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RESUMEN

El alimento es uno de los principales factores que producen cambios en la
morfologia y en la tasa de desarrollo de las larvas y a la fecha, se han realizado
investigaciones utilizando diferentes especies de microalgas como fuente de
alimento en el desarrollo y sobrevivencia de diferentes especies de erizo. Sin
embargo, no se han llevado a cabo estudios donde se evalie la calidad del
alimento en funcion de los perfiles de acidos grasos, aminoacidos y azucares.
Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el crecimiento vy
sobrevivencia larval utilizando tres diferentes microalgas como fuente de
alimento estimando la concentracion de proteinas, lipidos, carbohidratos y se
analizaron los perfiles de aminoéacidos; tanto en las larvas de erizo como en las
microalgas utilizadas como alimento. Se probaron tres dietas con cuatro
repeticiones; una compuesta por Rhodomonas sp. (100%), dos mezclas
compuestas por: Rhodomonas sp-Isochrysis aff. galbana y Rhodomonas sp-
Chaetoceros muelleri en una proporcion 70-30% en funcion del numero de
células. Las microalgas utilizadas como fuente de alimento no mostraron
diferencia en la concentracion de proteinas ni lipidos; pero, se observa que una
dieta compuesta por Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri en una proporcion
70%-30%, provee una mayor sobrevivencia larval en el erizo rojo (565.2%). Las
larvas alimentadas con esta mezcla tienen mayor concentracion de proteinas y
lipidos; lo cual coincide con el perfil proximal de las microalgas utilizadas como
fuente de alimento. Se identificaron 16 aminoacidos. Isoleucina presenta las mas
altas concentraciones, tanto en los alimentos como en las larvas. Durante el
desarrollo larval, se determind que 10 de los 16 aminoacidos reportados,
dominan en concentracion en la mezcla de microalgas compuesta por
Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri; lo cual puede explicar la relacion que

existe entre la calidad nutricional del alimento y la tasa de sobrevivencia larval.
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1. INTRODUCCION

Los erizos constituyen importantes pesquerias en varios paises del
mundo, principalmente en Japén, Chile, Estados Unidos de América, Noruega,
Australia, Canada, Corea, Francia y México (Arredondo-Gémez, 1994). Japén y
Francia son los principales consumidores de este recurso (60,000 y 1,000
toneladas de peso bruto por afio respectivamente) (Hagen, 1996). La produccion
mundial de erizo del ambiente natural alcanzé poco mas de las 60,000 toneladas
de peso vivo por.aﬁo; estos niveles de produccién no han sido sostenibles y las
capturas han disminuido en todo el mundo de manera significativa (Hagen,
1996).

En Baja California, México, se inici6 la pesqueria del erizo rojo
(Strongylocentrotus franciscanus) en 1960, debido a su demanda en el mercado
internacional (Malagrino-Lumare, 1972); registrandose capturas de 4000 ton de
peso bruto por ano, equivalente a 320 toneladas de génada de erizo rojo, lo cual
generd divisas por mas de cinco millones de délares (Kato y Schroeter, 1985).

Con el fin de regular la pesqueria de este recurso, en 1987 se implementé
su regulaciéon (Ramirez, 1987). Se establecié una talla minima de captura de 80
mm de diametro de testa, una temporada de veda de febrero a julio y una cuota
de extracciéon dependiendo de la estructura de la poblacion por temporada
(SEMARNAP, 1998). A pesar de esto, en 1992 la captura por unidad de esfuerzo
disminuy6 de 305 a 120 kg/marea/embarcacion, lo que representa una reduccién

del 61% (Arredondo-Gémez 1994), sin poderse recuperar hasta la fecha. A partir



de 1994 se inicia la pesqueria del erizo morado (Strongylocentrotus purpuratus)
y en 1998, mas del 90% de la captura correspondi6 a esta especie, debido al
bajo rendimiento de las génadas del erizo rojo, lo que a su vez, produjo una
disminucién del precio en el mercado internacional (SEMARNAP, 1998).

La acuacultura del erizo es de gran interés y se considera una alternativa
para la recuperacion de este recurso, mediante actividades de repoblacion y la
implementacién de programas de cultivo en cautiverio; principalmente en areas
donde la poblacién de este organismo ha disminuido significativamente. Para
realizar estas actividades, es fundamental contar con una biotecnologia para la
produccién masiva de juveniles de erizo, la cual debe ser planeada y controlada
en laboratorio. Sin embargo, el erizo tiene un complejo ciclo de vida, pasa por
una serie de etapas embrionarias en forma de blastula ciliada, gastrula ciliada,
prisma, equinopluteus 4 brazos, equinopluteus 6 brazos y equinopluteus 8
brazos, posteriormente pasa a su estado post-metamérfico en el sustrato (Colby,
1979; Lawrence et al., 2001); lo cual hace complejo el desarrollo de su cultivo.

Los japoneses iniciaron la biotecnologia de producciéon de juveniles de
erizo a principios de los 80’s y actualmente se cultivan seis especies con fines
de repoblacion (Strongylocentrotus intermedius, S. nudus, Pseudocentrotus
depresus, Hemicentrotus pulcherrimus, Tripneustes pileolus y Anthocidaris
crassispina (Saito et al., 1985; Hagen, 1996, Yokota, 2000); mientras que, en
Chile se cultiva Loxechinus albus (Gonzalez et al., 1987; Bustos et al., 1991;

Bustos y Olave, 2001). En México, también se ha intentado cultivar erizo,



aunque no se ha logrado la produccién masiva de juveniles (Salas-Garza com.
per.).

Se considera que entre los factores mas relevantes durante el desarrollo
larval, se encuentra el control del fotoperiodo, la temperatura (Hagen, 1996), la
densidad de cultivo, la calidad de agua, el manejo de los organismos y el pH
(Arredondo-Goémez, 1994). Ademas, el alimento es uno de los principales
factores que modifican la morfologia y la tasa de crecimiento de larvas (Boidron-
Metairon 1988) y puede ser una importante fuente de mortalidad (Olson y Olson
1989).

Los equinodermos se alimentan principalmente de fitoplancton durante su
estadio larval (Strathmann 1975); por lo tanto, la calidad nutricia de las
microalgas juega un papel relevante en el desarrollo de las larvas (Volkman et
al., 1989). Factores, tales como tamano, toxicidad, digestibilidad y composicion
bioquimica de las microalgas; ademas de raciones adecuadas, pueden marcar la
diferencia en su valor alimenticio (Strathmann, 1975; Webb y Chu, 1983).

Al proporcionar alimento en concentracién adecuada para el organismo
se asegura una mayor sobrevivencia en Ids estadios larvarios (Gonzalez et al.,
1987; Bustos et al., 1991; Martinez-Lopez, 1994; Metaxas y Young, 1998a). Una
escasez de alimento provoca un alargamiento de los brazos de las larvas, como
estrategia para tener una mayor superficie de contacto agrandando las bandas
ciliadas y de esta manera obtener mas alimento (Strathmann, 1987; Hart y

Strathmann, 1994; Metaxas y Young, 1998b); y como resultado de lo anterior el



proceso de metamorfosis se ve afectado en un tiempo mas prolongado
(Fonseca-Madrigal, 2001).

