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CRECIMIENTO Y SUPERVIVENCIA DE POSLARVAS DE ABULON (Haliotis
rufescens) ALIMENTADAS CON DIETAS MONOESPECIFICAS DE DIATOMEAS
BENTONICAS CONSERVADAS EN FRIO

Resumen aprobado por:

Dra. M. del Pilar SAnchez Saavedra
Director de Tesis

Durante la produccién comercial de cultivos de abulén uno de los factores
importantes es lograr un suministro adecuado de alimento para obtener altas tasas
de crecimiento y altos porcentajes de supervivencia. El objetivo de éste trabajo fue
evaluar el crecimiento y la supervivencia de poslarvas de abulén rojo (Haliotis
rufescens) alimentadas con dietas de diatomeas bentdnicas conservadas en frio (4
°C). Para este proyecto se utilizaron siete especies de diatomeas bentdnicas
(Nitzschia thermalis var. minor, dos diferentes cepas de Nitzschia laevis (cepa Ay
B), Nitzschia cf. fonticola var. pelagica, Nitzschia frustulum var. perminuta,
Navicula incerta y Navicula byskanterae), aisladas de las costas del Pacifico de
México. Se mantuvieron cultivos monoespecificos, no axénicos y por triplicado en
recipientes plasticos de 20 | con 16 | de medio “f” a 20 + 1 °C y con iluminacién
continua de 100 pE m? s™. Para cada especie de diatomeas se obtuvo la biomasa
total de los cultivos y fue almacenada en alicuotas en oscuridad y con refrigeracion
por un periodo de ocho semanas. Se encontr6 que las siete especies de
diatomeas tienen viabilidad para el crecimiento después de ocho semanas de
almacenamiento en frio. Se evaluaron diferencias significativas en la densidad
celular y la tasa de crecimiento de las siete especies de diatomeas durante el
periodo de almacenamiento en frio. La composicién proximal y el contenido de
pigmentos aumentan a partir de la semana cinco de almacenamiento en frio y se
evalu6 mayor cantidad de carbohidratos.

Cuando se mantuvieron poslarvas de abulén rojo alimentadas con diatomeas
frescas (sin preservar) y conservadas en frio de las especies N. thermalis, N.
byscanterae, N. frustulum, N. fonticola y N. incerta, se obtuvieron
significativamente mayores longitudes de las poslarvas con diatomeas
conservadas en frio. La mayor tasa de crecimiento de las poslarvas (63.1 um d™)
fue obtenida al utilizar como alimento la diatomea N. incerta conservada en frio.
Se encontraron diferencias significativas en la supervivencia de las poslarvas
alimentadas con diatomeas frescas y diatomeas conservadas en frio. Se encontro
mayor supervivencia en las poslarvas alimentadas con diatomeas frescas.

Este trabajo muestra que pueden ser almacenadas en frio siete especies de
diatomeas bentdnicas por al menos ocho semanas y que mantienen su viabilidad
para el crecimiento y sin grandes cambios en su composicion bioquimica. Las



diatomeas preservadas en frio proporcionan los nutrientes necesarios para
obtener altas tasas de crecimiento de poslarvas de abuldn rojo.

Palabras claves: Preservacion en frio, diatomeas bentonicas, viabilidad,
composiciéon proximal, Haliotis rufescens.



ABSTRACT of the thesis presented by Claudia Maria Miranda Saucedo as a partial
requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree in AQUACULTURE. Ensenada,
Baja California, September, 2011.

GROWTH AND SURVIVAL OF ABALONE POSTLARVAE (Haliotis rufescens)
FED WITH REGIMES OF BENTHIC DIATOMS IN COLD STORAGE

During the commercial production of abalone, food supply is an important factor to
obtain high growth and survival rate. The objective of this study was measured the
growth and survival of red abalone postlarvae (Haliotis rufescens) fed with benthic
diatoms maintained in cold storage (4 °C). For this study seven species of benthic
diatoms (Nitzschia thermalis var. minor), to different strains of Nitzschia laevis
(strain A and B), Nitzschia cf. fonticola var. pelagica, Nitzschia frustulum var.
perminuta, Navicula incerta y Navicula byskanterae), isolated from the Pacific
coast of México were used. Monospecific non-axenic diatoms were cultured in
triplicate in 20 | plastic containers with 16 | of medium “f” at 20 °C £ 1 and 100 uE
m?s™. For each diatoms strain the total algal biomass was collected and stored in
dark conditions and refrigerated for eight weeks. All seven benthic diatoms species
placed for eight weeks showed viability and growth after eight week in cold
storage. Significant differences in cell density and growth rate were detected
among all seven diatom species in cold storage. A higher carbohydrate and
pigment content was detected after five weeks in cold storage.
Abalone postlarvae fed with cold storage strains of N. thermalis, N. byscanterae, N.
frustulum, N. fonticola y N. incerta showed significant difference in growth rate than
those fed with fresh benthic diatoms (without preservation). Postlarvae fed with
cold stored N. incerta showed the higher growth (63.1 pm d™), and postlarvae fed
with fresh cultured diatoms showed a higher survival rate.
This study showed that all seven species of benthic diatoms preserved in cold
storage for at least eight weeks, maintained their viability, growth rate and
biochemical composition without significant changes. The benthic diatoms placed
in cold storage can supply all nutrient requirements to obtained a high growth rate
in abalone poslarvae.

Keywords: Cold storage, benthic diatoms, viability, biochemical composition,
Haliotis rufescens.
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Capitulo |

Introduccién

Los abulones (Haliotis spp.) son organismos herbivoros que habitan en cuevas,
grietas o refugios entre rocas donde pueden encontrar proteccion contra los
depredadores (Hahn, 1989). Sus poblaciones se distribuyen en agregaciones las
cuales estan relacionadas a la heterogeneidad de substratos y a la discontinuidad
de los mantos de macroalgas, asi como la capacidad de dispersion de las larvas
(Ledn-Carballo y Mucifio-Diaz, 1996).

Los abulones son gasterépodos, dioicos que producen gran cantidad de gametos
durante el desove (de 0.5 a 3 millones por hembra), sin embargo, sélo una
pequefia cantidad de éstos llegaran a ser abulones adultos (Hahn, 1989). La
fecundacion en el abuldn es externa y después de 4 a 15 dias la larva veliger tiene
metamorfosis e inicia la exploracion del fondo marino. Después de la metamorfosis
inician su vida benténica como poslarva. El periodo de poslarva continla hasta la
formacion del primer poro respiratorio, que ocurre entre uno y tres meses de edad,
dependiendo de las condiciones ambientales y la alimentacién, lo que marca el
inicio del estadio juvenil. En condiciones de cultivo, los organismos que logran
llegar a esta etapa (aproximadamente del 10 — 20% de las poslarvas iniciales),
alcanzan supervivencias entre el 90 — 99% (Ebert y Houk, 1984; Hahn, 1989;
Leighton, 2000).

En la peninsula de Baja California, México la pesqueria del abul6n es una de las
MAas importantes y en esta regién habitan de forma natural las especies de abulon
H. corrugata (abuldén amarillo), H. rufescens (abulon rojo), H. fulgens (abulon azul),
H. sorenseni (abuldén chino) y H. cracherodii (abulén negro). La distribucion de

estas especies esta comprendida desde la frontera sur de Estados Unidos de



América hasta el Estero el Conejo en Baja California Sur, México (Pérez-Mufioz,
1995; Ponce-Diaz et al., 2000).

El cultivo de este molusco en nuestro pais ha alcanzado su mayor desarrollo en
los ultimos 16 afos, contando con el apoyo académico de la Universidad
Autonoma de Baja California (U.A.B.C.) y otras instituciones, asi como de
cooperativas pesqueras y del sector privado (Salas-Garza y Searcy-Bernal, 1992).
En 1984, se inicid6 en México la operacién de dos laboratorios para la produccion
de semilla destinada al repoblamiento situadas en el ejido Eréndira, Baja California
(B.C.) y en Bahia Tortugas, Baja California Sur (B.C.S.). A partir de 1985, el
Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (I..O-UABC.) inici6 estudios para
mejorar las técnicas de cultivo en laboratorio y campo (Martinez-Ponce y Searcy-
Bernal et al., 1998). A raiz de dichos estudios se desarrollé6 un experimento de
escala piloto-comercial en la Isla de Todos Santos, B.C., que dio lugar en 1993 al
primer proyecto a nivel comercial con la formacion de la empresa Abulones
Cultivados S. de R.L. de C.V., que actualmente desarrolla todas las fases de
produccion en el cultivo de abuldn rojo en el ejido Eréndira (Pérez-Mufioz, 1995).

En el Centro de Investigacion Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada
(CICESE), se iniciaron los primeros estudios para relacionar la composicion
proximal de distintas especies de diatomeas benténicas aisladas de Baja
California y la tasa de crecimiento y supervivencia de poslarvas de abulén (Correa-
Reyes et al., 2001; Simental-Trinidad et al., 2001; Carbajal-Miranda et al., 2005;
Correa-Reyes et al., 2009).

Dentro de las técnicas de cultivo, la produccién de poslarvas y juveniles es
fundamental, por lo que los factores que influyen en la mortalidad y crecimiento en
esta etapa deben ser claramente entendidos (Hahn, 1989). La produccién de
juveniles de abulon inicia con la induccion al desove utilizando métodos quimicos y
fisicos, y con el cultivo de larvas (4 a 7 dias) en flujo continuo o con recambios de

agua. El periodo larval dura aproximadamente una semana y no se requiere



proporcionar alimento ya que las larvas son lecitotroficas. Estas son inducidas a la
metamorfosis en estanques con superficies colonizadas por diatomeas o bien con
acido gamma-aminobutirico (GABA). Durante la metamorfosis las larvas pierden el
velum, secretan una nueva concha peristomal y desarrollan el sistema digestivo
para permitir la alimentacion exdgena a base de bacterias, diatomeas y otros

microorganismos (Hahn, 1989; Salas-Garza et al., 1992; Kawamura et al., 1998).

El abuldén en la etapa poslarval tiene un tamafio promedio inicial de 250 ym y
finaliza cuando tienen 2,000 um aproximadamente. Las poslarvas se alimentan de
la biopelicula que cubre las superficies de cultivo, la cual esta compuesta por una
capa de microorganismos (diatomeas y bacterias principalmente) y materia
organica asociada. Estas biopeliculas se forman proporcionando luz y flujo de
agua a los tanques de cultivo y ocasionalmente inoculando diatomeas (Roberts et
al., 2000). Los microorganismos, incluyen diversas diatomeas bentonicas de la
flora local de la regién cultivadas en substratos artificiales o cultivos especificos de
especies aisladas de la flora de la regibn como Navicula incerta, Nitzschia spp., y

Cocconeis spp. (Ponce-Diaz et al., 2003).

Debido a la disminucién de las capturas de abuldén por actividad pesquera, el
cultivo de este molusco en Baja California es una actividad importante en la
produccion. En el afio de 1996 se estimdé una pesqueria cercana a las 1100
toneladas y para el afio 2008 ésta ha disminuido a 794 toneladas de peso total
(SAGARPA, 2008). Tales efectos es las poblaciones naturales son probablemente
el resultado de la sobrepesca, incluso fenbmenos naturales como EI Nifio de 1997
a 1998, el cual redujo drasticamente los mantos de macroalgas, siendo estos la
principal fuente de alimento de juveniles y adultos de especies de abul6n (Ponce-
Diaz et al., 2003).

Las microalgas han pasado a ser organismos de interés industrial, por la
posibilidad de realizar cultivos masivos para alimentar organismos herbivoros

filtradores y obtener productos especificos como vitaminas, proteinas, acidos



grasos no saturados y pigmentos. Sin embargo, el cultivo masivo de microalgas
para la alimentacion de larvas y juveniles de moluscos, es uno de los factores
limitantes o asi llamados “cuellos de botella” ya que una alimentacién deficiente
en cantidad y calidad nutricional, causara problemas de adecuado crecimiento y
supervivencia en etapas posteriores de desarrollo y por consecuente perdidas
econémicas (Cabrera y Montecino, 1987).

