 86 %4 14 13 18 a0 89 204 196
I yrosine 45 14 46 56 11 n 43 12 092 {09
Phenylalanine| 54 54 6.8 2] s s 6.9 57 116 .08

*Vnluce me teported ns pescentnges of the total amino acld content.

tEssentinl amine aclds for fish and sheimp.

A: Eyeere diiect: I air-dried (this study): C and 1 Choetaceras calcheany and Ch grocilis tespectvely,
both lieeze dried (Wown. 1991 T2 Ph. telcormuum ficere-diied (Brown, 1991); F: Ph. iricornutum
treeae-diied (Fpitanio e of , 1981) G anc Tt pescentages of essentinf dietary smino acids for fish
and Sulmp 1espectively, based on 0 40% dictary protein level {Tacon, 1990),
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Table 3. Composition and percentages of major fatty acids in the microalgae Chaetoceros sp. and
Phaeodactylum tricornumum (concentrations tn % of lotal fatty acids)

Phaeodacty lum

Chaoetocerns
Freeze-dried Alr-dried Freeze-dried Alr-dried

fatty acid A n A n A /] A o

14:0 214 212 19.1 208 — 49 49 46
16:0 19 218 19.3 201 109 214 2. 28
16:1 53.7 556 490 55.0 408 560 410 419
18:0 —_ 10 1.2 29 — 09 —_ 08
18:1 - — 25 - 15.3 6.2 1.0 5.5
18:2 — — — 03 — 08 — 21
18:3 —_ — —_— 0.) — 0.2 — nd
20:0 — — 79 0.1 — - — —
22:0 - - — 0.5 330 36 28.0 204
22:1 _— 04 —_ —_ —_ —_ —_ —
24:0 — - — — — — — 0.5
% Unsal. 53.7 56.0 51.5 55.6 s6.1 63.2 440 50.9

A: Immediately afer preservation; B: afier two months of slorage.

slorage, since even when Lhey are healthy, mass
cultures conlain fairly high bacterial densities. The
fact thatl losses are gencrally lower in Lhe frozen
samples would seem lo agree wilh Lhis possibility,
although normal oxidalive processes would also have
been slower at low temperatures and might have had
the same final resull.

Amino acids

The amino acid profiles of the two algae do nol
diller greatly (Table 2) and generally agree with those
reported in Lhe literature ler Lhe same or closely
related species (Epifanio er al., 1981; Brown, 1991).
They are, in lact, remarkably similar lo cell protein
of algal origin, including green and blue-grecn algae
(Becker, 1986).

As to the method of preservalion, air- and freeze-
drying gave approximalely similar results. In 2 num-
ber of cases the results oblained with the lwo methods
of preservalion gave a dilference higher than 10%
which, although some authors do not agrece (Soeder,
1981), is usually accepted as the limil of reproducibil-
ity of the analytical method. However, lhese vari-
ations are nol consislenl. The relative concentralion

of one spccific amino acid could increase wilh one
method of preservalion for one species, and decrease
for the olher species, as is the case of, e.g. drginine,
proline and glutamic acid.

For (his class of compounds, both algae are quali-
tatively as well as quantilatively adequiale dielary
sources for fish and shiimp. Irrespective of the
method of preservalion, lhey conlain all the amino
acids known lo be essential for these organisms
(Tacon, 1990). This necds lo be emphaslzed especially
for methionlne: there seems lo be 4 general agreement
thal algal single cell prolein is & poor source of this
amino acid (Schiiltz and Oslage, 1976; Soeder, 1981;
Tacon, 1990). This is clearly not the case fot Chaeto-
ceros and Phaeodactylum, since their methionine con-
tent is more than three limes higher than the
optimum In lish and shrimp diels.

Cysteine was not measured i this work. Like
tyrosine, this Is considered a nhomn-cssential, rather
than esscnlial amino acid (Tacod, 1990) since it may
be synlhesized from methionine probably by de-
melhylation as described by MHochberg and Rahal
(1971) for the Nagellale Ochromonas. lts preseice {n
Phaeodactyhan has been menlioned by Epifanio et al.