Las microalgas varian en su concentracion de proteinas, lipidos Y
carbohidratos, tanto de una especie a otra, como a través del tiempo en que se
desarrolla el cultivo (Volkman et al. 1989, Brown et al. 1997 y Renaud et al.
1999). Conocer la composicion proximal es de gran relevancia ya que, el
contenido de lipidos y proteinas son importantes reservas energéticas en la
mayoria de los invertebrados marinos (George, 1996) y proporciona los
elementos necesarjos para un crecimiento 6ptimo, medido en términos de
longitud del cuerpo, periodos cortos de desarrollo y grandes cantidades de
reservas energéticas; ademas, las diferencias observadas en la talla larval han
sido asociadas con diferencias en la cantidad de proteinas y lipidos en el
alimento (Boidron-Metairon 1988). De manera particular, el alimento que
requiere la larva planctotrofica del erizo, es utilizado para llevar a cabo
satisfactoriamente funciones vitales como sobrevivir, nadar, comer, crecer,
asentarse en una area favorable, metamorfizarse y finalmente, convertirse en
juvenil (Strathmann, 1971).

La duracion del estadio larvario esta influenciado por la calidad del
alimento (Fenaux, 1982; Boidron-Métairon, 1995), y su calidad puede ser
evaluado determinando las caracteristicas proximales (proteinas, lipidos y
carbohidratos) y mediante un anadlisis detallado de perfiles de acidos grasos,

azucares y aminoacidos.



A la fecha, se han realizado investigaciones utilizando diferentes especies
de microalgas como fuente de alimento en el desarrollo y sobrevivencia de
diferentes especies de erizo (Tabla 1). Jong-Wetman et al. (1985) evaluaron el
nivel proteico y otros aditivos en la calidad del huevo, morfometria y
sobrevivencia larval de Strongylocentrotus droebachiensis. Saito et al. (1985)
utilizaron Chaetoceros gracilis para alimentar larvas de Strongylocentrotus
intermedius. Gonzalez et al. (1987) evaluaron el efecto de la dieta y la
temperatura durante el desarrollo larval y juvenil de Lixechinus albus; Boidron-
Metairon (1995) midié la plasticidad morfolégica larval de Lytechinus variegatus
en respuesta a la concentracion de alimento, mientras que George et al. (1990)
determinaron la diferencia en la calidad de los huevos y desarrollo larval de
Arbacia lixula. Se estimé el tiempo de desarrollo en larvas de Strongylocentrotus
purpuratus (Cameron y Schroeter, 1980) y en larvas de Strongylocentrotus
franciscanus (Martinez-Lopez, 1994) alimentadas con Rhodomonas sp. Ecker
(1998) estudié el desarrollo, crecimiento y morfologia de Diadema antillarum
utilizando como alimento Rhodomonas lens e Isochrysis galbana. Maeve et al.
(2000) describieron la morfologia y sobrevivencia larval en respuesta a una
variacién en la cantidad y calidad del alimento y Fonseca-Madrigal (2000) estimo
el desarrollo y sobrevivencia larval y postmetamorfica por efecto del alimento en
Strongylocentrotus purpuratus. Sin embargo, no se han llevado a cabo estudios
donde se evallie la calidad del alimento en funciéon de los perfiles de acidos
grasos, aminoacidos y azlcares. En esencia, este tipo de analisis puede revelar

las caracteristicas respecto a los requerimientos nutricionales de los organismos.



Tabla I. Microalgas utilizadas como fuente de alimento en diversas especies de erizo.

Fuente

Especie (erizo)

Especie (microalgas)

Gonzalez et al., 1987

Boidron-Metairon, 1995

George et al., 1990

Pedroti y Fenaux, 1993

Jong-Westman et al., 1995

Eckert, 1998

Maeve et al., 2000

Fonseca-Madrigal, 2000

Lixechinus albus

Lytechinus variegatus

Arbacia lixula

Paracentrotus lividus

Strongylocentrotus droebachiensis

Diadema antillarum

Paracentrotus lividus
Arbacia lixula

Paracentrotus lividus

Psammechinus miliaris

Strongylocentrotus purpuratus

Isochrysis aff. galbana
Dunaliella tertiolecta

Rhodomonas lens

Isochrysis galbana
Hymenononas elongata

Nannochloris sp.
Isochrysis galbana
Cricosphaera elongata
Prorocentrum micans

Chaetoceros gracilis
Nannochloropsis sp.

Rhodomonas lens
Isochrysis galbana

Nannochloris sp.
Isochrysis galbana
Cricosphaera elongata
Prorocentrum micans

Posidonia oceanica

Pleurocrysis elongata
Dunaliella tertiolecta

Rhodomonas sp.
Isochrysis aff. galbana
Chaetoceros muelleri

El proporcionar una alimentacién adecuada a larvas de erizo permitira
obtener larvas competentes para la metamorfosis y asi, incrementar la
sobrevivencia. Esto, representara un avance importante en el desarrollo

biotecnolégico de la produccion de juveniles (Fonseca-Madrigal, 2001).



Rhodomonas sp. se ha recomendado como alimento para erizos durante
el desarrollo larval (Hinegardner, 1969; Cameron y Hinegardner 1974, Martinez-
Lépez 1994; Emlet, 2000) y se ha reportado que contiene una alta concentracion
de proteina (Fonseca-Madrigal, 2001). Sin embargo, las microalgas pueden ser
limitantes en uno o mas de los nutrientes claves, la mezcla algal, como fuente de
alimento, provee un mejor balance nutricional (Brown et al., 1997). Con base en
lo anterior, el presente estudio fue disefiado para evaluar la concentracién de
proteina, lipidos, carbohidratos y el aporte nutricio de los aminoacidos, utilizando
tres dietas microalgales; analizando la concentracion proximal y el perfil de
aminoacidos tanto en larvas como en las microalgas utilizadas como fuente de

alimento.




OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del alimento, en funcién de la concentracién de proteina,
lipidos, carbohidratos y el perfil de aminoacidos, en el desarrollo y sobrevivencia

de las larvas del erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la relacion en la concentracion de proteina, lipidos y
carbohidratos entre las larvas de erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus y las

microalgas utilizadas como fuente de alimento.

Determinar la relacién, en funciéon el perfil de aminoacidos, entre las
larvas de erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus y las microalgas utilizadas

como fuente de alimento.

Evaluar el crecimiento y sobrevivencia larval utilizando tres diferentes

microalgas como fuente de alimento.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Colecta de reproductores

Durante el periodo reproductivo de 2001, se colectaron 15 erizos adultos
de Strongylocentrotus franciscanus en Campo Kennedy, Baja California. En el
momento de su extraccion, los organismos fueron colocados dentro de hieleras
de plastico y cubiertos con macroalgas (Macrocystis pyrifera), para evitar la
deshidratacién durante su traslado en seco al Laboratorio de Embriologia de
Organismos Marinos del Instituto de Investigaciones Oceanolégicas (l1O) de la
Universidad Autéonoma de Baja California (UABC). A su llegada a este
laboratorio, fueron distribuidos en diferentes recipientes de fibra de vidrio con
capacidad de 360 L, con flujo continuo de agua de mar y Macrocrystis pyrifera

como alimento.

3.2. Desove y fertilizacion

Un dia después de su llegada al laboratorio, se realizoé la induccién al
desove y fertilizacion de acuerdo al método propuesto por Strathmann (1987), el
cual se basa en la aplicacién de 3 mililitros de una solucién 0.5 M de cloruro de
potasio, a través de la membrana bucal, hacia la cavidad celémica. Se eligieron
gametos de cuatro hembras y dos machos; en funcién de sus caracteristicas
morfolégicas (Salas-Garza, com. per.). Los gametos femeninos y masculinos
fueron colocados por separado en recipientes con 5 L y 500 mL
respectivamente, con agua de mar filtrada a 1 um e irradiada con luz ultravioleta

(UV); esta calidad de agua fue utilizada durante todo el experimento.
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Para la fecundacién, 100 mL de la suspensiéon de espermatozoides fue
agregada a la solucién de évulos. La mezcla se homogenizé para inducir un
mayor porcentaje de gametos fecundados. Después de 15 minutos de la
fertilizacion, se realizé el conteo de tres alicuotas de 1 mL en observacion
directa en microscopio. La media de estos conteos permitié establecer tanto el
numero total de gametos como el calculo de la tasa de fecundacién. Los 6vulos
asentados se colectaron en un filtro de 48 ym y se lavaron con agua de mar con
el fin de eliminar el exceso de esperma. Concluido el lavado, los huevos se

concentraron en un volumen 5 L.