La produccion de cultivos semiintensivos de diatomeas, requiere de condiciones
especificas, por lo que la conservacion de cultivos microalgales a bajas
temperaturas durante largos periodos hasta por varios meses y que sean viables
para su posterior utilizacion, es una importante alternativa para reducir el tiempo
asociados con el mantenimiento de diatomeas bentdnicas y los costos que
representaria la pérdida de la produccién por falta de alimento y calidad de las
poslarvas (Voltolina, 1994; Sdnchez-Saavedra, 2006).

En las granjas comerciales la reinoculacion con diatomeas bentdnicas
suministradas como alimento no se basa en estudios cientificos, en la rutina diaria
se agregan indéculos no cuantificados con periodicidades aparentemente
suboptimas, ya que las superficies de los tanques de cultivo se observan
frecuentemente sin suficientes diatomeas. Ademas, no se cuenta con el equipo
necesario para cubrir la demanda de diatomeas utilizadas como alimento en el
caso de problemas asociados a fallas técnicas en el suministro de aire, la energia
eléctrica, la calidad de agua, las mareas rojas, la contaminacion por otras
microalgas, las bacterias, los protozoarios, y otros factores. Lo anterior ha
ocasionado serios problemas en el adecuado abastecimiento de diatomeas
utilizadas para alimentar las poslarvas de abulén. Es necesaria la busqueda de
alternativas para asegurar el continuo abastecimiento de alimento, y una
promisoria alternativa es el uso de concentrados de diatomeas bentdnicas
almacenadas en frio.

La preservacion de cepas de microalgas por largos periodos es reconocida como

un medio para mantener células del cultivo original, de esta manera también hay



una reduccién del tiempo, del equipo y del espacio requerido para mantener las

colecciones que proveen microalgas.

I.1. Antecedentes

El desarrollo de las técnicas de cultivo de abulon en diversas partes del mundo, ha
demostrado el alto potencial que tiene la acuicultura para incrementar los
volumenes de produccion comercial. En las granjas y laboratorios de produccién
de abuldn, uno de los principales problemas esta relacionado con poder satisfacer
los requerimientos nutricionales por medio de la alimentacion adecuada en las
primeras etapas de vida, ya que es un factor fundamental para el desarrollo de
esta actividad (Kawamura et al., 1995, 1998). En México parte del proceso del
cultivo ya se conoce, sin embargo se siguen teniendo aun altas tasas de
mortalidad (90%) en la fase de poslarva y/o juvenil temprano (Ponce-Diaz et al.,
2003).

Shilling et al. (1996), afirman que las larvas de H. rufescens pueden utilizar hasta
un tercio del material organico disuelto en el agua para sostener las funciones
metabdlicas, y pueden vivir hasta 30 dias dependiendo de la cantidad de este
aporte una vez que han agotado las reservas del saco vitelino. La tasa de
pastoreo de las poslarvas de abulén (Haliotis spp.) se encuentra relacionada con
la edad de las poslarvas asi como con la densidad de alimento. En Haliotis
rufescens, la actividad de pastoreo es minima durante la primera semana de vida
y se incrementa abruptamente después de la segunda y tercera semanas después

del asentamiento (Martinez-Ponce y Searcy-Bernal, 1998).



Las poslarvas de Haliotis spp. tienen preferencia por ingerir diatomeas pequefas
(<35um) como Navicula incerta y Pinnularia biceps, en presencia de diferentes

especies de diatomeas (Siqueiros-Beltrones y Voltolina, 2000).

Para tratar de mejorar la eficiencia de crecimiento y de supervivencia en esta
etapa, se han realizado distintos trabajos que asocian el crecimiento del abul6n
con la composicion proximal de las diatomeas bentdnicas utilizadas como alimento
de poslarvas de abulon. Correa-Reyes et al. (2001), evaluaron el valor nutrimental
de diferentes especies de diatomeas bentonicas al ser suministradas como
alimento en cultivos monoespecificos y concluyeron que el crecimiento de las
poslarvas de H. rufescens esta en relacion a las caracteristicas bioquimicas de las
diatomeas bentonicas. Simental-Trinidad (2002) investigé el efecto del
enriguecimiento de laminas de Macrocystis pyrifera por medio de la colonizacion
selectiva con la diatomea bentdnica N. incerta y evalu6é que tienen un alto valor

nutrimental y aumentan la tasa de crecimiento en juveniles de abulén rojo.

En el 2002, Carbajal-Miranda evaluo el crecimiento en poslarvas de H. rufescens
utiizando como alimento dietas monoespecificas y mixtas de diatomeas
bentdnicas, encontrando una mayor tasa de crecimiento al ser alimentadas con el
cultivo monoespecifico de N. incerta.

En diferentes partes del mundo se han realizado intentos para tratar de sustituir el
uso de microalgas vivas, en algunos estudios se ha experimentado con dietas
formuladas como microcdpsulas y uso alternativo de microorganismos como
bacterias (Couteau y Sorgeloos, 1992), sin embargo, éstos han sido descartados
como sustitutos de las microalgas vivas ya que no proporcionan igual crecimiento
y supervivencia en los organismos que los consumen. Las microalgas vivas tienen
un mayor valor nutritivo y mejor digestibilidad comparada con muchos sustitutos, la
calidad nutricional de las fuentes de alimento, dependen de muchos constituyentes
bioquimicos como &cidos grasos, vitaminas, esteroles y carbohidratos (Siguineau
et al., 1996).



Son pocos los trabajos en los cuales se menciona la utilizacién de concentrados
de microalgas. Las condiciones de crecimiento del cultivo previo a su conservacion
en frio, pueden ser modificadas para cambiar la composicion bioquimica que
permita aumentar la tolerancia a las bajas temperaturas. Estos cambios incluyen:
la edad del cultivo (Morris, 1976), la temperatura de incubacién (Morris, 1976), la
composicién bioquimica (Morris et al., 1977), la limitacién de nutrientes (McLellan,

1989) y el potencial osmatico del medio (Canavate y Lubian, 1995).

Roland y Broadley (1990), utilizaron concentrados de las diatomeas Thalassiosira
pseudonana y Skeletonema costatum como suministro de alimento provisional y
por corto plazo para alimentar larvas pediveligers de Crassostrea gigas, no se
observaron mortalidades al suministrar estas microalgas como alimento y

promovieron el crecimiento.

Diferentes técnicas han sido utilizadas para concentrar y preservar microalgas
para alimento de moluscos bivalvos como las microalgas secas con atomizacion
(spray-dryer) y liofilizados de algas que tienen bajo éxito al emplearse como
alimento para larvas de las almejas Mercenaria mercenaria y Saccostrea
glomerata (Numaguchi y Nell, 1991). Cordero-Esquivel y Voltolina-Lobina (1996),
realizaron ensayos comparativos al utilizar microalgas congeladas y microalgas
liofilizadas, como aporte de alimento para mejillén Mytilus galloprovincialis
mostrando mayor rendimiento los organismos alimentados con microalgas
congeladas, éstos resultados reflejaron una menor tasa de degradacion
bioquimica en las microalgas almacenadas en congelamiento que las liofilizadas.
Un factor limitante para la inclusion comercial de concentrados de microalgas ha
sido la incapacidad de crear pastas que conserven un alto valor nutricional y
mantengan viabilidad para su crecimiento. Entre las distintas técnicas utilizadas
para conservar cultivos microalgales, estan el uso de pastas secas, el
congelamiento y la refrigeracion entre los métodos mas utilizados (Knauer y
Southgate, 1999).



Souza et al. (2002) demostraron que concentrados de Chaetoceros muelleri y
Thalassiosira pseudonana almacenados durante 6 semanas a 4 °C se pueden dar
de alimento a larvas de Penaeus monodon y promueven tasas de supervivencia

similares a las de alimentar con las microalgas frescas.

Uno de los pocos antecedentes de la preservacion exitosa de diatomeas
bentonicas por frio y sin uso de crioprotectantes para Navicula incerta y
Amphiprora paludosa var. hialina. Se encontré que estas dos especies mantienen
su viabilidad para crecer y presentan pocos cambios en la composicidén bioquimica
después de 4 semanas de almacenamiento a 4 °C por medio de refrigeracion y
oscuridad (Sanchez-Saavedra, 2006).

Ponis et al. (2008), realizaron la produccién y preservacién de la microalga
Pavlova lutheri, en corto plazo. El almacenamiento se realiz6 durante 23 dias a
diferentes temperaturas (1, 4, 25 °C) y como conservantes acido ascorbico y
propanoico con burbujeo de aire. Se obtuvo que a bajas temperaturas (1 y 4 °C) el
tiempo de vida de la microalga en almacenamiento fue mayor, pero se dio una

disminucién del 70% del contenido total de acidos grasos.

La diatomea Cylindroteca closterium mantiene su viabilidad de crecimiento
después de ser mantenida a baja temperatura (4 + 1 °C) y en oscuridad por un

periodo de 21 semanas (Araujo et al., 2008).

La cantidad de acidos grasos es modificada conforme disminuye la temperatura,
hay un aumento en la produccién de acidos grasos saturados e insaturados, lo
que aumenta la fluidez de las biomembranas (Koven et al., 1989). Se ha
encontrado que especies del género Nitzschia spp. producen altos niveles de
acidos grasos a bajas temperaturas, por lo que se estudian para ser utilizadas

como alimento en estadios tempranos de moluscos (Renaud et al., 1995).

Un factor importante que limita la utilizacibn comercial de concentrados de

microalgas es la baja disponibilidad de pastas que conserven un alto valor



nutricional y alta viabilidad en su crecimiento por el almacenamiento prolongado

en bajas temperaturas y sin aditivos quimicos.
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Capitulo Il

Objetivos

1.1 General

Evaluar el crecimiento y la supervivencia de poslarvas de abulén rojo (Haliotis

rufescens) alimentadas con dietas de diatomeas bentdnicas conservadas en frio.

II.2 Especificos

o Evaluar la viabilidad para el crecimiento y la composicion bioquimica
de siete especies de diatomeas bentonicas almacenadas en frio a 4 °C (por

refrigeracion) durante dos meses.

o Evaluar la tasa de crecimiento y el porcentaje de supervivencia de
poslarvas de H. rufescens al suministrar como alimento dietas
monoespecificas de cinco especies de diatomeas bentdnicas almacenadas

en frioa 4 °C.
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Capitulo llI

Materiales y Métodos

I1l.1. Caracteristicas de las diatomeas

Las siete cepas de diatomeas bentonicas que se utilizaron en este trabajo fueron
provistas de la coleccion particular del Laboratorio de Microalgas del
Departamento de Acuicultura del CICESE. Seis de las especies de diatomeas
bentdnicas que se utilizaron provenian de aislamientos de cepas de Baja
California: Nitzschia thermalis var. minor, dos diferentes cepas de Nitzschia laevis
(cepa A y B), Nitzschia cf. fonticola var. pelagica, Nitzschia frustulum var.
perminuta aisladas por Correa-Reyes (2001), la cepa de Navicula incerta fue
donada por la empresa “Abulones Cultivados S. de R.L. de C.V.” en el Ejido
Eréndira, la cual fue aislada de las costas de la Bahia Todos Santos por personal
del Laboratorio de Microalgas del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (IIO)
de la Universidad Autonoma de Baja California. Ademas, se utilizé6 una cepa de

Nayarit Navicula byskanterae aislada por Aguilar-May (2002).
[ll. 2. Cultivo de diatomeas para produccién de biomasa

El cultivo de diatomeas se llevé a cabo en el laboratorio humedo central del
Departamento de Acuicultura del CICESE. El agua de mar utilizada para los
cultivos fue provista del sistema cerrado del laboratorio, la cual fue filtrada e
irradiada con rayos ultravioleta. Los cultivos se mantuvieron con iluminacién
continua provista por lamparas fluorescentes de 1.2 m y 40 Watts con irradiancia

de 100 pE m?s™ y temperatura controlada en valores de 20 + 1 °C.