Table 4. Major falty acids as percentages of total faity achls in alr-dried and freeze-dried Chaeroceros
sp. and Phacodactylum tricormutum: comparison with literature values

Chaetoceros Phacoductyhom
A ] D B F a

Alr- Freeze Alr- Freeze
Fatty acid dried dried diled diled
14:0 19.1 214 270 109 149 49 - 143 129
16:0 19.3 249 6.5 290 229 230 109 26 293
16:1 H0 11 415 4)2 68 430 40.8 413  3s¢
17:1 - — - — - - — 9.0 —_
18:0 1.2 00 1.2 51 40 — — 24 19
18:1 2.5 0.0 4.6 66 121 1.0 (3.3 — 129
18:2 — — 23 )l 6.) — —_ 0.s s
19:) - — 0.6 10 14 — —_ - w—
200 19 —_ —_ 04 013 —_— —_ 98 —
20:5 — —_ —_ —_ - — 16.9 —_
22:0 -— — — 017 08 28.0 3o —_ —
22: v— — - - — — — -_ e
24:0 i i - - = i i -

A: ait- and freeze-diied Chaeroceros sp. (this study); B, C andd 13: freeze-diled Chaeticerar calchrans,

Charsoceros pracilis | and Chaetoceros gracilis 2, respectively (Volkman et al., 1989); B: Phacoducty-
hum ticornution (this study); F: Cpifanio er af. (1981); O: Arao er ol. (1987).
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(1981) and il is probably presenl in Chaetoceros ds
well. given the already mentioned gesieral similarity
of the amino acid profiles of inany inicioalgde. Even
its absence. however, would hol ciuse 4 dielary
deficiency, since il becomes limiting al concenttations
well below lhose recorded for inclhlonine from
which, as menlioned, il may be synthesized.

Fatty acids

The fatly acid profiles (Table 3) refer lo air- and
frecze-dricd algac, shorlly aler preseivalion and afler
lwo months of slorage. ‘The inlesspecific differerices
lic especially in the almost tolal lack of longer than
16 C chains for Chaeroceras, while 18 and especially
22 C chains represent more than 30% of lhe lolal
falty acids of Phacodactylum.

With only one exceplion, Lhe perccalage of tmsal-
wralion is higher (han 50%; among utisalurhles,
palmiloleic acid is the most abundant In all cascs,
olcic being lhe sccond most importanl it Phacodacty -
.

The melhod of drying scemed lo be tesponsible fot
some dilTeiences in this general piclure: freslily ait-
dricd Chaetoceras had 4 higher than 10% totilenl of
18 and 20 C acids, whicl were lolally abscil 11 the
frecze-dricd sample. ti the case of Phacodact ylu,
the percentage of lotal wisalutales in the freeze-drled
sample was aboul 12% higher, in spite of its lower
conlenl of pahmilic acid, due lo the presence of high
quantilics of the C 18:1 olcic acid.

Stoeage resulled in a slight ihcrease of unsaliirdles
in all Inslances. This might be Importanl, since in all
cases patl of this Increase Is due lo lhe ptesence of
18:2 and 18:2 (linoleic and linolenic) aclds. The
sccond one is generally thought lo be of high diclary
value and the firslt may be desaluraled and chain-
clongated by many fish species lo the cvert Inore
imporlant 20:4n6 arachidonic acid (Tacon, 1990).

Al Ihese tesulls must be tised with propet catilioh:
lirst of alt, lhe loss of lipids aftet freeze- and ait-
drying might have significantly altered the Initlal
biochemival composilion of both algae, modifying
ihe final rclalive concentralions of the varlotis fally
acids in dillerenl ways depending on lhe tredlinent,
on specilic differences of the reserve producls and
possibly. in the case of slorage, o Lhe halure of lhe
temaining producls.