3.3. Cultivos larvarios

Una vez fecundados, los cigotos fueron colocados en recipientes de 18
litros sin aireacion durante 48 horas, tiempo durante el cual la utilizacién de las
reservas vitelinas es maxima dando origen al estadio prisma con capacidad
propia para alimentarse. Al concluir 48 horas, las larvas se concentraron en un
recipiente de 5 L y se tomaron 15 muestras independientes de 1 mL con el
propésito de calcular el numero total de larvas. En este estadio, las larvas fueron
distribuidas en tanques de 45 L, a razon de 2.5 larvas por mL (114,000 en cada
tanque) manteniéndose con aireacion continua (Fig. 1); para realizar la limpieza
se utilizaron mangueras de 1/8” con el objetivo de evitar la destruccion de las

larvas.
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Fig. 1. Disefio de la unidad experimental para el cultivo de larvas de erizo
Strongylocentrotus franciscanus. Sistema de airacion continua en pvc.

El desarrollo larval tuvo una duracién de 26 dias, tiempo en que se inicid
la metamorfosis y posteriormente el asentamiento de la larva.

El mantenimiento de las unidades experimentales consistié en recambios
del 50% de agua cada 48h y del 100% cada siete dias. Estos recambios fueron
realizados con ayuda de diferentes tamices de distinta apertura de malla
ascendente de 50, 90, 108, 160 y 215 ym de acuerdo al crecimiento de las
larvas en laboratorio. El suministro diario de alimento se realiz6 en una dosis
tnica al 100% o al 50% de acuerdo al nimero de células por mililitro y con el tipo
de recambio previamente especificados (tabla Il). En forma complementaria, la
temperatura (1 °C de precisiéon) y la concentracién de oxigeno disuelto

(oximetro YSI modelo 51B) fueron registradas diariamente.

3.4. Diseiio experimental para alimentacién de larvas

Se llevé a cabo un disefio aleatorio simple con cuatro repeticiones por

cada tratamiento. Con el propésito de evaluar la calidad nutricia de las
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microalgas, se escogieron tres dietas (Tabla Il), la efectividad de las dietas

pretende ser verificada en términos de sobrevivencia y crecimiento larvario.

Tabla Il. Composicion de las dietas y raciones de alimento durante el experimento.

Alimento Racioén Semana 1 Semana 2 Semana 3
% cél mL™ cél mL™” célmL™
Rhodomonas sp 100 10 000 15000 15 000
Rhodomonas sp + 70-30 7 000 + 1Q 500 + 10 500 +
Chaetoceros muelleri 3000 4 500 4 500
Rhodomonas sp + 70-30 7 000 + 10 500 + 10 500 +
Isochrysis aff. galbana 3 000 4 500 4 500

3.5. Obtencion de las microalgas

La cosecha de las microalgas se realizé durante la fase de crecimiento

exponencial (entre el 7 y el 11 dia de cultivo). El medio de cultivo fue el “f/2” de

Guillard (1975), con adicién de silicatos en el caso de Chaetoceros muelleri. Los

cultivos se mantuvieron en sistema semicontinuo, con tasas de renovacién diaria

del 25%. Las microalgas fueron cultivadas y proporcionadas por el Laboratorio

de Microalgas del Instituto de Investigaciones Oceanolégicas de la UABC.
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3.6. Sobrevivencia larval

La sobrevivencia larval por cada tanque fue calculada con una
periodicidad de 10 dias. Para este propésito, los cultivos fueron concentrados
individualmente, con ayuda de un tamiz con luz de malla de 50, 90, 108, 160 y
215 um dependiendo de la talla larval, en un volumen de 5 L de agua de mar, a
partir del cual se tomaron de 8 a 10 muestras de 1 mL., las larvas contenidas en
cada muestra fueron contadas. La sobrevivencia se calculé de acuerdo a la

concentracion inicial de larvas.

3.7. Caracterizacion del crecimiento larval

Una biometria realizada para 15 organismos obtenidos al azar permiti6 el
monitoreo del crecimiento de las larvas de cada tratamiento. La primera
medicion se realizo a los 3 dias posteriores a la fertilizacion; la segunda a los 11
dias y la tercera a los 22 dias. Con este fin, las larvas se colocaron en una
camara de conteo, se midi6 largo y ancho, de acuerdo con la figura 5, con un

micrémetro y la ayuda de un microscopio compuesto.

Largo

Fig. 2. Medidas en larvas de Strongylocentrotus franciscanus.
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3.8. Analisis de la composicion bioquimica de larvas

Los dias 3, 11 y 22 del cultivo, se tomaron muestras de 400 larvas por
triplicado para la determinacién de proteinas, lipidos, carbohidratos y
aminodcidos. Para la caracterizacién proximal y de aminoacidos de las
microalgas, muestras de 20 mL, fueron filtrados cada 6 dias por cada
tratamiento (por triplicado), en filtros Whatman GF/C de 25 mm de diametro.
Para determinar el peso seco muestras de 50 mL fueron filtradas con la misma
frecuencia y caracteristicas. Los resultados obtenidos fueron expresados en
porcentaje de materia humeda.

Para la cuantificacion de proteinas totales se utilizé el método de Lowry et
al. (1951), el cual implica la utilizacién de un estandar a base de albumina de
bovino. Los carbohidratos se analizaron de acuerdo al método colorimétrico de
fenol-sulfarico de Dubois ef al. (1956), utilizando un estandar de glucosa anhidra.
La concentracién de lipidos se determiné por el método de Bligh y Dyer (1959),

implementando una curva de calibracion a base de tripalmitina.

3.9. Determinacion del perfil de aminoacidos

Las muestras fueron secadas y lavadas para la eliminacién de grasas
siguiendo el método de Soxhlet como lo recomienda la AOAC (1990). Para
determinar el perfil de aminoacidos, las muestras fueron hidrolizadas. A una
muestra de 25 mg se le adicioné 2 mL de HCI 6N con 0.06% de fenol, se calent6
a 110°C durante 24 h. Posteriormente, las muestras fueron secadas con
nitrégeno y rehidratadas con 50 ml de agua. Para la determinaciéon de

aminoacidos libres, se llevé a cabo la extraccion con etanol, se adicion6 1.5 ml
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de etanol al 70% a 25 mg de tejido, se homogeniz6é y después de 4 h se
centrifugd a 1600 g y 10°C durante 5 min, el sobrenadante fue refrigerado para
su posterior andlisis. Se utiliz6 HPLC para estimar los perfiles usando un sistema
AccQ-Tag™. Se utilizé una columna de fase reversa 4mm Nova Pak™C g de
3.9 x 150 mm en un amortiguador de acetonitrilo, se utilizé un detector de
fluorescencia (Waters 474), y como estandar interno o-aminobutirico mas
tirosina debido al alto contenido en moluscos. Se utilizaron tres diferentes
concentraciones de estandar de 12.5 a 75 pmol y de estandar interno 2.5 nM.

La cuantificacion de los aminoacidos fue registrada y graficada

automaticamente para cada muestra.