Se inoculd cada una de las especies de diatomea en matraces con 100 ml de
medio de cultivo “f” preparado segun las recomendaciones de Guillar y Ryther
(1962).
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Los cultivos de las siete especies se mantuvieron de forma estatica, no axénicos y
en volumenes progresivamente mayores desde matraz Erlenmeyer de 225 mi
hasta Erlenmeyer de 1000 ml los cuales contenian medio de cultivo “f". A los
matraces de 225 ml se les adicion6 100 ml de agua de mar filtrada y medio de
cultivo, para los matraces de 1 L se adicion6 700 ml de agua de mar y la cantidad

correspondiente de medio de cultivo “f". En todos los casos el medio de cultivo se

-2
esterilizd en una autoclave Yamato SE300 a 121 °C y 1.05 kg m de presion
durante 30 minutos. Semanalmente se reinocularon los cultivos de cada especie
con el medio de cultivo y condiciones de cultivo ya indicadas en lineas atras, esto

con el fin de tener un cultivo en fase de crecimiento exponencial.

Los cultivos mantenidos en matraz de 1 L sirvieron como in6culo para cultivos
mantenidos en cubetas con 16 L de medio para cada una de las especies. Los
detalles de los sistemas experimentales en cubetas estan descritos por Correa-
Reyes (2001). El agua de mar en las cubetas se tratd por una desinfeccion
quimica siguiendo la técnica descrita por Hemerick (1973), afiadiendo agua de
mar hipoclorito de sodio comercial (Cloralex) al 6% por 24 horas y posteriormente
se le agregé tiosulfato de sodio (0.15 g por litro de agua) para neutralizar el cloro
residual y una profusa aireacién para su total eliminacion. Dichos cultivos fueron
expuestos a iluminacion continua de luz blanca, la cual fue suministrada por
lamparas fluorescentes de tipo comercial y la temperatura se mantuvo en 20 + 2
°C controlada por el sistema de refrigeracion del laboratorio himedo central del

Departamento de Acuicultura del CICESE (Figura 1).

Para los cultivos mantenidos en cubetas se tomaron muestras el dia de
inoculacién de cada especie (dia 0), y en el dia de la cosecha de la biomasa (dia
7). Con una alicuota de cada muestra se evalué la cantidad de biomasa producida
por medio de conteos directos en una camara Neubauer de 0.1 mm de
profundidad y con ayuda de un microscopio compuesto Olympus modelo HB2,

siguiendo las recomendaciones propuestas por Sorokin (1973).
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Con los datos de los conteos obtenidos se calculd la tasa de crecimiento

especifica (u) descrita por Fogg y Thake (1978), utilizando la siguiente formula:

u = (log, Np) — (log, N1)

o—t1

en donde:

M = Tasa de crecimiento especifica
log . = Logaritmo en base 2

t1 = Tiempo inicial

t2 = Tiempo final

N; = Numero de células en el t1

N, = Numero de células en el t2

Debido a las caracteristicas del crecimiento de las diatomeas benténicas y a que
forman una pelicula que se adhiere a las paredes y a la base del recipiente, las
muestras fueron disgregadas con tratamiento de ultrasonido (40 seg a 100 KHz)
previo a realizar la colecta de muestras de los matraces. Este procedimiento se
repitié hasta por un tiempo de tres minutos al realizar la evaluacién del numero de

células.
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Figura 1. Secuencia de produccion de cultivos en volumenes progresivamente mayor para 7
especies de diatomeas benténicas. A: Erlenmeyer con 100 ml. B: Erlenmeyer con 700 ml. C:
Cubetas con 16 L.
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Il. 3. Conservacion en frio de la biomasa de diatomeas

Se cosecho el total de la biomasa de células de los cultivos que se mantuvieron
por cada una de las siete especies en cubetas con 16 litros. La biomasa de células
se cosecho en fase estacionaria mediante el raspado manual de las paredes y del
fondo del recipiente. El volumen cosechado se concentrd por sedimentacion en un
volumen de 3.6 L el cual se subdividio en alicuotas de 100 ml dentro de frascos de
vidrio con tapa previamente esterilizados y etiquetados. Los frascos se
almacenaron en ocho bolsas negras con 21 frascos cada una y se mantuvieron en
refrigeracion (4 °C). Como control del tratamiento de conservacion en frio se
colecto una alicuota de cada cultivo concentrado; esta alicuota sirvio como inéculo
para iniciar un nuevo cultivo al cual se le evalu6 el crecimiento y la composicion

bioquimica antes de ser almacenado en refrigeracion (tiempo 0).

Cada semana se extrajo del refrigerador una bolsa negra con las alicuotas de los
cultivos para evaluar la viabilidad para el crecimiento, el andlisis de la composicién

proximal y los cultivos de bacterias.

[ll. 3. 1. Ensayos de viabilidad de diatomeas conservadas en frio

La viabilidad se evalué como la capacidad de las células conservadas en frio para
crecer en medio nuevo. Para ello, cada semana se tomo para cada especie y por
triplicado una alicuota de 10 ml de la muestra conservadas (100 ml) en frio. Esta
alicuota se utilizé6 como in6culo para iniciar un nuevo cultivo en matraz Erlenmeyer

con 100 ml de medio como ya esta descrito en la seccion 111.2.

Se evalud el crecimiento de estos cultivos como ya estd descrito en la seccién
1.2.
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[ll. 3. 2. Anédlisis proximales

Se evalu6 cada semana, durante ocho semanas, la composicion proximal
(proteinas, carbohidratos, lipidos, cenizas y pigmentos) de las distintas cepas

almacenadas en frio.

Para los analisis de la composicion de cada una de las especies se tomaron
submuestras de los cultivos conservados en frio. Las muestras fueron
suspendidas en filtros de fibra de vidrio (de 45 mm de diametro y abertura de poro
de 1 ym). Los filtros se lavaron previamente con agua destilada y pre-incineraron

en una mufla a 470 °C por un periodo de 4 horas.

Todas las muestras se colocaron en viales previamente etiquetados y se
almacenaron a —20 °C, se mantuvieron congeladas hasta obtener el total de las
muestras durante las ocho semanas de experimentacion y para posteriormente

realizar los andlisis quimicos correspondientes.

lll. 3. 2. 1. Peso seco y contenido de cenizas

El peso seco total (PST) y el peso de las cenizas (PC) se evaluaron segun la
técnica propuesta por Sorokin (1973). Se colect6 una alicuota de 15 ml de cada
cultivo y condicion experimental y se filtr6 a través de filtros de fibra de vidrio de
45 mm de diametro y 1 ym de abertura de poro, se eliminaron residuos lavando
con 10 ml de formiato de amonio al 3%. Las muestras se mantuvieron en una
estufa a 60 °C hasta obtener valores de peso seco constante. Para conocer el
contenido de cenizas, las muestras fueron incineradas en una mufla a 470 °C por
4 horas y posteriormente se pesoO en una balanza analitica. Por diferencias entre
el peso seco constante y el peso de las cenizas se obtuvo el peso seco organico
(PSO).
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Ill. 3. 2. 2. Proteinas

La extraccion de la proteinas se realiz6 con hidréxido de sodio, siguiendo el
meétodo descrito por Malara y Charra (1972a), y para la evaluacion segun el
método de Lowry et al. (1951). Para la elaboracién de la curva de calibracion de
las proteinas se utiliz6 como estandar el suero de albumina de bovino (98%)
Sigma®.

I1l. 3. 2. 3. Carbohidratos

La extraccion de los carbohidratos se efectué con é&cido sulfarico al 0.5 N
siguiendo la técnica descrita por Whyte (1987) y la medicion de carbohidratos se
realiz6 siguiendo el método de Dubois et al. (1956) y Malara y Charra (1972b)
utilizando fenol al 5% y acido sulfurico concentrado. Para la curva de calibracion

se utilizé como estandar una solucion de glucosa (99%) marca Sigma®.
lll. 3. 2. 4. Lipidos

La extraccion de los lipidos se realiz6 con una mezcla de cloroformo-metanol-
agua siguiendo el método de Blight y Dyer, (1959) y modificada por Chiaverini
(1972). La cuantificacion de lipidos se efectu6 por el método de Pande et al.
(1963). Para realizar la curva de calibracion se utilizé una solucion de tripalmitina
(99%) Sigma®.

lll. 3. 2. 5. Pigmentos

La cuantificacion de pigmentos se realizé siguiendo la técnica descrita por
Parsons et al. (1984). La colecta de muestras se efectud por triplicado para cada

especie y condicion experimental de cultivo.
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I1l. 3. 3. In6culos de bacterias

Para descartar la presencia de bacterias tipo Vibrio en los cultivos de diatomeas,
se realizaron cultivos semanales en medio Difco TCBS Agar (Thiosulfate Citrate
Bile Sucrose), siguiendo los procedimientos descritos en DIFCO (1984). Para ello,
se filtr6 para cada caso 10 ml de muestra en condiciones asépticas. Para el filtrado
se utilizaron filtros estériles de 47 mm con 0.2 um de abertura de poro. Estos filtros
se colocaron en las cajas de Petri de 5.5 cm de didmetro con medio Bacto TCBS
Agar (15 ml), se incubaron a temperatura ambiente durante 48 horas y se

realizaron los conteos de unidades formadoras de colonias.

lll. 3. 4. Bioensayo de alimentacién de poslarvas de abulén rojo con

diatomeas preservadas.

Para evaluar la calidad nutritiva de las diatomeas almacenadas y seleccionadas
por su viabilidad y composicion proximal, se realizé un bioensayo con poslarvas de
abuldn (Haliotis rufescens) durante 29 dias, a las que se suministré como alimento

las especies de diatomeas bentdnicas seleccionadas.

Para este experimento se utilizaron abulones de aproximadamente 5 mm de
longitud que fueron proporcionados por la empresa Abulones Cultivados, S. de
R.L. ubicada en el Ejido Eréndira, Baja California, México. Las poslarvas se
trasladaron al laboratorio humedo central del Departamento de Acuicultura del
CICESE, fueron introducidas en un recipiente cilindrico de 100 L con 80 L de agua
de mar filtrada, aclimatadas a una temperatura de 19 °C durante seis dias y de
esta manera evitar mortalidad por manipulacion durante la cosecha y el traslado.
Diariamente se realiz6 un recambio de agua del 100% y se alimentaron ad libitum

con la diatomea Navicula incerta.
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Los organismos se colocaron al azar en 30 recipientes de plastico color blanco de
1 L con 500 ml de agua de mar filtrada. Cada recipiente tenia una tapa con dos
orificios, uno para la entrada de aire y otro para el desfogue de gases. Se
mantuvieron las poslarvas a una densidad de 0.5 organismo cm®, teniendo un
total de 80 organismos por unidad experimental. Estos recipientes con poslarvas
fueron colocadas en dos camaras provistas con mangueras para suministrar
aireacion y estuvieron situadas en el Laboratorio Himedo Central del edificio de
Acuicultura (Figura 2). Cada dia se realiz6 un recambio de agua del 100% de
todas las unidades experimentales. El agua de mar utilizada para los recambios
fue filtrada por filtros de cartucho de 10, 5y 1 ym e irradiada con luz ultravioleta.
Se midieron cada dia los parametros fisicoquimicos de Nitrdgeno amoniacal total
(NAT) con un paquete de reactivos para andlisis de acuarios (Aquarium
Pharmaceutical Inc.), salinidad (%o0) con un refractbmetro S-100, y el oxigeno
disuelto con un oximetro YSI modelo 55-12 FT.
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Figura 2. Diagramatizacion esquematica de la disposicion de las unidades experimentales utilizadas en el bioensayo de alimentacion con

poslarvas de abulén rojo alimentadas con cinco especies de diatomeas preservadas y sin preservar. (Dibujos: Francisco Valenzuela).
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lll. 3. 4. 1 Dietas monoespecificas de diatomeas bentdnicas

En base a los resultados de viabilidad para el crecimiento de las diatomeas, se
eligieron las cinco especies con mayor densidad celular después de ser
almacenadas en frio (4 °C) durante ocho semanas. Se utilizaron como alimento los
cultivos frescos (control) y los preservados en frio (experimental) de las especies
Nitzschia thermalis var. minor, Navicula byskanterae, N. frustulum var. perminuta,

N. cf. fonticola var. pelagica y N. incerta.

Para el bioensayo, se cultivaron las cinco especies de diatomeas de la manera ya
mencionada en el inciso 11.2 y se cosecharon como se menciona en el inciso 111.3.
Sin embargo, el total de la cosecha para cada especie fue dividido en alicuotas de
10 ml y colocado en recipientes de plastico de 15 ml en condiciones asépticas. Las
alicuotas se utilizaron para que cada semana se extrajera del refrigerador un
recipiente y con el cultivo alimentar las poslarvas mantenidas en las unidades
experimentales correspondientes. El mantener alicuotas de los cultivos asegur6
evitar posible contaminacion de las muestras de diatomeas preservadas durante la

duracion de la fase experimental.