As o the possible benelicial effecls of slorage, lhe

deleterlous effecls of lipid auto-oxldalion hdve heen

documented for @ ntuber of Fish specics (ADCP,
1983; Tacon, 1990). Thus, the efecls of the presencé
of high unsalurates, which are more susceplible (9
Ihis process, ought lo be lesled Ihrough bloassay witly
Iargel organising, before suggesting Ihelr use 48 diel,
cither alone or for the formulation of arlificial animal
fecds.

The data we oblalned with out freshly preserved
samples are compitted (Table 4) to the few available
In ihe literature, for the same or closely telaled
specics. ‘These were tccalculated from |he orlginal

dala sirice lheit sttirl lolal did hol add o 100%, either
because Lhey wete glven s percenliges of lolal lipids
ot, in the tase of Epilanio ef af. (1981, because theit
profile conldlned lwo fally acids which were tol
delecled with ottt melhod. These hive beent Included
i the lable bul tiol used fot the tecalculation of
telallve colicenlrdllons. Il is rematkible how tmost
of the dald tre wilhin or come close ld the tahge of
coiicenltallonis we fouhd, fot the major constituents,
and how lhey vary widely in Ihe minot ones. Whether
these ate feal clonal or species differences, or if they
ate due lo dilletent cullure condillalis ot simply lo
dlilfeiehces i samiple lredlmeiil prlor lo determi-
nalioti fs Uitknowit: én explahationt wil have to wall
unlil a deletivined efforl is made In this direcllon,
especially ot the analylical and sample handling
proceduics, aind on lhe lype bf coinpouhds which dre
lo be tualysed.

tonclUston

Freczing would seeni the mosl teliable lechhique
fot lie preservalloit of mictozlgae, siiice il does hol
allet peiceplibly thelt proxiniale composition even
afet o long perlod of slotage. Bolh nir- &hd freeze-
drying resitll 113 1hé loss of 4 high perceitage of lipids,
which miglil be especldlly limporlanl piveit lhie high
dielary value of soine of {ts ldlly acld cotistiluents.
Dricd algae show d futthet loss of orgahics afiet two
monlhs of slotage, possibly due lo chemical
oxidalioht ot lo bdclerlal &clivily.

The #ming dcid profles of the lwo algde dre
similar. Both have all dimino acids knowti lo be
essenllal fot Nsh and shiinip and 4 highet lhan
hotmal, for ptolelt of tlgal otigin, of the heat
essenlial elhilonlite. Shorl-chaln fally dcids dte
doimingnl i lhe prohiles of bolh #lgae. Howevet,
Phaeadactylun tricornttint hids 8 lilghier tohlenl bf C
18 ahd 20 lhan Chaetoceros.

Slotage of dry #lgae slightly lucreases some of lhe
esschlial Unsalursled fally aclds. Hlowevet, the poss-
Ible Intprovetrienl i dielaty vdlue should be
cohflttiied thtough biodssay3.
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The culture of marine bivalve molluscs depends on the availability of large
quantities of microalgae (De Pauw 1981; Webb and Chu 1982). This is especially true
when conditioning adults for later induction of spawning,a common practice inmany
aquaculture facilities, which all employ luxury feeding of organisms being
conditioned (Coeroli et al. 1984; Grant and Cranford 1989). When feeding a target
organism, consideration is generally given only to the amount of feed supplied and
to its intrinsic quality. However, the strategy of supply should also be considered,
since different species may have different feeding behaviours involving, among
others, presence or absence of diel cycles or diminished particle retention efficiency
at high and/or low food concentration (Reid 1982). Even when the clearance rate
remains constant, the microalgae may be used with different efficiency, due to
production of pseudofaeces or to shortened gut retention times (Smaal 1991), which
wouldresult in an inefficient use of the available food. Therefore, given the high costs
involved in mass microalgae production, the strategy of supplying food to adults is

an important factor in determining the total production costs of a commercial

hatchery.

Concerning the intrinsic quality of the food, different species or even different
strains of the same species of microalgae may differ widely in their dietary value. The
same microalga may be considered as an excellent or poor food source, depending
on conditions under which it is being grown and, even when these are similar, on the
organism to which it is fed. This led De Pauw and Persoone (1988) to the conclusion

that there is no general criterion for choosing a microalgal diet.