3.10. Analisis estadisticos

Debido a que los datos obtenidos no presentaron normalidad ni
homogeneidad de varianzas las comparaciones estadisticas fueron basadas en
la aplicacién del andlisis no paramétrico de Kruskall-Wallis. Cuando se
encontraron diferencias significativas la prueba de comparacion multiple de
Dunn’s fue utilizada con el proposito de detectar las diferencias para cada

tratamiento.
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4. RESULTADOS
Con el propédsito de hacer mas comprensible la presentacion de los
resultados, en la primera parte se expondra lo concerniente a la calidad de las
dietas, en la segunda parte los que corresponden a los parametros de
rendimiento larvario y finalmente la relaciéon entre este rendimiento y la calidad

de las dietas.

4.1. Cultivos de microalgas

4.1.1. Densidad

La densidad celular en los cultivos de microalgas vari6 de 818,500 a
1.6X10° cél/mL para Rhodomonas sp.; en el cultivo de Chaetoceros muelleri la
variaciéon fue de 1.9X10° a 3.6X10° cél/mL; mientras que, en el cultivo de
Isochrysis aff. galbana se cuantificé una concentracién entre 4.6X10° y 7.6X10°
cél/mL, mostrando mas alta variacion durante los primero 12 dias del

experimento (Fig. 3).
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" —&— Rhodomonas sp
—— Chaetoceros muelleri
—a— [sochrysis aff. galbana

Células x10°%/mi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Dias de cultivo

Fig. 3. Densidad de microalgas (célx10%ml™") en los cultivos de Rhodomonas sp.,
Chaetoceros muelleri e Isochrysis aff. galbana utilizadas como alimento para larvas de
Strongylocentrotus franciscanus.

4.1.2. Contenido bioquimico de las dietas

Durante el desarrollo del experimento se determiné la variaciéon en la
proporcion de proteinas, lipidos y carbohidratos en cada una de los tratamientos,

con el objetivo de comparar y evaluar su efecto en las larvas.

4.1.2.1. Contenido proteico

En Rhodomonas sp. la concentracién de proteinas varié entre 25.5% y
43.3%: en la mezcla compuesta por Rhodomonas sp-Isochrysis aff galbana
oscil6 entre 31.2 y 40.32% y en Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri se

determinaron proporciones entre 37.0 y 42.0% (Tabla lll, Fig. 4).
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Fig. 4. Contenido de proteinas (%) en las dietas, Rh: Rhodomonas sp; Rh-lso:
Rhodomonas sp-Isochrysis aff. galbana; Rh-Chae: Rhodomanas sp-Chaetoceros muelleri,
utilizadas como alimento durante el desarrollo larvario de Strongylocentrotus
franciscanus.

Tabla llI. Analisis proximal promedio en (%) en las microalgas utilizadas como alimento
y en larvas de erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus.

Tratamientos Proteina Lipidos Carbohidratos Peso seco

Pg
Microalgas (%) (%) (%)
Rh 36.72 12.82 6.04 208.1
Rh-Iso 36.09 13.05 4.10 205.6
Rh-Chae 40.08 20.44 4.75 228.5
Larvas de 2
dias de edad 43.36 19.60 5.34 875.0
Larvas de 12
dias de edad Rh 47.98 45.36 3.30 4351.8
Rh-Iso 48.25 38.43 455 4805.5
Rh-Chae 58.26 49.30 2.81 3407 .4
Larvas de 22
dias de edad Rh 15.98 41.76 3.22 5333.3
Rh-Iso 20.24 43.22 4.41 51111
Rh-Chae 20.22 41.33 5.75 4778.7

RH: Rhodomonas sp. (100%)
RI: Rhodomonas sp-Isochrysis aff. galbana (70%-30%)
RC: Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri (70%-30%)
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4.1.2.2. Contenido lipidico

En Rhodomonas sp. se estim6é entre 9.1% y 18.6%; en la mezcla
compuesta por Rhodomonas sp-Isochrysis aff galbana oscilé entre 12.4 'y 14.8%
y en Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri se determinaron proporciones entre

7.7y 18.9% (Tabla lll, Fig. 5).
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Fig. 5. Contenido de lipidos (%) en las dietas: Rh: Rhodomonas sp.; Rh-lso: Rhodomonas
sp-Isochrysis aff. galbana; Rh-Chae: Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri utilizadas como
alimento durante el desarrollo larvario de Strongylocentrotus franciscanus.

4.1.2.3. Contenido de carbohidratos

En Rhodomonas sp. se estimé entre 4.5 y 6.8%; en la mezcla compuesta
por Rhodomonas sp-Isochrysis aff galbana oscilé entre 3.0 y 4.6% y en
Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri se determinaron proporciones entre 3.5 y

5.7% (Tabla lll, Fig. 6).
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Fig. 6. Contenido de carbohidratos en las dietas, Rh: Rhodomonas sp.; Rh-lso:
Rhodomonas sp-Isochrysis aff. galbana; Rh-Chae: Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri,
utilizadas como alimento durante el desarrollo larvario de Strongylocentrotus
franciscanus.

El promedio de proteinas en Rhodomonas sp fue 36.7% en peso humedo.
En la mezcla compuesta por Rhodomonas sp-Isochrysis aff galbana se obtuvo
36% y en la mezcla de Rhodomonas sp-Chaefoceros muelleri la proporcion fue
de 40% (Tabla lll, Figura 7). No se encontraron diferencias en el porcentaje de
proteina entre las microalgas mencionadas (P>0.05) (Tabla VI).

Mayores valores de lipidos se encontraron en la mezcla de microalgas
compuesta por Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri con 20%; el menor
porcentaje se obtuvo en Rhodomonas sp., con 12.8%. La proporcién de lipidos
en Rhodomonas sp-Isochrysis aff galbana fue de 13% (Fig. 7). No se observaron

diferencias significativas entre estos contenidos (P>0.05) (Tabla VI).
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El contenido de carbohidratos en Rhodomonas sp. fué 6.0%, mientras
que para Rhodomonas sp-Isochrysis aff galbana el 4.1%. En la dieta constituida
por Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri se cuantificé 4.7%. Las diferencias
entre el contenido de carbohidratos en los tratamientos fueron significativas al
95% de confianza (Fig. 7). El tratamiento Rhodomonas sp. fue significativamente
mas rico en carbohidratos que Rhodomonas sp-Isochrysis aff. galbana y

Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri (P=0.008) (Tabla VI).
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Fig. 7. Porcentaje promedio de proteinas, lipidos y carbohidratos en las dietas
suministradas a larvas de S. franciscanus: Rh: Rhodomonas sp.; Rh-Iso: Rhodomonas sp-
Isochrysis aff. galbana; Rh-Chae: Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri. Las barras verticales
indican el error estandar.
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4.2. Cultivos larvarios

4.2.1. Condiciones de los cultivos

La temperatura registrada durante el experimento varié en un intervalo de
13 °C a 17.6 °C en todas las unidades experimentales (Fig. 8); la concentracion

de oxigeno fue de 8 mg/l sin mostrar variaciones.
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Fig. 8. Temperaturas registradas en las unidades experimentales, durante el cultivo de
larvas de erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus. Rh: Rhodomonas sp; Rh-Iso:
Rhodomonas sp-Isochrysis aff. galbana; Rh-Chae: Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri.

4.2.2. Contenido bioquimico durante el desarrollo larvario
En larvas de 2 dias de edad el contenido de proteinas, lipidos y

carbohidratos fué de 43.36%, 19.60% y 5.34% respectivamente (Fig. 9; Tabla
[1).
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Fig. 9. Contenido de proteinas, lipidos y carbohidratos en larvas de Strongylocentrotus
franciscanus en estadio prisma. Las barras verticales muestran el error estandar.