Las poslarvas fueron alimentadas de acuerdo a la raciébn de alimentacion
propuesta por Miranda-Saucedo (2009) para Navicula incerta (Tabla I). La racion
de alimentacién se adecud considerando los valores indicados para Navicula

incerta y realizando una equivalencia en base al peso seco de cada especie.
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Tabla I. Racién y frecuencia de alimentacion para poslarvas y juveniles tempranos de H. rufescens
propuesta por Miranda-Saucedo (2009).

Edad (dias) Inéculo (cel mm™) Frecuencia de

alimentacion

0-15 200 Semanal
15-31 300 Tercer dia
31-38 500 Dos dias
38-45 600 Diaria
45-75 1000 Diaria
75-95 1500 Diaria

Los sistemas de cultivo de las poslarvas se mantuvieron con minima irradiancia de
luz (=10 u€ m?s), y temperatura controlada a 20 + 1 °C. El agua de mar utilizada
para los recambios fue filtrada por filtros de cartucho de 1 um e irradiada con luz

ultravioleta.

Se evalué semanalmente la talla de 10 organismos tomados aleatoriamente de
cada condicion experimental. Las mediciones se realizaron mediante la toma de
imagenes utilizando un microscopio Olympus SZ61 con un aumento de 0.67, asi
como una camara Infinity 1. El analisis digital de las imagenes y tallas se realizé
con el programa ImageJ (NIH). Semanalmente se evalué la tasa de supervivencia
de los organismos por medio de conteo directo de las poslarvas vivas respecto a

las evaluadas al inicio del ensayo.
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I1l. 3.6 Andlisis de los resultados

El procesamiento preliminar de datos se realizé con el programa Excel 6.0 con el
gue se ordenaron los datos de produccién de biomasa como numero de células,
peso seco, la tasa de crecimiento y la composicion proximal de proteinas,

carbohidratos, lipidos y cenizas.

Se ordenaron las mediciones de cada poslarva por unidad experimental y se
obtuvieron los promedios de talla por semana de cada uno de los tratamientos y
las densidades de poslarva para la obtencion de la tasa de supervivencia. Los
datos obtenidos se procesaron estadisticamente utilizando un ANOVA con el
programa STATISTICA ver 8.0.

Para evaluar las posibles diferencias de la produccion de biomasa como numero
de células, peso seco, la tasa de crecimiento y la composicion proximal de
proteinas, carbohidratos, lipidos y cenizas de cada tratamiento, se aplic6 un
andlisis de varianza de una via, esto para cada una de las especies con respecto

al tiempo.

Los datos de porcentaje de tasa de supervivencia fueron transformados antes de

los andalisis mediante la relacion:

—

r [ P %
(lr' = @rcsen -—)
. N 100,

Donde P es el porcentaje de supervivencia.

Debido a que los datos de longitud, tasa de crecimiento y supervivencia
presentaron homogeneidad de varianza, se aplicé un analisis factorial tomando en

cuenta las variables condicion de la diatomea y tiempo.

Para todos los andlisis estadisticos se realizaron las pruebas de normalidad y

homocedasticidad con un a=0.05 (diferencias significativas con probabilidad
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P<0.05). Para los andlisis estadisticos que presentaron diferencias significativas,
se realiz6 un analisis a posteriori de Tukey entre las medias de los tratamientos
(Sokal y Rohlf, 1979; Zar, 1984).
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Capitulo IV

Resultados

IV.1. Ensayo de viabilidad de diatomeas conservadas en frio
IV.1.1 Densidad celular de diatomeas bentonicas

Los valores promedio de la densidad de células de las especies Nitzschia laevis
cepa A y B, resultaron ser menores y significativamente diferentes (P<0.05) a las
cinco especies restantes al final de las ocho semanas de almacenamiento en frio
(Figura 3). Estas especies tuvieron una concentracién celular minima de 2.2 X10°
cel mlI* para la primera cepa (cepa A) y 1.2 X10° cel ml™* para la segunda cepa
(cepa B), en la cual no hay densidad celular para las semanas tres y cinco ya que
resultaron ser iguales a las concentracién inicial con la que se realizé el indculo.
En la especie Navicula byskanterae (D) se obtuvieron las densidades celulares en
una concentracién promedio de 1.3 X10° cel ml* si diferencias significativas
(P>0.05) durante la mayoria de las ocho semanas de almacenamiento, excepto

para la semana cuatro.

Para las siete especies de diatomeas se evalu6é un decremento significativo
(P<0.05) en la densidad de células durante la semana cuatro de almacenamiento
en frio (Figura 3). Sin embargo, hay un incremento de la concentracion celular a
partir de la semana cinco, excepto para las especies de N. laevis cepa Ay B. En
las especies Nitzschia thermalis var. minor, Navicula byscanterae y Nitzschia
frustulum no hay diferencias en la densidad celular para las semanas cinco, seis y
siete, sin embargo, en la semana ocho de nuevo disminuye la densidad celular
llegando a valores similares a los obtenidos durante la semana cuatro. Para la
diatomea N. frustulum se encontraron las mayores densidades celulares durante el

periodo de almacenamiento en frio por ocho semanas.
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En la especie Nitzschia cf. fonticola no se encontrd diferencia significativa (P>0.05)
en los valores de densidad celular durante las primeras tres semanas de
almacenamiento manteniéndose en valores promedio de 2.3 X 10° cel mI™. Sin
embargo, se evaludé un aumento progresivo de la densidad celular a partir de la
semana cuatro (P<0.05) (Figura 3 F). En la especie Navicula incerta la densidad
celular disminuy6 durante las primeras cuatro semanas (P<0.05) y posteriormente

ésta se incremento, con una ligera disminucion en la semana seis (Figura 3 G).
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Figura 3. Valores promedio y desviacion estandar de la densidad celular (cél mI™) en las especies
A) Nitzschia laevis (cepa A); B) Nitzschia laevis (cepa B); C) Nitzschia thermalis var. minor; D)
Navicula biskanterae; E) Nitzschia frustulum; F) Nitzschia cf. fonticola; G) Navicula incerta, durante
ocho semanas de almacenamiento en frio Anova de una via y prueba a posteriori de Tukey a=0.05;

a>b>c>d.



28

IV.1.2 Tasa de crecimiento especifica

La tasa de crecimiento especifica (1) de acuerdo a cada una de las semanas de
almacenamiento en frio, resultaron ser significativamente menores (P<0.05) para
las especies de N. laevis cepa A y B (Figura 4), en las cuales se observa que a
partir de la semana tres de almacenamiento en frio la viabilidad en el crecimiento
disminuyd, incluso para la cepa B no se obtuvo crecimiento de células en las

semanas tres y cinco.

Se encontraron diferencias significativas (P<0.05) en la tasa de crecimiento en
cuanto a la especie y el tiempo de refrigeracion, Se encontré que la especie N.
laevis cepa (A) la tasa de crecimiento es significativamente menor (P<0.05) que
las especies restantes con respecto al tiempo.No hubo diferencias significativas
(P<0.05) en la tasa de crecimiento en las especies N. thermalis var. minor y N.
frustulum, a partir de la segunda semana de almacenamiento en frio (Figura 4 Cy
E).

En la especie N. frustulum la tasa de crecimiento fue menor y sin cambios
significativos (P<0.05) durante el periodo de almacenamiento en frio, respecto a la

tasa de crecimiento del cultivo en fresco (Figura 4 D).

Para la especie N. incerta hubo cambios significativos en la tasa de crecimiento
(P<0.05) y en todos los casos fue menor en el periodo de almacenamiento en frio
con respecto a la tasa de crecimiento en fresco. La tendencia de la tasa de
crecimiento fue una disminucion hasta la semana cuatro y posteriormente una

recuperacion en la semana cinco (Figura4 Dy G).

En la especie N. cf fonticola, la tasa de crecimiento disminuyd notablemente hasta
la semana tres de almacenamiento en frio (P<0.05). Sin embargo, a diferencia de
las otras seis especies, ésta especie tuvo una recuperacion de la tasa de
crecimiento a partir de la semana cuatro teniendo un pequefio decremento en la

semana cinco (Figura 4 D).
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Figura 4. Valores promedio y desviacion estandar de la tasa de crecimiento especifica (i) en las

especies A) Nitzschia laevis (cepa A); B) Nitzschia laevis (cepa B);

C) Nitzschia thermalis var.

minor; D) Navicula biskanterae; E) Nitzschia frustulum; F) Nitzschia cf. fonticola; G) Navicula
incerta, durante ocho semanas de almacenamiento en frio. Anova de una via y prueba a posteriori
de Tukey 0=0.05; a>b>c>d.
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IV.1.3 Medicién de diatomeas conservadas en frio

De acuerdo con los resultados de las mediciones longitudinales realizadas a las
siete especies de diatomeas almacenadas en frio al inicio y al final del periodo de
experimentacion, todas las especies a excepcion de N. laevis cepa B que no
resulté con diferencias significativas entre el inicio y final, muestran una tendencia
a aumentar en su tamafio (largo y ancho). Se encontraron diferencias significativas
de la longitud final con respecto a la inicial, en las especies N. laevis cepa A, N.
thermalis var. minor, N. byskanterae, N. frustulum y N. fonticola (Tabla Il). Las
células de mayor tamafio pertenecen a la especie N. incerta, en las cuales no se
encontré diferencias significativas entre la longitud inicial y final, sin embargo, hay
un ligero aumento del tamafio de las células en la semana ocho. Para N. laevis
cepa A, se encontré que estas células tienen menor longitud al final de las ocho
semanas de almacenamiento en frio (Tabla II).

Tabla Il. Mediciones promedio (um) y desviacién estandar del tamafio de las células de las siete

especies de diatomeas bentdnicas conservadas en frio durante ocho semanas, se indica el valor
inicial (semana 0) y final (semana 8). Anova de una via y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; a>b.

Especiey Largo Ancho
Inicial Final Inicial Final

Semanas de

refrigeracion 0 8 0 8
Nitzschia laevis (A) 18.71+2.89°  11.27+1.00° 22+0.13"* 2.7+0.2°
Nitzschia laevis (B) 9.13+1.07° 8.52 +0.78° 25+0.09" 27+0.13°
Nitzschia  thermalis 13.91 + 1.64° 16.33 + 1.34° 25+0.14° 27+0.11%
var. minor
Navicula byskanterae ~ 12.32 + 1.26° 14.24 + 0.97° 25+0.21° 27+0.18%
Nitzschia frustulum 12.98 + 1.69°2 13.80 £ 1.87% 25+0.12° 2.8+0.12%
Nitzschia cf. fonticola  12.48 + 0.96° 14.63 + 1.75% 2.4+0.16° 2.7+0.13%
Navicula incerta 15.01 £ 1.43% 15.12 +£1.12% 3.2+0.17° 3.6+0.23%
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IV.2.1 Pigmentos

La especie N. incerta tuvo diferencias significativas (P<0.05) en la cantidad de
clorofila a durante el almacenamiento en frio. Las mayor cantidad de clorofila a
(0.37 mg m™) fue durante la semana ocho de almacenamiento en frio y las
menores durante la semana dos y siete (Figura 5 D). Para las otras especies
estudiadas, se evalué diferencia de la concentracion de clorofila entre las semanas
iniciales con respecto al final del periodo de almacenamiento en frio (P<0.05).
Para N. thermalis se encontrd la mayor cantidad de este pigmento en las semanas
cuatro, cinco, siete y ocho mientras que las cantidades mas bajas en las semanas
tres y seis (P<0.05), cabe destacar que en esta especie se encontrd6 una mayor
cantidad de clorofila a en la semana ocho de almacenamiento en frio con respecto
a la semana cero que corresponde a las diatomeas en fresco, una tendencia

similar fue evaluada para las especies N. fonticola y N. incerta (Figura 5).