Inthe present paper weevaluated the dietary value of four microalgae delivered

continuosly or in rations to juveniles of Mytilus galloprovincialis Lmk.

Microalgae used were local clonal isolates CH-X-1 (Chaetoceros sp.), IS-X-1
(Isochrysis sp.), PH-T-1 (Phaeodactylum tricornutum Bohlin) and TE-X-1

(Tetraselmis sp.) of CICESE's collection, grown in "f' medium (Guillard and Ryther
1962) in 15 1 carboys. Volumes of the cultures equivalent to 50 (CH-X-1), 30 (IS-X-1),
75 (PH-T-1) and 30% (TE-X-1) of their total volume were harvested daily. This
maintained the microalgae in near-exponential growth, since these dilution rates are

close to the maximum values of the cell division rates reported for these clones

(Trujillo-Valle 1993).

Lighting was continuous with two Cool White and two Daylight fluorescent
tubes, giving an approximate light concentration of 120 .E/ m?/s.pH was maintained

between 7.5 and 8.2 by unmetered, continuous CO, injection.

Cell concentrations were checked daily by haemacytometer counts and total
and organic dry weights were obtained filtering an appropriate volume of culture
through a precalibrated Whatman GF/C glass fiber filter. The samples were dried
in a convection oven at 60 °C for 8 hours, weighed to the nearest 0.1 mg, ashed in a
muffle furnace at490 °C for 12 hours and reweighed to obtainash content. The organic

dry weight was obtained by difference (Sorokin 1973).

The proximate composition of each species was obtained from experiments run

in parallel (L6pez-Elias and Voltolina 1993; Gonzélez-Medina 1991): protein with the



method of Lowry etal. (1951), as modified by Farber (1986), carbohydrates according
to Dubois et al. (1956), after the treatment detailed in Whyte (1987) and lipids with

the colorimetric method of Pande et al. (1963) after extraction following Bligh and

Dyer (1959).

Due to space constraints, the feeding experiment was run first with Chaetoceros

and Jsochrysis and repeated later for the two remaining species. Twolots of juvenile
(20 to 30 mm in height) Mytilus galloprovincialis Lmk. were obtained from a local

aquaculture farm and acclimated in the laboratory for two weeks, during which time
they were fed ad libitum with a mixture in equal parts of the two microalgae to be
used in the experiment. After this time, 12 groups of 15 organismseach where selected
at random and distributed in an equal number of 15 1 aquaria, after checking the
homogeneity of their size distributions by analysis of variance, and starved for 48

hours, to avoid overestimation of the initial weight due to their gut contents.

For each of the two lots 15 organisms were sampled. The initial height was
measured with a vernier calliper to the nearest 0.1 mm and the total and ash-free dry
weights of the meat and the dry weight of the shell were obtained with the same
gravimetric methods detailed earlier for microalgae, but drying for at least 12 hours

or to constant weight.

The daily ration was determined previously with some mussels fed mornings

and evenings, during several days, amounts of microalgae equivalent,on adry weight

basis, to daily totals of 4, 6 and 8% of the dry weight of the mussels ( half rations of



2,3 and 4% in the mornings and in the evenings, respectively). The first ration was
consumed within two-three hours and 8 % caused the production of pseudofaeces.
Therefore the subsequent experiment was run with the 6% ration, in which no

pseudofaeces were noted throughout the trial.

The mussels were fed for 31 days, with no adjustment of the ration for body
growth. For each alga three aquaria received the given ration, divided into one
morning and one evening aliquot. The other three groups of organisms were fed the

same amount of that microalga, but supplied continuously during 24 hours with a

peristaltic pump.

Experimental conditions were: temperature 21 + 1 °C, pH 7.9 + 0.1, oxygen to

100 % saturation. The aquaria were cleaned daily and the water changed with the

same frequency.

At the end of the experiment the mussels were again starved for 48 hours, and
their final shell height, total and ash-free dry weights of the meat and dry weight of

the shells were obtained as described previously.