4.2.2.1. Valores proteicos por edad

Los valores de proteinas en larvas con 12 dias de edad y alimentadas con
Rhodomonas sp. fue de 47.98%; mientras que, en las larvas alimentadas con
Rhodomonas sp-Isochrysis aff. galbana fue 48.25% y en aquellas alimentadas
con Rhodomanas sp-Chaetoceros muelleri fue 58.26% (Fig. 10; Tabla IlI) sin

mostrar diferencias significativas (P>0.05) (Tabla VI).
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Fig. 10. Contenido de proteinas en larvas de 12 dias de edad de Strongylocentrotus
franciscanus alimentadas con Rh: Rhodomonas sp; Rh-Iso: Rhodomonas sp-Isochrysis aff.
galbana y Rh-Chae: Rhodomanas sp-Chaetoceros muelleri. Las barras verticales muestran el
error estdndar. Valores establecidos en muestras de 400 larvas

En larvas con 22 dias de edad y alimentadas con Rhodomonas sp., la
caqgntidad de proteinas fue 15.98%; en larvas alimentadas con Rhodomonas sp-
Isochrysis aff. galbana fue 20.2%, al igual que en las larvas alimentadas con

Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri con 20.2% (Fig. 11; Tabla Ill); no se

encontraron diferencias significativas (P>0.05) (Tabla VI).
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Fig. 11. Contenido de proteinas en larvas de 22 dias de edad de Strongylocentrotus
franciscanus alimentadas con Rh: Rhodomonas sp; Rh-lso: Rhodomonas sp-Isochrysis aff.
galbana y Rh-Chae: Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri. Las barras verticales muestran el
error estandar.

4.2.2.2. Contenido lipidico

La contenido de lipidos en larvas con 12 dias de edad, alimentadas con
Rhodomonas sp. fue 45.36%; mientras que, las larvas alimentadas con
Rhodomonas ép-/sochrysis aff. galbana fue 38.4% y en las larvas alimentadas
con Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri fue 49.3% (Fig. 12; Tabla Ill). Los
analisis mostraron diferencias significativas. EI contenido de lipidos en
Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri fue mas elevado que en Rhodomonas sp.

y Rhodomonas sp-Isochrysis aff. galbana (P<0.05) .
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Fig. 12. Contenido de lipidos en larvas de 12 dias de edad de Strongylocentrotus
franciscanus alimentadas con Rh: Rhodomonas sp; Rh-lso: Rhodomonas sp-Isochrysis aff.
galbana'y Rh-Chae: Rhodomanas sp-Chaetoceros muelleri. Las barras verticales muestran el
error estandar.

En larvas con 22 dias de edad alimentadas con Rhodomonas sp., el
contenido de lipidos fue de 42.0%, mientras que, en las larvas alimentadas con
Rhodomonas sp-Isochrysis aff. galbana fue 43.2% vy en larvas alimentadas con
Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri la concentracién de lipidos fue de 41.3%
(Fig. 13; Tabla Ill). No se observaron diferencias significativas entre los.

tratamientos (P>0.05) (Tabla VI).




27

80 -
70
60 -
50
40 - { { {

30 +

Lipidos (%)

20

10 T T T
Rh Rh-Iso Rh-Chae

Dietas

Fig. 13. Contenido de lipidos en larvas de 22 dias de edad de Sfrongylocentrotus
franciscanus alimentadas con Rh: Rhodomonas sp; Rh-lso: Rhodomonas sp-Isochrysis aff.
galbana y Rh-Chae: Rhodomanas sp-Chaetoceros muelleri. Las barras verticales muestran el
error estandar.

4.2.2.3. Contenido de carbohidratos

La cantidad de carbohidratos en larvas con 12 dias de edad y
alimentadas con Rhodomonas sp. fue 3.3%. En las larvas alimentadas con
Rhodomonas sp-Isochrysis aff. galbana fue 4.5% y en larvas alimentadas con
Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri fue 2.8% (Fig. 14; Tabla Ill). No se

detectaron diferencias entre estos tratamientos (P>0.05).



28

10

(o]
1

Carbohidratos (%)

0 T T T
Rh Rh-Iso Rh-Chae

Dietas

Fig. 14. Contenido de carbohidratos en larvas de 12 dias de edad de Strongylocentrotus
franciscanus alimentadas con Rh: Rhodomonas sp; Rh-lso: Rhodomonas sp-Isochrysis aff.
galbana y Rh-Chae: Rhodomanas sp-Chaetoceros muelleri. Las barras verticales muestran el
error estandar.

En larvas con 22 dias de edad y alimentadas con Rhodomonas sp. el
contenido de carbohidratos fue 3.2%, en larvas alimentadas con Rhodomonas
sp-Isochrysis aff. galbana fue 4.4%, mientras que en larvas alimentadas con
Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri fue 5.7% (Fig. 15; Tabla 1ll). No hubo

diferencias significativas entre tratamientos (P>0.05).
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Fig. 15. Contenido de carbohidratos en larvas de 22 dias de edad de Strongylocentrotus
franciscanus alimentadas con Rh: Rhodomonas sp; Rh-lso: Rhodomonas sp-Isochrysis aff.
galbana y Rh-Chae: Rhodomanas sp-Chaetoceros muelleri. L.as barras verticales muestran el
error estandar.

4.3. Relaci6 dieta-rendimiento larvario

4.3.1. Determinacion bioquimica

Los organismos de 2 dias de edad contenian 43% de proteina, la cual
aumenté hasta el 58%, a la mitad del tiempo de desarrollo, en larvas
alimentadas con Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri y 48% en larvas
alimentadas con Rhodomonas sp y Rhodomonas sp-Isochrysis aff. galbana en el
dia 12; posteriormente estos valores disminuyeron hasta el 15% en larvas
alimentadas con Rhodomonas sp y 20% con las otras dietas en el dia 22 (Fig.
16).

El contenido de lipidos en larvas de tres dias de edad fue 20%, y se

incrementd hasta el 44% en el dia 12 en larvas alimentadas con Rhodomonas
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sp-Chaetoceros muelleri. Valores de 42 y 38% fueron obtenidos para larvas
alimentadas con Rhodomonas sp y Rhodomonas sp-Isochrysis aff. galbana
respectivamente. Para el dia 22 se encontraron resultados similares (42%) para
larvas alimentadas con las distintas mezclas (Fig. 16).

Con respecto a carbohidratos, se observé minima variacion en su

contenido durante el desarrollo larval; la cual oscil6 entre 2.8 y 5.7% (Fig. 16).
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4.3.2. Determinacion de Aminoacidos

Se identificaron 16 aminoacidos; asparagina, serina, glutamina, glicina,
histidina, arginina, treonina, alanina, prolina, tirosina, valina, metionina, lisina,
isoleucina, leucina y fenilalanina.' Isoleucina presenté el mayor concentracion,
tanto en las dietas microalgales como en las larvas (Tabla IV y Figuras 18, 19,

20y 21).

4.3.1.1. Perfiles de aminoacidos en las dietas

En el alimento compuesto por Rhodomonas sp. fueron cuantificados 22.9
ug/ml de isoleucina, 7.9 ug/ml de lisina y 7.5 pg/ml de glutamina; el resto de los
aminoacidos se agruparon en una concentraciéon entre 0.4 ng/mly 7.1 pg/ml a lo
largo del experimento. Histidina (2.36 pg/ml), lisina (7.92 pg/ml), isoleucina
(22.95 pg/ml) y fenilalanina (6.63 ug/ml) mostraron mayor concentracion para
este tratamiento, con respecto a los otros dos.