La mayor cantidad de carotenos se encontré en la especie N. incerta con 0.37
mg.m3, asi como la mayor diferencia en la concentracién en el periodo de las
ocho semanas de almacenamiento en frio, obteniendo las menores cantidades de
carotenos en las semanas uno, tres y cuatro (P<0.05). No se encontraron
diferencias en la cantidad de carotenos en las especies N. laevis cepa A (P>0.05),
N. byskanterae (P>0.05) y N. fonticola (P>0.05). En la especie N. laevis cepa B se
encontraron las cantidades mas bajas de carotenos (P<0.05), teniendo una

cantidad de 0.09 mg.m™ en la semana uno de experimentacién (Figura 5).

En la especie N. thermalis la mayor cantidad de carotenos se encontraron a partir
de la quinta semana y hacia el final del almacenamiento en frio siendo
significativamente mayores (P<0.05) a los valores encontrados en las primeras

cuatro semanas (Figura 5 C).

En la especie N. frustulum la mayor cantidad de carotenos se encontré en la

semana siete con 0.14 mg m, siendo ésta una cantidad tres veces menor a la
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encontrada en la especie N. incerta donde hay la mayor cantidad de este pigmento
(P<0.05) (Figura 5 E).



33

0.40 .
0.35 - A 1 B
0.30 - 1

0.25 A 1

0.40 4 5

0.35 A C b D

0.30 - b
0.25 4 b
0.20 - 4

0.15 4

0.40 1

0.35 1

0.30 +

0.25 A1

0.20 +

ab a ab

0.40 4

0.35 4

0.30 -

0.25 4

0.20 +

0.15 +

0.10 +

0.05 4

3 4 5 6 7 8

2
Tiempo (semanas

Figura 5. Valores promedio y desviacién estandar de la concentracion de clorofila a (=) y carotenos
(== ) en las especies A) Nitzschia laevis (cepa A); B) Nitzschia laevis (cepa B); C) Nitzschia
thermalis var. minor; D) Navicula biskanterae; E) Nitzschia frustulum; F) Nitzschia cf. fonticola; G)
Navicula incerta, durante ocho semanas de almacenamiento en frio. Letras mindsculas-
mayusculas y numeros diferentes indican diferencias significativas para proteinas, carbohidratos y
lipidos. Anova de una via y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; a>b>c>d; A>B>C>D.
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IV.3.1 Anédlisis proximales de microalgas conservadas en frio

Se encontraron diferencias significativas en la cantidad de cada uno de los
componentes de la composicién proximal, para cada especie de diatomea durante
el tiempo de almacenamiento en frio. La tendencia general de los valores de la
composicion proximal en las siete especies fue de aumentar a partir de la semana

cinco de almacenamiento en frio (Figura 6).

En la especie N. laevis cepa A se encontré diferencia en el contenido de proteinas
por efecto del tiempo de almacenamiento (P<0.05). Se encontré la mayor cantidad
de proteinas en la semana ocho de almacenamiento en frio con 36%, y sin
diferencias significativas con los valores evaluados en la semana seis. Para esta
especie los menores valores de proteinas se midieron de la semana cero (cultivo
sin almacenamiento) a la semana cuatro de almacenamiento en frio (Figura 6 A).
En la especie N. laevis cepa B, no se encontraron diferencias (P>0.05) en la
cantidad de proteinas a partir de la semana cinco, en la cual se cuantificé la mayor
cantidad de proteina (14%). En la semana cinco de almacenamiento en frio se
encontraron cantidades de proteina significativamente mayores (P<0.05) en las
especies N. thermalis con 16% (Figura 6 C), N. byskanterae con 17% (Figura 6 D),
N. frustulum con 19% (Figura 6 E), N. fonticola con 19% (Figura 6 F) y N. incerta
con el 14%, en general esta Ultima especie resulté con las menores cantidades de

proteina durante las ocho semanas de almacenamiento en frio (Figura 6 G).

La cantidad de carbohidratos resulté ser significativamente (P<0.05) mayor en
todas las especies de diatomeas almacenadas en frio a partir de la semana cinco,
con respecto a la cantidad de lipidos y proteinas (Figura 6). La especie N.
byskanterae es la que presento el mayor porcentaje de carbohidratos con el 52%
en la semana cinco, el cual bajé6 a 28% en la semana seis y se mantuvo sin
cambios hasta el final de la semana ocho de almacenamiento en frio (Figura 6 D),
ésta misma tendencia la mostro la especie N. thermalis (Figura 6 C). Las especies

N. laevis cepa B y N. incerta, son las que resultaron tener menor cantidad de
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carbohidratos en su composicion proximal. Para N. laevis cepa B con valores de 7
a 9% en las primeras cuatro semanas y cantidades de 20% en las semanas cinco
y seis disminuyendo a 14% al final de la semana ocho. Para N. incerta se obtuvo
14% de carbohidratos en la semana 0 (sin almacenamiento en frio), disminuyendo
hasta 8% en la semana cuatro y para la semana cinco y ocho se incrementaron en

valores de 28% y 32% respectivamente (Figura 6 G).

Para la especie N. laevis cepa A se obtuvo 38% de carbohidratos en la semana
cinco, los cuales disminuyeron hasta 27% en las siguientes semanas, sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas por efecto del tiempo de
almacenamiento en frio (P>0.05) (Figura 6 A).

Los lipidos resultaron ser las biomoléculas con menor cantidad de la composicion
proximal de las siete especies de diatomeas almacenadas en frio (Figura 6). Las
especies de N. laevis cepa A y B resultaron con significativamente mayores
cantidades de lipidos (P<0.05) (Figura 6 Ay B).

En la especie N. thermalis se obtuvo 20% de lipidos en la semana ocho y 18% en
la semana seis, en las cuales no se obtuvo diferencia significativa (P>0.05) (Figura
6 C). En la especie N. frustulum no se obtuvieron diferencias significativas en la
cantidad de lipidos los cuales varian de 9 a 16% en el periodo de las ocho
semanas de almacenamiento en frio (P>0.05) (Figura 6 E).

N. incerta resultoé ser la especie con menor cantidad de lipidos, teniendo 8.9% en
la semana ocho y los menores valores en la semana seis (1.7%), no tuvo
diferencias significativas en la cantidad de lipidos en las primeras cinco semanas
de almacenamiento en frio, pero si con el resto de los valores evaluados (P<0.05)
(Figura 6 G).
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Figura 6.Composicion proximal de (wm) proteinas, (=) carbohidratos y (==) lipidos, en las especies
A) Nitzschia laevis (cepa A); B) Nitzschia laevis (cepa B); C) Nitzschia thermalis var. minor; D)
Navicula biskanterae; E) Nitzschia frustulum; F) Nitzschia cf. fonticola; G) Navicula incerta, durante
ocho semanas de almacenamiento en frio. Letras minldsculas-mayusculas y nimeros diferentes
indican diferencias significativas para proteinas, carbohidratos y lipidos. Anova de una via y prueba
a posteriori de Tukey a=0.05; a>b>c>d; A>B>C>D y 1>2>3.
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IV.3.2 Peso seco orgénico

Se puede observar en la Figura 7 que para la especie N. laevis cepa A hay una
disminucion significativa (P<0.05), en el peso seco organico (PSO) de las células
hacia el final de la experimentacion, lo cual coincide con la disminucion en la
densidad celular mencionada al inicio del capitulo (IV.1.1). Se encontraron
diferencias significativas (P<0.05) en los valores de peso seco medidos en el inicio
(533 pug mi?) (sin almacenamiento en frio) y durante las semanas de
almacenamiento en frio (Figura 7 A). Esta tendencia de disminucién de PSO hacia
las dltimas semanas se encontr6 también en las especies N. thermalis, N.

frustulum y N. fonticola (Figura 7 C, E, F).

En la especie N. laevis cepa B, hay un decremento de los valores respecto al
tiempo de almacenamiento hasta la semana cuatro y posteriormente un aumento
significativo en el contenido del PSO (P<0.05) (Figura 7 B).

Para N. byskanterae durante la semana cinco hay una disminucion significativa
(P<0.05) en PSO (169 pg ml™?) con respecto a los valores obtenidos en las
semanas anteriores y con los valores obtenidos en las siguientes semanas (Figura
7 D).

Se evalu6 que N. incerta es la especie en donde resultaron menos cambios en los
valores del PSO en el periodo de las ocho semanas de almacenamiento en frio, en

donde el mayor PSO se obtuvo en la semana uno con 630 pg ml™* (Figura 7 G).
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Figura 7. Valores promedio y desviacion estandar del peso seco organico (ug ml'l) en las especies
A) Nitzschia laevis (cepa A); B) Nitzschia laevis (cepa B); C) Nitzschia thermalis var. minor; D)
Navicula biskanterae; E) Nitzschia frustulum; F) Nitzschia cf. fonticola; G) Navicula incerta, durante
ocho semanas de almacenamiento en frio. Anova de una via y prueba a posteriori de Tukey
0a=0.05; a>b>c.
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IV.4. Bioensayo de alimentacion de poslarvas de abulon rojo con diatomeas
frescas y conservadas en frio

De las siete especies de diatomeas ensayadas originalmente para ser
almacenadas en frio, se eligieron cinco de acuerdo a los mejores resultados de
viabilidad en el crecimiento, estas fueron: Nitzschia thermalis var. minor, Navicula
byskanterae, Nitzschia frustulum var. perminuta, Nitzschia cf. fonticola var.
pelagicay Navicula incerta.

La calidad de agua durante el bioensayo se encontré dentro de los valores
adecuados para el cultivo de poslarvas de abulon rojo. Los valores promedio y
desviacién estandar de nitrdgeno amoniacal total para todos los tratamientos y
durante el periodo experimental se situaron en valores menores a 0.23 mg I* +
0.05, pH fue 8.38 + 0.31, oxigeno fue de 5.23 + 0.20 mg I}, temperatura 20 + 2 °C
y salinidad 35 £ 1.08 ups.

IV.4.1 Longitud de poslarvas

Se tomo la longitud inicial al dia cero en la cual la edad de las poslarvas era de
aproximadamente 68 dias. Como se puede observar en la figura 8 las longitudes
iniciales tienen un intervalo de tallas entre 1800 a 2500 um y fueron distribuidas
aleatoriamente para ser alimentadas con los cultivos de las cinco especies de

diatomeas.

Al utilizar la especie Nitzschia thermalis var. minor (Figura 8 A) como alimento
para las poslarvas no se obtuvieron diferencias significativas (P<0.05), en la
longitud de las poslarvas alimentadas con diatomeas frescas y preservadas. Sin
embargo, se puede observar que en la semana cuatro al final de la
experimentacion, hay un mayor aumento en la longitud de las poslarvas
alimentadas con diatomeas preservadas en donde la longitud final fue de 2918
MM, mientras que en las poslarvas alimentadas con diatomeas frescas resulto de

2881 pm. Cabe mencionar que mediante un ANOVA factorial tampoco se
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encontraron diferencias significativas entre la longitud de las poslarvas en ésta

fecha.