The condition index was calculated with the equation (AFDW/DWS) x 1000,
where AFDW = Ash-free dry weight of the meat and DWS = dry weight of the shell

(Lucas and Beninger 1985).



Food conversion ratios (FCR) were obtained following Sedgwick (1980) but
using total and ash-free dry, rather than wet, weights of the meat, with the formula:
FCR= Total dry weight of food fed / tissue weight gained. 100/FCR gives the

percentage of food converted into tissue (growth efficiency).

In all cases, height and weight increases of Muytilus galloprovincialis fed

continuously with one microalga did not differ from those obtained with the same
microalga administered in two daily rations (one-way ANOVA, a = 0.05). All the
results obtained with each microalga were therefore pooled and compared to those

of the other diets (Table 1).

Height increases ranged between 1.8 and 2.5 mm (both for Chaetoceros) and
there was no difference between diets. However, all weight increases and the related
body conditionindices differed significantly. Inall cases, Tetraselmis gave the poorest
results, with some overlap with Isochrysis for shell dry weight and with
Phaeodactylum for dry meat weight. Chaetoceros produced the best growth. Eveniif

there was some overlap, it consistently outranked the remaining diets.

The final body condition index was low for Tetraselmis-fed M. galloprovincialis,
the highest was with Chaetoceros and there was no significant difference when

Phaeodactylum and Isochrysis were fed (Table 1).

The best food conversion ratios were again with Chaetoceros, since

approximately 40 and 25 % of its biomass was converted by Mytilus galloprovincialis



into total and organic body dry weights respectively. The poorest ratio was with
Tetraselmis and it was especiall ylow in the case of conversionintoorganicdry weight,

which was only about 6 % (Fig. 1).

There are few examples in the literature that describe the evaluation of food
supply strategies for bivalves. Langton and McKay (1976) obtained higher growth
rates for Crassostrea gigas juveniles fed discontinuously with a mixture of different
microalgae, which they attributed to a higher amount of food ingested as well as to
a better assimilation efficiency. In our esperiments there was no difference due to
feeding regime, possibly because the division in aliquots of the daily ration kept the
initial cell concentrations within optimum values for assimilation. For many molluscs
this is known to be dependent on particle concentration, being lower at high food
densities (Widdows and Bayne 1971; Widdows 1978). However, for some species it
is independent of food availability, as long as it remains within a range of optimal
values, which depends on the species and on environmental conditions (Rico-Mora

1987; Del Rio-Portilla et al. 1992).

Inthe case of our experiment, particle concentration remained within this range,
since we fed our organisms 50% more microalgae than would produce pseudofaeces,
had they been supplied only in one ration, as has been shown for several other
molluscan species (Tenore and Dunstan 1973; Foster-Smith 1975; Smaal 1991). We
did not try to take advantage of the fact that Mytilus galloprovincialis, like Mytilus
edulis, is a continuous feeder (Riisgard and Mohlenberg 1979) by feeding even higher

rations on a continuous basis, which might have resulted in a better weight gain.



However, we obtained evidence with another mytilid (Modiolus capax Conrad) that,

atequalrations,a continuous supply of food yields the sameresults as discontinuous

feeding.

The data available on the average composition of the microalgae grown in our
laboratory indicate that Tetraselmis and Isochrysis have the highest protein content
and Tetraselmis the lowest lipids. Isochrysis has the lowest ash content and
Chaetocerosthe highest. Thedifferences are notlarge(Table2), but our results showed
Chaetoceros as the best food, in spite of its high ash content.

The use of Isochrysis, considered an excellent food for many filter-feeders (Ewart
and Epifanio 1981, Sukenik and Wahnon 1991), but which often has some technical
problems in large-scale cultures (Coeroli et al. 1984), had no advantage over
Phaeodactylum and it was a poorer food than Chaetoceros sp., both less demanding
and easier to maintain in culture. It should be noted that Phaeodactylum is not
generally considered as a good food source (Davis and Guillard 1958, Epifanio et al.
1981), although it has been used successfully for growing oyster larvae (Wilson 1978)

and for feeding juveniles of some bivalves (Foster-Smith 1975).