En el alimento compuesto por Rhodomonas sp-Isochrysis aff. galbana
isoléucina también se encontré en mayor proporcién (19.89 ug/ml), seguido por
glutamina y treonina, 7.54 pg/ml y 6.77 pg/ml respectivamente. El intervalo de
los aminoéacidos restantes vari6 entre 0.23 pg/ml y 6.58 pg/ml. Para este
tratamiento, glicina (3.72 pg/ml), tirosina (2.77 ug/ml), valina (1.54 pg/ml) y
leucina (2.31 pg/ml), mostraron mayor concentracién, con respecto a los otros

dos.
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En la mezcla de Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri isoleucina
presentd una concentracion de 21.69 pg/ml, seguido por glutamina con un valor
de 7.91 pg/ml y treonina con 7.24 pg/ml; la suma del resto de los aminoacidos
fluctud entre 0.45 pg/mly 6.97 pg/ml.

Asparagina (6.97 pg/ml), serina (0.45 pg/ml), glutamina (7.91ug/ml),
arginina (6.34 pg/ml), treonina (7.24 pg/ml), alanina (4.86 pg/ml), prolina (3.85

ug/ml) y metionina (0.76 pg/ml) muestraron la mas elevada concentracion con

respecto a los otros dos tratamientos.




Tabla IV. Concentracion de aminoacidos (um/ml) en las microalgas utilizadas como
fuente de alimento y en las larvas alimentadas con cada tratamiento.

Tratamientos Larvas: Larvas: 12 dias Larvas: 22 dias
Rh Rh-lso Rh-Chae 2 dias Rh Rh-lso Rh-Chae Rh Rh-lso Rh-Chae
Asparagina 6.44 6.19 6.97 6.99 6.86 7.83 3.14 9.58 8.00 11.59
Serina 0.41 0.43 0.45 0.53 0.53 0.63 0.32 0.64 0.79 0.73
Glutamina 7.47 7.54 7.91 9.06 9.20 10.40 3.74 12.48 8.81 14.51
Glicina 3.50 3.72 3.68 3.33 9.87 5.45 4.61 7.37 4.35 6.61
Histidina 2.36 2.23 2.34 3.92 3.35 2.82 4.55 5.12
Arginina 5.18 5.32 6.34 6.46 6.18 8.87 3.49 8.29 8.21 9.55
Treonina 7.07 6.77 7.24 12.43 90.66 14.46 8.22 13.67 14.47 15.41
Alanina 473 4.01 4.86 10.04 2.02 1043 0.61 14.95 2.16 16.09
Prolina 3.74 3.77 3.85 7.90 4.25 9.03 2.52 6.32 7.78
Tirosina 2.73 277 2.44 0.18 11.24 1.40 0.88 0.06 3.23
Valina 0.89 1.54 1.50 5.76 1.22 5.61 5.06 3.58 6.22 3.04
Metionina 0.64 0.23 0.76 4.38 3.57 5.12 4.20 4.92 4.04
Lisina 7.92 6.58 4.66 16.84 5.70 20.93 19.15 6.29 18.89
Isoleucina 22.95 19.89 21.69 59.80 40.08 40.08 40.08 40.08  40.08 40.08
Leusina 1.10 2.31 2.11 14.87 6.97 16.83 12.95 10.26 16.98 9.98
Fenilalanina 6.63 4.1 5.38 29.32 18.08 29.14 22.77 28.64  32.98 27.12
Suma 83.74 77.39 82.17 191.80 127.54 196.05 111.72 184.63 154.32 193.78

Rh: Rhodomonas sp., Rh-Iso: Rhodomonas sp-Isochrysis aff. galbana, Rh-Chae: Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri
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Fig. 17. Concentracién de aminoécidos en el alimento utilizado en el cultivo de larvas de erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus.
(RI: Rhodomonas sp-Isochrysis aff. galbana; RH: Rhodomonas sp., RC: Rhodomanas sp-Chaetoceros muellery).
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Fig. 19. Contenido de aminoéacidos en larvas de erizo rojo (Strongylocentrotus franciscanus)
de 12y 22 dias de edad alimentadas con Rhodomonas sp.
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Fig. 20. Contenido de aminoacidos en larvas de erizo rojo (Strongylocentrotus franciscanus) de 12 y 22
dias de edad alimentadas con la dieta compuesta por Rhodomonas sp-Isochrysis aff. galbana.
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39

4.3.1.2. Perfiles de aminoacidos en larvas

En las larvas en estadio prisma, isoleucina sobresale con una proporcién
de 59.8 ug/ml, seguido por fenilalanina con 29.3 pg/ml y leusina con 14.8 pg/ml.
El resto de los aminoacidos vari6 entre 0.17 pg/ml y 12.42 pg/ml (Fig. 18, Tabla
V)

A los 12 dias de edad las larvas alimentadas con Rhodomonas sp.
isoleucina predomina con una concentraciéon de 40.08 pg/ml, seguido por
fenilalanina (18.08 ug/ml) y leusina (6.96 pg/ml). Glicina (9.86 pg/ml) e histidina
(3.35 pg/ml) muestraron mayor concentraciéon con respecto al primer muestreo
de los otros dos tratamientos. No se encontré tirosina.

En las larvas de 22 dias de edad, alimentadas con Rhodomonas sp,
isoleucina domind con una concentracién 40.08 pg/ml; seguido por fenilalanina
(28.6 pg/ml) y lisina (19.1 pg/ml). Para este tratamiento, lisina (19.15 pg/ml) y
glicina (7.4 pg/ml) muestraron una concentracion méas elevada con respecto al
segundo muestreo de los otros dos tratamientos. En este perfil se encontrd
tirosina.

En las larvas de 12 dias de edad, alimentadas con Rhodomonas sp.-
Isochrysis aff. galbana, isoleucina muestré una concentracion de 40.1 png/ml,
seguido por fenilalanina con 29.1 pug/ml y lisina con 20.9 ug/ml. Se encontré
mayor concentracion en 13 de los 16 aminoacidos reportados, con respecto al

primer muestreo de los otros dos tratamientos. No se identificé histidina.
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En las larvas de 22 dias de edad, alimentadas con Rhodomonas sp-
Isochrysis aff. galbana, isoleucina muestré una concentracion de 40.1 pg/ml.
Serina (0.79 pg/ml), valina (6.22 ug/ml), metionina (4.92 pg/ml), leucina (16.98
ug/ml) y fenilalanina (32.98 ug/ml) muestraron mayor concentracién, con
respecto al tercer muestreo de los otros dos tratamientos. A esta edad, tampoco
se identifico histidina.

Las larvas de 12 dias de edad, alimentadas con Rhodomonas sp-
Chaetoceros muelleri muestraron una concentracion de 40.1 ug/ml de isoleucina,
seguido por fenilalanina con 22.7ug/ml y leusina con 12.9 ug/ml. No domina en
concentracion ninguno de los aminoacidos reportados durante el primer
muestreo. Metionina y lisina no fueron identificadas.