En cuanto a la especie Navicula byskanterae utilizada como alimento para las
poslarvas se encontrd diferencia significativa (P<0.05) entre la longitud de las
poslarvas alimentadas con diatomeas frescas y preservadas. Resultaron
significativamente mayores las poslarvas alimentadas con diatomeas preservadas
(2900 um), respecto a los obtenidos con diatomeas frescas (2800 pm). Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas (P>0.05) en las longitudes
de las poslarvas mantenidas en los distintos tratamientos y el tiempo de
experimentacion (Figura 8 B).

Los resultados obtenidos con Nitzschia frustulum mostraron que las longitudes de
las poslarvas alimentadas con diatomeas preservadas fue de 2460 um que resulté
significativamente mayor (P<0.05) a lo obtenido con diatomeas frescas (2162 um).
(Figura 8 F).

Al utilizar como alimento para las poslarvas los cultivos de las tres especies de
diatomeas mencionadas anteriormente, se obtuvieron diferencias significativas

(P<0.05) en longitud a partir del dia 14 de experimentacion (Figura 8).

En la especie Nitzschia cf. fonticola no se encontré diferencia significativa en la
longitud de las poslarvas por efecto de los tratamientos (2130 um) (P>0.05). Sin
embargo, se observd diferenciacién en las tallas al dia 7, siendo mayor en las
poslarvas alimentadas con diatomeas frescas hasta el dia 28. No obstante, las
longitudes de las poslarvas mantenidas en ambos tratamientos al final de la
experimentacion resultaron ser iguales con 2920 um (P>0.05) (Figura 8 D).

Para la diatomea Navicula incerta no se encontré diferencia significativa en la
longitud de las poslarvas por efecto de los tratamientos. No se evalué diferencia
en la longitud inicial de las poslarvas mantenidas en los tratamientos (P>0.05). A

partir del dia siete el tamafio de las poslarvas sigue una tendencia similar hasta el
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dia 28 de experimentacion, teniendo una longitud promedio de 3042 um para las
poslarvas alimentadas con diatomeas frescas y de 3072 um para las alimentadas

con diatomeas preservadas (Figura 8 E).
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Figura 8. Valores promedio y desviacion estandar de la longitud (um) de poslarvas alimentadas con
diatomeas frescas ( @ y conservadas en frio (0) en las especies A) Nitzschia thermalis var. minor;
B) Navicula biskanterae; C) Nitzschia frustulum; D) Nitzschia cf. fonticola; E) Navicula incerta,
durante ocho semanas de almacenamiento en frio. Letras minlsculas indican diferencias
significativas para longitud con respecto al tiempo y letras mayusculas indican diferencias por
tratamiento de almacenamiento. Anova factorial y prueba a posteriori de Tukey a=0.05; a>b>c>d;
A>B.
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IV.4.2 Tasa de crecimiento

La tasa de crecimiento de las poslarvas mantenidas en el bioensayo fue muy

variable durante el periodo de estudio en todos los tratamientos (Figura 9).

En las cinco especies de diatomeas las tasas de crecimiento son
significativamente mayores (P<0.05) en los primeros 14 dias de experimentacion.
En la especie Nitzschia thermalis var. minor la tasa de crecimiento en las
poslarvas alimentadas con diatomeas frescas, presentd un aumento progresivo
hasta el dia 21 en donde la tasa de crecimiento es de 32.2 pm d™y posteriormente
disminuye al final de la experimentacion a la mitad (16.5 um d*). Contrario a esto
sucede con las poslarvas alimentadas con diatomeas preservadas, ya que hay un
aumento en la tasa de crecimiento desde el inicio hasta el dia 14 (33.5 um d),
después hay una disminucion al dia 21 y posteriormente un aumento significativo
el dia 28 finalizando con una tasa de crecimiento de 50.7 um d*. No se
encontraron diferencias significativas entre las tasa de crecimiento por tratamiento
(P>0.05), pero si se encontraron diferencias en cuanto al tiempo de

experimentacion (P<0.05) (Figura 9 A).

La tasa de crecimiento de las poslarvas alimentadas con las diatomeas frescas de
la especie Navicula byskanterae tuvo su maximo al dia 14 de experimentacion
(46.2 pm d%), y se encontré diferencia significativa (P<0.05) entre la tasa de
crecimiento de las poslarvas alimentadas con la diatomea fresca y almacenada en
frio (26.5 pm d™) (Figura 9 B).

Con la especie Nitzschia frustulum se obtuvo una tasa de crecimiento mayor en
las poslarvas al dia 14 de experimentaciobn en ambos tratamientos (P<0.05). La
tasa de crecimiento para las poslarvas alimentadas con diatomeas almacenadas
en frio fue de 54.6 pm d* y posteriormente disminuyo, finalizando con una tasa de
crecimiento de 4.4 pm d*. Mientras que para las poslarvas alimentadas con

diatomeas frescas, la tasa de crecimiento méaxima al dia 14 fue de 48.6 um d*
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disminuyendo al dia 21 a 4.2 um d* y de nuevo aumentando al dia 28 a 27.1 pm
d* (Figura 9 C).

En cuanto a la tasa de crecimiento obtenida al utilizar como alimento Nitzschia cf.
fonticola, se encontraron diferencias significativamente mayores (P<0.05) al dia 7
con respecto a los siguientes dfas, con valores promedio de 69.6 pm d* con
diatomeas frescas y de 37.8 pm d™ con diatomeas conservadas en frio (Figura 9
D).

Con la diatomea Navicula incerta se obtuvieron las tasas de crecimiento
significativamente (P<0.05) mayores durante el periodo experimental. Las tasas de
crecimiento para las poslarvas alimentadas con N. incerta conservada en frio
alcanzé su maxima al dia 14 con 63.1 pm d*, que posteriormente disminuyé a 26
pum d* al dia 21 y de nuevo tuvo un aumento a 31.8 um al dia 28. Se obtuvo una
tendencia similar para las tasas de crecimiento de las poslarvas alimentadas con
diatomeas frescas, ya que los valores maximos también fueron al dia 14 con 44.3
um d*, disminuyendo posteriormente a 33.1 um d™ al dia 21 y finalizando en 35. 7
um d*. No se encontraron diferencias significativas (P>0.05) con respecto al

tiempo de experimentacion y tampoco por efecto de los tratamientos (Figura 9 E).
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Figura 9. Valores promedio y desviacién estandar de la Tasa de crecimiento (um d) de poslarvas
alimentadas con diatomeas frescas (@ ) y conservadas en frio () en las especies A) Nitzschia
thermalis var. minor; B) Navicula biskanterae; C) Nitzschia frustulum; D) Nitzschia cf. fonticola; E)
Navicula incerta, durante ocho semanas de almacenamiento en frio. Letras minusculas indican
diferencias significativas para longitud con respecto al tiempo y letras mayulsculas indican
diferencias por tratamiento de almacenamiento. Anova factorial y prueba a posteriori de Tukey
a=0.05; a>b>c>d; A>B.



46

No se encontrd diferencia significativa (P>0.05) en la longitud inicial de las
poslarvas mantenidas en los tratamientos, excepto para la especie N. frustulum
(Tabla IlI).

Con la diatomea N. incerta se obtuvo una significativamente (P<0.05) mayor tasa
de crecimiento de poslarvas en ambas condiciones experimentales (diatomeas
frescas y preservadas), esto durante 28 dias del periodo de alimentacion, incluso
se alcanzé una tasa de crecimiento de 41.6 pm d™ en las poslarvas alimentadas
con N. incerta preservada (Tabla Ill). Con la especie N. thermalis preservada
también se obtuvo una de las tasas de crecimiento mayores (30.9 um d%), caso
contrario sucede con la misma especie en condiciones frescas ya que se obtuvo la

menor tasa de crecimiento (25.2 um d!) (Tabla I11).

Tabla lll. Longitud inicial (Li), longitud final (Lf) (um) y tasa de crecimiento (TC, um d'l) de poslarvas
alimentadas durante 28 dias con cinco especies de diatomeas frescas y conservadas en frio.
Letras minUsculas indican diferencias significativas para Li entre frescas y conservadas en frio,
letras mayusculas indican diferencias en Lf y nimeros entre TC. Anova de una via y prueba a
posteriori de Tukey a=0.05; a>b; A>B; 1>2.

Frescas Conservadas en frio

Especie Li Lf TC Li Lf TC

Nitzschia thermalis var. minor 2173 +68%  2881+52"  252+8" 2050+66% 2917 +22" 309+3'

Navicula byskanterae 2083 +71%  2832+42"  26.7:2" 2357+94* 2888+56" 18.9+1°
Nitzschia frustulum 2162+ 62°  2898+83°  262+2' 2450+62% 3023+ 0%  201+2°
Nitzschia cf. fonticola 2132 + 522 2922 + 45" 28.2+3" 2186+36% 2920z 40" 26.2 +3"

Navicula incerta 2176 +48%  3042+35"  30.8+2° 1904+61% 3071x62" 416+1"
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IV.4.3 Tasa de supervivencia

No se encontraron diferencias significativas (P>0.05) en la tasa de supervivencia
de las poslarvas por efecto del tiempo de medicién, a partir del dia 14.
Posteriormente ésta disminuy6é en los tratamientos con diatomeas preservadas
(Figura 10).

Se encontraron diferencias significativas (P<0.05) en la tasa de supervivencia de
las poslarvas entre tratamientos, siendo mayor en las poslarvas alimentadas con

diatomeas frescas (Figura 10).

La mayor tasa de supervivencia fue del 97% en las poslarvas alimentadas con
diatomea fresca de las especies Nitzschia thermalis var. minor, Nitzschia cf.
fonticola y Navicula incerta (Figura 10 A,D,E). La menor tasa de supervivencia de
las poslarvas al utilizar como alimento cultivos de diatomeas frescas fue con la

especie Navicula byskanterae con el 87% de poslarvas vivas (Figura 10 B).

Para el tratamiento con diatomeas preservadas la mayor tasa de supervivencia
(64%) se logro al utilizar como alimento las especies Nitzschia cf. fonticola (Figura
10 F) y Nitzschia thermalis var. minor (64%) (Figura 10 C).

Al utilizar como alimento las diatomeas preservadas de las especies N. incerta y
N. frustulum la tasa de supervivencia fue del 46%, siendo la mas baja de todos los

tratamientos (Figura 10).
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Figura 10. Valores promedio y desviacion estandar de la tasa de supervivencia de poslarvas
alimentadas con diatomeas frescas (g ) y conservadas en frio () en las especies A) Nitzschia
thermalis var. minor; B) Navicula biskanterae; C) Nitzschia frustulum; D) Nitzschia cf. fonticola; E)
Navicula incerta, durante ocho semanas de almacenamiento en frio. Letras minusculas indican
diferencias significativas para longitud con respecto al tiempo y letras mayudsculas indican
diferencias por tratamiento de almacenamiento. Anova de una via y prueba a posteriori de Tukey
a=0.05; a>b>c>d; A>B.



49

Capitulo V

Discusiodn

Una de las principales tareas de las colecciones de cultivos de microalgas es
proporcionar inoculos viables para la investigacion, estudios de ecologia y
para fines comerciales, como lo son la alimentacion con una buena calidad
nutricional de larvas y juveniles de moluscos y crustdceos principalmente para

fines acuicolas (Becker, 2004; Volkman y Brown, 2006).
V.1 Viabilidad de diatomeas conservadas en frio

Resultados positivos de almacenamiento a bajas temperaturas en distintas
especies de microalgas que mantienen su viabilidad para el crecimiento han sido
referidos con éxito en distintos trabajos (Molina-Grima et al., 1994; Montaini et al.,
1995; Heasman et al., 2000; Sanchez-Saavedra, 2006; Nufiez-Zarco y Sanchez-
Saavedra, 2011).