Tetraselmis is a species with high quality since the ratio of protein content/cell
volume ishigh compared to that of many other species used inaquaculture. However,
its value as food is low, possibly because of the presence of a rigid cell wall which

mightmake itdifficultto digest (Brown et al. 1989). In fact Rico-Mora (1987), infeeding
experiments with the mytilid Modiolus capax, obtained assimilation efficiencies as



low as 50 % for this microalga.
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Table 1. Mean increases (in parenthesis standard error) in shell height, in total and organic meat dry
weight and in shell weight and final condition index of Mytilus galloprovincialis, when fed four
different species of algae under two feeding regimes for 31 days. The results of the comparisons for
each type of increment (one way analysis of variance and LSD test: a. = 0.05) are indicated for each
column. Equal letters indicate lack of significant difference (example: a, ab, bc indicate that a is

significantly smaller than bc and that there is no difference between a and ab nor between ab and

be).
Weight increases (mg)
Microalga Initial  Height meat meat shell Condition
height increase total organic total Index
(mm) (mm) %

Chaetoceros (C) 256(024)  245(025) 4659 (291)  29.94(1.96)  242.02 (20.65) 93.76 (1.58)
Chaetoceros (R) 260(024)  181(022)  3880(268) 2567(1.71)  203.48(16.37) 93.19 (2.28)
Chaetoceros (X) 257(017)  206(017)  4270(2.00)  27.80(1.30)  222.75(13.20) 93.48 (1.38)

a € c b c
Isochrysis (C) 259(031)  210031)  3570(321)  21.71(191)  22348(2356)  84.94(1.82)
Isochrysis (R) 258(026)  194(027)  3611(306)  21.00(191)  192.59 (19.72) 87.00 (1.83)
Isochrysis (X) 259(0200  2.03(020) 35902200  21.36(1.31)  208.04(15.36) 85.97 (1.29)

a be b ab b
Phaeodactylum (C) 256(024)  240(028)  3538(3.74)  2550(2.68)  268.17 (21.76) 81.12 (2.71)
Phaeodactylum (R) 250(024)  200(024)  2295(4.67)  1951(2.44)  191.11(17.71) 82.06 (3.25)
Phaeodactylum (X) 253(0.17)  22(0.18)  29.16(3.00)  22.50(1.81)  229.64 (14.51) 81.59 (2.10)

a ab bc b b
Tetraselmis (C) 245(034)  200(034)  2432(487)  1048(2.25)  145.01 (23.53) 72.88 (2.01)
Tetraselmis (R) 243(035  208(032)  2624(383) 13.72(2.65) 164.31(2665) 7599 (2.19)
Tetraselmis (X) 244(024)  204(023)  2528(3.10) 12.10(1.72)  154.66 (17.70) 74.43 (1.50)

C = continuous feeding; R = feeding in two daily aliquots; X = mean of C and R.
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Table 2. Average composition of the four microalgae used in the feeding experiment of Mytilus
galloprovincialis. The organic fractions have been recalculated as mean % of the total organic
contents, from Lépez-Elias and Voltolina (1993) and from Gonzélez-Medina (1991).

Chaetoceros Isochrysis Phaeodactylum Tetraselmis
PROTEIN 60.3 65.4 59.1 68.9
CARBOHYDRATES 16.0 12.3 16.7 14.0
LIPIDS 237 223 242 17.1
ASH 18.6 7.2 16.8 171
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Figure 1. Food conversion ratios (dry weight of food/dry meat increase) of Mytilus
galloprovincialis fed four different species of algae. Ch = Chaetoceros sp.; I =
Isochrysis sp.; Ph = Phaeodactylum tricornufum; T = Tetraselmis sp. White
columns: gross conversion (total dry weight of food/total dry meat increase);
Shaded columns: net conversion (total dry weight of food/ash-free dry meat

increase). Lower values indicate higher food conversion efficiency.
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