En las larvas de 22 dias de edad, alimentadas con Rhodomonas sp-
Chaetoceros muelleri siguié dominando la concentracién de isoleucina con 40.1
ng/ml, seguido por fenilalanina con 27.1 ug/ml y lisina con 18.9 pg/ml. Se
registré una mayor concentraciéon en asparagina, glutamina, histidina, arginina,
treonina, alanina, prolina, y tirosina, con respecto al segundo muestreo de larvas
alimentadas con los -otros dos tratamientos. A estad edad se identificaron los 16

aminoacidos reportados.
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4.3.2. Crecimiento larval

Las larvas en estadio equinopluteus 4 brazos alimentadas con
‘Rhodomonas sp. presentaron tamafio promedio de 250 um de largo y 220 um de
ancho. A los 12 dias estas se incrementaron hasta 335 um de largo y 316 pm de
ancho. Finalmente, a los 22 dias las larvas alcanzaron en promedio 500 pm de
largo y 450 um de ancho. Las larvas alimentadas con Rhodomonas sp-
Isochrysis aff. galbana alcanzaron, a los 12 dias de edad, 329 pm y 309 um de
largo y ancho respectivamente; a los 22 se registré en promedio 524 um de largo
y 475 um de ancho. Las larvas de 12 dias de edad, alimentadas con
Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri, en promedio midieron 332 um de largo y
323 um de ancho; a los 22 dias alcanzaron 516 um de largo y 481 um de ancho
(Tabla V). De acuerdo con el andlisis estadistico no se encontraron diferencias

significativas entre los distintos tamafos y tratamientos.

Tabla V. Biometrias promedio (um) de larvas alimentadas con tres dietas microalgales a
los 2, 12 y 22 dias de edad. (Rh: Rhodomonas sp.; Rh-Iso: Rhodomonas sp-Isochrysis
aff. galbana y Rh-Chae: Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri).

Tratamientos

Edad (Dias) Rh Rh-Iso Rh-Chae
Largo Ancho Largo Ancho Largo Ancho
pm pm pm pm pm pm
2 250 (£30) 220 (£20) 250 (£30) 220 (+20) 250 (+£30) 220 (+20)
12 335 (x15) 316 (+28) 329(£21) 309(£38) 332(x£18) 323(+32)

22 502(+64)  448(146)  524(x17)  475(162)  516(+39)  481(+74)
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4.3.3. Sobrevivencia larval

Al inicio del experimento cada unidad experimental contenia 114,000
larvas; al dia 12 el valor de sobrevivencia promedio para las larvas alimentadas
con Rhodomonas sp. fue 74.8%, para las larvas alimentadas con Rhodomonas
sp-Isochrysis aff. galbana fue 62.6% y para las alimentadas con Rhodomonas
sp-Chaetoceros muelleri se obtuvo un valor de 91.7%. Para el dia 22 se registr6
un valor promedio de 53.4%, en larvas alimentadas con Rhodomonas sp., en las
larvas alimentadas con Rhodomonas sp-Isochrysis aff. galbana fue 45.6% y para
las larvas alimentadas con Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri fue 77.8%. Al
dia 26, que marca el final del experimento, la mayor sobrevivencia larval fue
55% vy se obtuvo con el tratamiento compuesto por Rhodomonas sp-
Chaetoceros muelleri; la mas baja de 45% se present6 en las larvas alimentadas
con Rhodomonas sp-Isochrysis aff. galbana; mientras que, con el tratamiento
monoalgal de Rhodomonas sp sobrevivieron el 50% de las larvas. Esta
tendencia se mantuvo a lo largo del experimento (Fig. 19) y no hubo diferencias

significativas entre los tratamientos (P>0.05) (Tabla VI).




110 ~

100

90 -

80

70

60 -

Sobrevivencia (%)

50

40 -

—&— Rh-lso
--@-- Rh-Chae
—=& - Rh

43

30

2 12 22 25

Dias de cultivo

Fig. 22. Sobrevivencia de larvas de erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus,
alimentado con tres dietas microalgales (Rh-Iso: Rhodomonas sp-Isochrysis aff. galbana;
Rh-Chae: Rhodomanas sp-Chaetoceros muelleri; Rh: Rhodomonas sp). Las barras verticales

indican el error estandar.



Tabla VI. Resultados de los andlisis estadisticos. (Pruebas de No paramétricas de Kruskal-Waslis

y comparaciones multiples con el método de Dunn’s).

H p
Sobrevivencia 1.683 0.480
Tratamientos
Proteinas 2.554 0.297
Lipidos 2.854 0.240
Carbohidratos 9.579 0.008
*Comparacion mulitiple de Dunn’s Comparacién Diferencia Q P<0.05
Rlvs RH 57 3 3.082
RCvs RH 33 2 2.642
Larvas (Primer muestreo)
Proteinas 3.898 0.142
Lipidos 12.485 0.002
*Comparacion miiltiple de Dunn’s Comparacion Diferencia Q P<0.05
RCvs Rl 11.443 3151 Si
RCvs RH 9.143 2.925 Si
Carbohidratos 0.753 0.686
Larvas (Segundo muestreo)
Proteinas 4.941 0.085
Lipidos 0.0797 0.961
Carbohidratos 2.950 0.229
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DISCUSION
Cultivos de microalgas
La variacién en la densidad de las microalgas en nuestro estudio puede
ser explicada, principalmente, por las caracteristicas especificas de cada
especie, en funcién de su capacidad para dividirse, ya que se procurd cosechar
cada 24 horas (+ 2 hrs.) y el volumen extraido fue siempre del 25% de cada
cultivo. Las condiciones de cultivo (luz, temperatura, nutrientes, cosecha) fueron

las mismas para cada especie.

Contenido Bioquimico de las dietas

En este estudio Rhodomonas sp. fue la especie dominante en los tres
tratamientos, por lo tanto fue la que aporté mas y tuvo mayor influencia en los
contenidos bioquimicos en las dietas; mientras que /sochrysis aff. galbana y
Chaetoceros muelleri solo conformaron el 30% de las dietas. Es muy probable
que el no haber encontrado diferencias estadisticas, entre dietas, con respecto a
la concentracion de proteinas y lipidos se debiera principalmente a la mayor
influencia de Rhodomonas sp. El aporte biogquimico de las microlagas /sochrysis
aff. galbana y Chaetoceros muelleri en las dietas, no fue suficiente para afectar
de una manera significativa las concentraciones encontradas en las larvas
durante su desarrollo. Ademas, factores tales como: el nimero de repeticiones,
las caracteristicas propias de cada técnica para la determinacion bioquimica, asi
como la variabilidad natural de cada especie, pudo haber influido en los
resultados obtenidos de manera que se tuviera una dispersion amplia de las

estimaciones y no fuera posible determinar diferencias estadisticas.
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De acuerdo con lo reportado en la literatura, las microalgas varian en su
composicion bioquimica, tanto de una especie a otra, como durante el tiempo en
que se desarrolla el cultivo, ain cuando crecen en condiciones estandar
(Volkman et al. 1989, Brown et al. 1997 y Renaud et al. 1999).

En general, las proteinas fueron el mayor constituyente en las mezclas de
microalgas, seguido por los lipidos y en concentracién mas baja y constante los
carbohidratos. Esto tiene una importancia fundamental ya que, la calidad de sus
proteinas y lipidos contribuyen directamente como reservas energéticas en los

invertebrados marinos con habitos alimenticios fitoplanctdnicos

Proteina

Los altos valores de proteinas encontrados correspondieron en todos los
casos con las dietas conformadas principalmente por Rhodomonas, la cual a su
vez fue la microalga con un mayor contenido de proteinas. Estos resultados nos
sugieren una fuerte influencia del contenido de la dieta en el contenido de las
larvas. Fonseca-Madrigal (2001) reporté la concentracién de proteina en
diferentes mezclas de microalgas, incluyendo las utilizadas en este estudio. Las
proporciones también fueron de 70-30%, pero, se estimaron en funcién del peso
seco, lo cual generd una mayor proporcién en cuanto al numero de células de
Isochrysis aff. galbana y Chaetoceros muelleri en las mezclas. A este respecto,
el autor obtiene 42.5% en una mezcla de Rhodomonas sp-Isochrysis aff.
galbana, 42.0% para la mezcla de Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleriy 45%

en Rhodomonas sp. En este estudio se obtuvo 36.09%, 40.08% y 36.72%




47

respectivamente; probablemente esta ligera disminucion puede ser explicada por
las proporciones menores en el niumero de células de Isochrysis aff. galbana y
Chaetoceros muelleri en cada mezcla.