La viabilidad para el crecimiento en las siete especies de diatomeas bentdnicas
estudiadas se vio afectada de forma diferente para cada especie y de acuerdo al
tiempo de almacenamiento en frio a 4 °C. Nitzschia laevis cepa A y B presentaron
viabilidad las primeras cuatro semanas de almacenamiento en frio (u = 0.4). Para
ambas especies se encontrd que su densidad celular y por lo tanto la tasa de
crecimiento especifica bajan hasta casi detener su crecimiento. Mientras que
durante la semana inicial (cero) y sin almacenamiento en frio la tasa de
crecimiento fue mayor a 0.8 divisiones por dia. NUfiez-Zarco y Sanchez-Saavedra
(2011), encontraron viabilidad para el crecimiento de Nitzschia laevis después de
ocho semanas de almacenamiento en frio a 4 °C con tasas de crecimiento

superiores a 0.5 divisiones por dia, lo cual indica que la viabilidad para el
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crecimiento de las células tiene especificidad de acuerdo a la especie y al tiempo

de almacenamiento en frio.

Las cinco especies restantes Nitzschia thermalis var. minor, Nitzschia cf. fonticola
var. pelagica, Nitzschia frustulum var. perminuta, Navicula byskanterae y Navicula
incerta siguen una tendencia de disminucion en la densidad celular hasta la
semana cuatro y posteriormente un aumento. Este resultado coincide con lo
encontrado en trabajos similares para la especie N. incerta por Nufiez-Zarco y
Sanchez-Saavedra (2011), quienes evaltan una densidad celular menor ya que
ellos utilizaron una menor cantidad de nutrientes (medio f/2). Sdnchez-Saavedra
(2006) menciona una tasa de crecimiento de 0.30 divisiones por dia para N.
incerta en fresco y no obtuvo diferencias significativas al ser almacenada por
cuatro semanas en frio a 4 °C. Debido a lo anterior, esta especie fue utilizada
como control en el presente estudio, en el cual se obtuvieron tasas de crecimiento
mayores a 0.4 divisiones por dia durante las ocho semanas de almacenamiento en
frio y utilizando una menor cantidad de silicatos (medio f) que la sugerida por
Sanchez-Saavedra (2006) (medio 2f).

Correa-Reyes et al. (2001) mencionan tasas de crecimiento en divisiones por dia
de 0.4 (N. thermalis), 0.57 (N. laevis cepa A), 0.37 (N. laevis cepa B), 0.09 (N.
incerta), 0.02 (N. fonticola) y 0.14 (N. frustulum) para los primeros seis dias de
cultivo en fresco, siendo estas menores que las mencionadas en el presente
estudio en condiciones de cultivo similares. Se encontré gque incluso con menor
cantidad de luz y nutrientes, a bajas temperaturas la actividad celular de la
diatomea marina Haslea ostrearia se detiene y la viabilidad no se pierde debido a
gue no se requiere de un suministro continuo de nutrientes (Gaudin y Lebeau,
2006).

Se han descrito diversas estrategias fisiologicas que pueden explicar la viabilidad
para el crecimiento que mantienen las especies de diatomeas bentdnicas

estudiadas en esta investigacion, si se comparan con especies de microalgas que
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estan expuestas continuamente a ambientes frios por encontrarse en mares
polares, en nieve sobre montafias como Thalassiosira antartica, T. rotula,
Chloromonas y Chlamydomonas spp. Estas son fotosintéticamente activas en un
ambiente de menos del 1% de incidencia de luz durante cinco meses (Lizotte y
Priscu, 1992; Laybourn, 2002). Ademas han desarrollado respuestas fisiologicas a
la aclimatacion por cambios térmicos en el ambiente las cuales son dependientes
de sensores y sefiales moleculares e implican modulaciones en las tasas de
transcripcion y transduccion de enzimas, para compensar la reduccion en las
tasas de reaccion quimica a bajas temperaturas (Morgan et al., 2006). En general,
una reduccion de 10 °C en la temperatura de crecimiento de las células, disminuye
de dos a tres veces las tasas de reacciones bioquimicas. Por lo tanto, la actividad
de una enzima en organismos mesofilos (temperatura 6ptima de crecimiento entre
20 y 45 °C) pueden reducirse hasta 80 veces cuando la temperatura de
crecimiento paso de 37 °C a 0 °C.

La aclimataciéon a la vida a bajas temperaturas es via el estrés, en donde se
observa un aumento en la expresion de enzimas desaturasas y ha sido
documentada en organismos poiquilotermos tales como bacterias, algas, plantas y
animales (Hazel, 1984; Aguliar et al., 1992; Domergue et al.,, 2003). En estas
estrategias de adaptacion, los dobles enlaces se introducen post-sintesis en un
acido graso a través de una desaturacion via aerdbica sobre los lipidos de la
membrana de ésta manera los organismos aumentan la cantidad de &cidos grasos
insaturados y por lo tanto las membranas mantienen su fluidez a bajas
temperaturas. En el género de cianobacterias Synechocystis la expresion de tres
desaturasas (desA, desB y desD) es inducible a bajas temperaturas (Morgan et
al., 2006). Posiblemente este tipo de mecanismos ha sido realizado y ha permitido
la aclimatacion de las especies de diatomeas bentonicas descritas en este estudio
las cuales tienen viabilidad en el crecimiento después de ser almacenadas en frio

durante ocho semanas.
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El tamafio de las células de las siete especies de diatomeas aumentd después de
las ocho semanas de almacenamiento en frio, excepto para la especie N. laevis
cepa A en la cual la longitud de las células en fresco es mayor a la longitud de las
células después de ser almacenadas en frio. Sin embargo, el ancho de estas
células fue mayor al final de las ocho semanas de almacenamiento, éste cambio
celular ya ha sido descrito anteriormente para otras especies de diatomeas al ser
almacenadas en frio (Sanchez-Saavedra, 2006; Nufez-Zarco y Sanchez-
Saavedra, 2011). Los cambios en el tamafo de las células evaluados para ciertas
especies de diatomeas después del almacenamiento en frio (4 ‘C y obscuridad)
puede atribuirse al cambio de metabolismo y almacenamiento de nutrientes dentro
de las células (Nufiez-Zarco y Sanchez-Saavedra, 2011). El aumento del tamafio
de las diatomeas pudo ser debido a la disminucién del metabolismo y en
consecuencia afectar la reproduccién (decreci6 o no ocurrid), por lo que
incremento el tamafio de las células. El aumento en el tamafio de células del
fitoplancton por efecto de carencia de nutrientes estd documentado en diversas
especies y la respuesta es una disminucion del tamafio celular para hacer mas
eficiente el uso de los nutrientes y de la luz (Sunda y Huntsman, 1997; Hall y
Pearl, 2011). En este estudio las células no disminuyeron de tamafio a pesar de
haber carencia de luz, posiblemente porque las diatomeas fueron almacenadas
con medio de cultivo (medio f, Guillard y Ryther, 1962) y a pesar de encontrarse
en altas densidades los requerimientos de nutrientes fueron suficientes para
promover el mantenimiento de las células con capacidad de recuperar su

crecimiento.

En el caso de las diatomeas mantenidas a bajas temperaturas (4 °C), con poca luz
y en oscuridad absoluta se reduce la actividad metabdlica y se ha encontrado un

aumento en el tamafio de hasta un 20% (Gaudin y Lebeau, 2006).

La especie con mayor contenido de clorofila a y carotenos fue N. incerta, incluso al
final en la semana ocho se obtuvo la mayor cantidad (0.35 mg ml™). Estos

resultados coinciden con los de otros autores, un aumento en la cantidad de
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clorofila a que oscilo en 10% (Pane et al., 1998) hasta el 200% (Lau et al., 1998),

lo cual indica la presencia de células vivas en las condiciones experimentales.

Una de las variables ambientales que puede perturbar el equilibrio entre la entrada
y consumo de energia para los procesos fisiologicos y producir alteraciones
fotosintéticas es la baja temperatura. Cualquier ajuste fenotipico de las
propiedades funcionales o estructurales del aparato fotosintético puede ser
modulado por la temperatura y se denomina temperatura de aclimatacion a la

fotosintesis (Maxwell et al., 1994).

Las células del fitoplancton mantenidas en oscuridad creceran lentamente debido
a sus condiciones limitadas de luz, pero hard que la mayor parte de esa en
energia luminosa sea asequible al producir un sistema mas eficiente de captura de
luz (Marshall, 1991), esto implica el incremento de 2 a 10 veces mas el contenido
de clorofila y carotenos en la célula como respuesta al estrés producido. Este tipo
de estrategia fisiol6gica debié de haber ocurrido en las células de las diatomeas
almacenadas en obscuridad y a 4 °C, lo que explica que a pesar de mantenerse
en oscuridad las células mantuvieron el nivel de clorofila igual que en la semana
inicial del experimento (semana cero) e incluso aument6 esta cantidad hacia las

semanas siete y ocho.

En un estudio sobre la fisiologia de dos especies de Thalassiosira que habitan el
polo sur, mencionan que se forman diatomeas en reposo o estado de latencia,
cuando se encuentran en condiciones de bajas temperaturas y en oscuridad por
un largo periodo. Se encontré que éstas diatomeas son morfolégicamente iguales
a células activas, pero fisiolégicamente en latencia, tienen citoplasma mas denso y
la pigmentacién mas oscura, los rangos de respiracion y la capacidad fotosintética
son reducidos rapidamente y retenidos por varios meses (Peters y Thomas, 1996).
Esta respuesta de latencia en las células microalgales es muy importante, ya que

al bajar su metabolismo no requieren de un continuo aporte de nutrientes y al estar
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en oscuridad el proceso metabdlico disminuye y aparentemente el proceso

reproductivo se detiene o minimiza.
V.2 Analisis proximales

Diversos estudios comprueban la factibilidad de manipular la composicion
bioquimica de las microalgas variando condiciones de cultivo. Por ejemplo
cultivando las microalgas con luz de diferente composicion espectral, variando la
concentracion de nutrientes, cosechando las microalgas en fase exponencial o
estacionaria, pero los efectos pueden variar de una especie a otra y aun en la
misma especie, con ligeros cambios en las condiciones de cultivo (Whyte, 1987,
Sanchez-Saavedra y Voltolina, 1994; Muller-Feuga et al., 2007).

La composicién bioquimica de las microalgas es modificada significativamente por
el medio en donde crecen y por las técnicas de preservacion utilizadas para su
conservacion (Lourenco et al., 1997; Morist et al., 2001). En las ocho semanas de
almacenamiento en frio se observdé que la composicion bioquimica varié
significativamente en las siete especies evaluadas, presentando menor cantidad
de proteinas, carbohidratos y lipidos en las primeras cuatro semanas de
almacenamiento incluyendo la semana de inicio del ensayo (semana cero) en
donde la composicion proximal se evaludé con diatomeas frescas. A partir de la
quinta semana de almacenamiento se observé un cambio significativo de
aumentar la composicion bioquimica en todas las especies (Figura 6), por
consecuencia en el mecanismo fisiolégico el peso seco disminuye a partir de la

semana cinco en todas las especies de diatomeas (Figura 7).

Estos resultados difieren de los encontrados por Sanchez-Saavedra (2006) quien
encontré una mayor concentracion de proteinas, incluso para la especie control N.
incerta. La concentracion de carbohidratos en este estudio es el doble de los
mencionados por dicho autor. Mientras que Nufez-Zarco y Sanchez-Saavedra
(2011), encontraron mayor cantidad de lipidos para esta especie a partir de la

semana cuatro de almacenamiento en frio. Dichas diferencias pueden ser debidas
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a la densidad celular que se utiliz6 para obtener la composicién proximal, mayor
en el trabajo realizado por Sanchez-Saavedra (2006) para la especie N. incerta
con una densidad celular de 7 x 10° cel mI™* y menor en la investigacién de Nufiez-
Zarco y Sanchez-Saavedra (2011) con = 3.5 X 10° cel mIt. En este estudio se
encontré que la tendencia en la densidad celular, es proporcional a la tendencia
que sigue la composicion proximal en las siete especies de diatomeas bentdnicas

preservadas en frio (Figura 6).

Los valores de carbohidratos (15%) y lipidos (10%) en la semana inicial (sin
preservacion en frio (semana cero), coinciden con los resultados descritos por
Simental-Trinidad et al., (2001) y Correa-Reyes et al. (2001) para las especies de
los géneros Nitzschia spp. y Navicula spp. que encontraron una mayor
concentracion de proteinas. Las densidades celulares obtenidas para estas
especies de diatomeas en estos trabajos son muy similares a las que se
obtuvieron en este estudio. La Unica diferencia que hay entre estos ensayos es
gue los autores antes mencionados utilizaron una mayor concentracion de silicatos
(2f) y pudo ser la causa que contribuyera a una mayor sintesis metabdlica de
proteinas. El silice es un nutriente muy necesario para las diatomeas, en su
ausencia la division de células de Cyclotella cryptica cesa y la sintesis de
proteinas y ADN se inhibe, la fotosintesis y la glicélisis se reducen y la sintesis de
lipidos se mejora. La disminucién de la sintesis de proteinas puede atribuirse a
una deficiencia en la sintesis de aminoacidos por el glutamato. Hay evidencia que
los silicatos regulan la expresion genética y dos de las cuatro DNA polimerasas en
Cylindrotheca fusiformis son sintetizadas por suministro de silicato (Round et al.,
2000).

La fijacion total de CO, disminuye a bajas intensidades de luz, el porcentaje del
carbono fijado que se incorpora en las proteinas aumenta y disminuye el
porcentaje de este elemento que se incorpora en carbohidratos, caso contrario a
mayores intensidades de luz donde la sintesis de carbono excede la tasa de

sintesis de proteinas y el exceso de carbono se almacena como carbohidrato



56

(Marshall, 1991). El almacenamiento en frio durante las ocho semanas se realiz6
en oscuridad, la mayor parte del compuesto que se sintetizan en la fase oscura de
la fotosintesis es glucosa (Marshall, 1991), esto en respuesta a que el mayor
componente bioguimico encontrado en las siete especies de diatomeas fueron los
carbohidratos. Las células aunque si bien podian encontrarse en una fase baja de
metabolismo pudieron sintetizar glucosa para obtener energia y mantener su

respiracion mitocondrial.
V.3 Crecimiento y supervivencia de poslarvas de abulén H. rufescens

Se ha observado una alta tasa de supervivencia y un mejor crecimiento poslarval
de H. rufescens a 16-18 °C (Martinez-Ponce y Searcy-Bernal, 1998), lo cual esta
dentro del intervalo de temperatura registrada durante el transcurso de este
experimento (18 + 2°C) y una concentracién de oxigeno no menor a 3 mg I* la
cual se encuentra en los intervalos considerados como Optimos para el
mantenimiento del cultivo larval de esta especie de abulon (Leighton, 1974; Hahn,
1989). Los valores de la calidad de agua y los parametros ambientales se situaron
dentro del rango de valores descritos para el cultivo de poslarvas de abulén rojo
(Roberts et al., 2000).

Los cultivos de diatomeas conservadas en frio proporcionados como alimento a
las poslarvas de abulén, resultaron estar libres de bacterias tipo Vibrio spp. En
otros estudios se ha evaluado que pueden alcanzar concentraciones elevadas en
las biopeliculas de diatomeas y causar altas mortalidades de abulones (Anguiano-
Beltran et al., 1998; Lizarraga-Partida et al., 1998).

Muchos factores intervienen en el crecimiento de las poslarvas y juveniles de
abulén, entre ellos se incluye la densidad de cultivo, el tipo y la cantidad del
alimento y la temperatura. Un alto rendimiento en el crecimiento y alta tasa de
supervivencia son los elementos de mayor importancia econémica en el cultivo de
abuldn, ya que los costos disminuyen mientras mayor es la tasa de crecimiento y
de supervivencia (Chen, 1984; Hahn, 1989; Uki, 1989).
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En tres de las cinco especies utilizadas para la alimentacién de las poslarvas de
abuldn en este bioensayo (N. thermalis, N. fonticola y N. incerta), no se obtuvieron
diferencias significativas en la longitud de poslarvas en cuanto a la condicién del
alimento (fresco o conservado en frio); en las especies N. frustulum y N.
byskanterae si se presentaron diferencias en la longitud de las poslarvas y resulto
mayor la obtenida con la alimentacién de diatomeas conservadas en frio a 4 °C.
Este es un resultado muy importante, ya que se muestra que es posible utilizar
in6culos conservados en frio por un periodo de hasta de ocho semanas para la
alimentacion de poslarvas de abulén y obtener un buen rendimiento en
crecimiento, incluso con la especie N. byskanterae la cual no se habia utilizado
anteriormente para alimentar este tipo de moluscos, ya que es una especie de
aguas célidas (28 °C). Correa-Reyes et al. (2001), encontraron una mayor longitud
de las poslarvas de abuldn rojo alimentadas con las diatomeas en fresco de las
especies N. incerta y N. laevis al ser suministradas durante 50 dias de
experimentacion. Los resultados obtenidos por estos Ultimos autores
mencionados, son similares a los obtenidos en este trabajo, excepto en que la
mayor longitud se obtuvo alimentando a las poslarvas de abulén con diatomeas
conservadas en frio de las especies N. incerta y N. thermalis, lo cual sugiere que
el valor nutricional de las diatomeas que fueron conservadas en frio afecta de

manera directa el crecimiento poslarval.

En este trabajo los valores maximos en las tasa de crecimiento, se detectaron en
los primeros 14 dias para las cinco especies de diatomeas utilizadas como
alimento, y se obtuvieron las mayores tasas de crecimiento de las poslarvas
alimentadas con las diatomeas conservadas en frio de las especies N. incerta
(41.6 pm d*) y N. thermalis (30.9 um d™) comparadas estas con las especies en
fresco N. incerta (30.8 pm d™*) y N. thermalis (25.2 pm d™). Los resultados antes
mencionados se encuentran cerca del promedio de crecimiento 49.7 um d*
obtenidos para poslarvas de abul6on rojo por Pérez-Mufioz (1995) evaluadas en

granjas comerciales de la regién. Sin embargo, el valor promedio de crecimiento
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antes indicado es considerado a partir del primer dia de asentamiento de las
poslarvas, en donde las tasas de crecimiento son mayores en los primeros 30 dias
posasentamiento y las poslarvas con las que se trabajoé en este estudio fue a partir
de los 40 dias después del asentamiento. En la literatura relacionada con
crecimiento de poslarvas de abul6én, no se encontrd un trabajo comparable con la

edad de las poslarvas utilizadas en este estudio.

Durante el transcurso del experimento se observo una importante heterogeneidad
en el crecimiento de las poslarvas a medida que transcurrié el tiempo, lo cual
también ha sido observado por diversos autores (Hooker y Morse, 1985; Hahn,
1989), lo cual pudo haber influido en subestimar las mediciones de crecimiento de
las poslarvas, ya que estas se tomaban considerando la seleccion de los

organismos al azar cada semana para llevar a cabo el analisis de esta variable.

La menor tasa de supervivencia se obtuvo alimentando a las poslarvas con las
diatomeas conservadas en frio de las especies N. incerta y N. frustulum (46%).
Searcy-Bernal et al. (1992) consideran que la tasa de supervivencia de poslarvas
de abulén en las granjas de cultivo en general es del 10% en los primeros dos
meses después del asentamiento. Mientras que Leighton (2000), menciona tasas
de supervivencias del 20 a 40%, por lo que las tasas de supervivencias obtenidas
en este trabajo son mas altas que estos porcentajes mencionados por otros
autores para la misma especie de abulon en condiciones de cultivo. En los cinco
tratamientos experimentales con las poslarvas alimentadas con diatomeas
conservadas en frio, hubo una tasa de supervivencia menor con diferencias
significativas a partir del dia 14 respecto a la tasa de supervivencia en poslarvas
alimentadas con diatomeas en fresco, esto sucedi6 con las cinco especies

estudiadas.

En las granjas de produccion de abulén ubicadas en Eréndira B.C., se utiliza la

diatomea bentdnica, Navicula incerta, como principal aporte de alimento de
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poslarvas. Este género es considerado altamente digerible incluso por poslarvas

menores a 500 um Kawamura et al. (1998).

Kawamura et al. (1995) destacan que el valor nutricional de las diatomeas se
relaciona con la capacidad de las poslarvas de romper las células con su radula
durante el pastoreo. Altas tasas de crecimiento en poslarvas de abuldén se
relacionan con la capacidad para digerir eficientemente las diatomeas a su paso
por las paredes del intestino, posiblemente influenciada por la morfologia de la
diatomea y la dureza de la frastula (Hahn, 1989). Se ha sugerido que las
diatomeas bentonicas suministradas como alimento para poslarvas de abuldn
deben tener tamafios menores a 10 um y una fuerte adhesion al sustrato (Norman-
Boudreaeu et al.,, 1986). Al analizar el contenido estomacal de poslarvas de
abulén, por medio de bioensayos de selectividad, y con el uso de microscopia
electrénica se ha demostrado que el tamafio de las diatomeas no es fundamental
en la seleccién del alimento (Kawamura et al., 1995; Daume et al., 1997;

Argumedo-Hernandez et al., 2010).

La disminucion de la tasa de supervivencia, estimada por conteos, se atribuye al
dafio causado por el oximetro al momento de hacer la toma de esta variable, ya
que en algunas unidades experimentales se observaron poslarvas muertas con

rupturas de concha.
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Capitulo VI

Conclusiones

Las especies de Nitzschia laevis cepa A y Nitzschia laevis cepa B,
presentan viabilidad para el crecimiento después de ser almacenadas durante
cuatro semanas en frio a 4 °C.

Las especies Nitzschia thermalis var. minor, Navicula byskanterae,
Nitzschia frustulum, Nitzschia cf. fonticola y Navicula incerta tienen viabilidad para
el crecimiento después de ser almacenadas durante ocho semanas en frio a 4 °C.

La composicion proximal aumenta a partir de la semana cinco de
almacenamiento en frio obteniendo una mayor cantidad de carbohidratos en las
siete especies estudiadas.

No se obtuvo una amplia variabilidad en el contenido de pigmentos a lo
largo de las ocho semanas de almacenamiento en frio en cada una de las siete
especies de diatomeas bentoénicas.

Las especies Nitzschia thermalis var. minor, Navicula byskanterae,
Nitzschia frustulum, Nitzschia cf. fonticola y Navicula incerta conservadas en frio
durante ocho semanas, tienen alto potencial para ser utilizadas como alimento ya
que promueven el crecimiento de las poslarvas de abulon rojo.

Las siete especies de diatomeas bentdnicas estudiadas después de ser
almacenadas durante ocho semanas en frio (4°C), se encuentran libres de
bacterias tipo Vibrio, por lo que pueden ser utilizadas como alimento para
poslarvas de abuldn.
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Capitulo VII

Recomendaciones

Realizar estudios acerca de la fisiologia de las diatomeas después de ser
almacenadas en frio a 4 °C durante un largo periodo de tiempo, para conocer el
posible dafio producido en las células y los mecanismos fisiologicos por los cuales
se mantienen viables las células.

Realizar analisis mas especificos acerca de la composicion proximal de las
diatomeas almacenadas en frio, con este conocimiento se podrian satisfacer los
requerimientos nutricionales de diversos organismos en cultivo.

Es conveniente realizar bioensayos de alimentacion de poslarvas de abulén
con las diatomeas conservadas en frio, desde la etapa de asentamiento para
conocer las tasas de crecimiento y tasa de supervivencia en etapas tempranas de
vida.

Es necesario hacer estudios similares a los ya realizados utilizando
diatomeas preservadas como alimento de poslarvas de abulon, pero en una
escala comercial y evaluar la aplicacion de los resultados de este estudio a la
practica comercial de cultivo de abuldn y otros moluscos.

Realizar ensayos de alimentacién con otras especies de poslarvas de
abulén con diatomeas preservadas en frio a 4 °C.

Hacer un analisis de los costos de produccién del cultivo de diatomeas de

forma tradicional y con el método alternativo de preservacién en frio a 4 °C.
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