Diversos estudios muestran variaciones importantes en la concentracion
de estas sustancias de reserva en las especies de microalgas mayormente
utilizadas con fines acuicolas. Ferreiro y colaboradores (1990) registraron 4.1%
de proteina en Rhodomonas sp; por otro lado, en Rhodomonas salina
McCausland, (1999) cuantifico hasta un 59%. En Isochrysis las concentraciones
de proteina fueron estimadas entre 23.7% (Cerdn, 2000) y 39.9% (Fernandez-
Reiriz, et al., 1989). En Chaetoceros variaron entre 2.6% (Fernandez-Reiriz, et

al., 1989) y 47% (MacCausland, 1999).

Lipidos

En este estudio el valor mas elevado en el contenido de lipidos fue
estimado en la dieta compuesta por Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri, 1o
cual coincide con lo reportado por Fonseca-Madrigal (2001), quien sefiala que la
concentracién de lipidos en las mezclas de Rhodomonas sp-Chaetoceros
muelleri fue del 20%; para Rhodomonas sp-Isochrysis aff. galbana de 18.8% y
para Rhodomonas sp. la proporcion: fue de 17.7%. Esta misma relaciéon fue
establecida de manera mas clara por ese autor, el cual evalu6 mas dietas,
incluyendo una dieta monoalgal con Chaetoceros muelleri para larvas de erizo

de S. purpuratus.
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La variabilidad del contenido bioquimico en las microalgas y en particular
de los lipidos es evidente al comparar los diferentes estudios realizados y
referentes a las microalgas utilizadas en este estudio. Se observa al igual que en
las proteinas que la variacion es superior al 100%. En Rhodomonas sp se han
registrado proporciones entre 11.9% (Ferreiro et al., 1990) y 27.8% (Fernandez-
Reiriz et al., 1989); de acuerdo con algunos autores, las estimaciones en
Isochrysis sp. fueron entre 11.6% (Cerdn, 2000) y 28.6% en Isocrhysis galbana
(Fernandez-Reiriz et al., 1989); finalmente, en Chaetoceros calcitrans se reporta
una concentraciéon de 11.7% (Fernandez-Reiriz et al., 1989) y ‘de 22.6% en
Chaetoceros muelleri. Esta fluctuacion en su contenido, afecta al valor nutritivo
de las microalgas, ya que esta directamente relacionado con su composicion
orgéanica, principalmente en lipidos y acidos grasos (Pedrotti y Fenaux, 1993,

Brown et al., 1997).

Carbohidratos

En este estudio, la concentracion de carbohidratos fue relativamente
constante durante el desarrollo larval, los valores estimados coinciden con los
reportados en la literatura; estos se encuentran en el intervalo entre 5 y 23%. En
Rhodomonas sp la estimacion de carbohidratos va desde 1.42% (Ferreiro et al.,
1990) hasta 18.30% (Lafarga, 2000). En Isocrhysis sp es de 10.0% (Ceron,

2000) a 30.0% (McCausland, 1999). En Chaetoceros sp. las variaciones se



49

encuentran entre 2.42 (Fernandez-Reiriz et al., 1989) y 23% (McCausland,
1999).

En estudios previos se ha comparado la composicion bioquimica de las
microalgas (Brown et al., 1989; Fernandez-Reiriz et al., 1989; Volkman et al.,
1989; Brown et al., 1997; McCausland et al., 1999) y se ha reportado que los
carbohidratos se encuentran en menor proporciéon (5-23%) en funcion de la
concentracion de proteinas (6-34%) y lipidos (7-23%) del total del peso seco de
los invertebrados marinos (Brown ef al., 1997).

La composiciéon de azucares en las microalgas es variable y puede, en

algunos casos, afectar el valor nutricional (Brown et al., 1997).

Cultivo de larvas

El cultivo de larvas se llevé a cabo en condiciones favorables de
temperatura, lo cual pudo tener un efecto positivo en el menor tiempo de
desarrollo comparado con lo reportado en la literatura ya que las larvas iniciaron
su proceso de metamorquis a los 22 dias. De acuerdo a lo reportado por
Strathmann (1978) el tiempo de desarrollo para esta especie demanda hasta los
131 dias a una temperatura entre 7 y 13°C, mientras que, Martinez-Lépez (1994)
sefala que la misma fase se alcanza a los 23 y 28 dias con una temperatura
entre 16 y 19°C. Zimmerman y Pechenik (1991) sefialan que el tiempo de
desarrollo larvario se acorta con el aumento de la temperatura; aunque, en un
estudio piloto se intenté cultivar larvas de erizo rojo bajo condiciones de

temperatura por arriba de los 18°C, registrando mortalidades masivas a los tres
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dias de cultivo; lo cual indica que las condiciones 6ptimas de temperatura para el
cultivo de larvas de erizo rojo se encuentra entre 13y 17°C.

La concentracion de oxigeno encontrada coincidié con lo reportado por
Fonseca-Madrigal, (2001) y Preciado, (2000). Estudios previos con los mismos
sistemas de cultivo y concentracion larval se han registrado concentraciones de
amonio entre 0.02 y 0.05 mg/L™”, en el presente estudio no se determiné la
concentracion de amonio. Preciado (2000) reportdé que no existen variaciones
importantes de salinidad y de pH, debido a los continuos recambios de agua.

El método de aireacién utilizado en las unidades de cultivo, mantiene a
las larvas en suspensién y con un suministro de oxigeno constante. Ninguna
anormalidad en el crecimiento fue observada durante el desarrollo larval. Sin
embargo, se constatd, que la ausencia de aireacion provoca el asentamiento
precipitado de las larvas en el fondo de los contenedores, impidiendo la
circulacién del oxigeno a proximidad y provocando un alto porcentaje de
mortalidad. Strathmann, (1971) sefiala que un sistema de aireacién inadecuado

puede provocar deformaciones en las larvas.

Reservas Bioquimicas durante el desarrollo larvario

En las larvas, la concentracion de proteinas se incrementd desde el inicio
hasta la mitad de su desarrollo, lo cual puede deberse a que las proteinas
juegan un papel relevante, en el crecimiento, y particularmente, durante la

primera etapa de desarrollo, ya que las actividades fisiol6gicas del organismo
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estan encaminadas basicamente al crecimiento y formacion de tejido. La
disminucion en el crecimiento, durante sus ultimos estadios de desarrollo larval
esta asociado a valores proteicos también mas bajos, y quizas relacionados con
un cambio metabdlico que indica el almacenaje de reservas energéticas para
iniciar el proceso de metamorfosis.

La cantidad mas elevada de proteinas coincide con el valor mas alto de
sobrevivencia larval, lo cual sugiere una estrecha relacion entre estos dos
parametros para las larvas de esta especie. Particularmente, para erizo rojo no
se ha reportado la composicién bioquimica durante el desarrollo larval; pero para
larvas de erizo morado Fonseca-Madrigal (2001) encontré que, con una dieta
alta en proteina se obtiene mayor crecimiento y sobrevivencia larval; este mismo
autor propone que el contenido bioguimico (principalmente proteinas)
encontrado en larvas de erizo, puede servir como un indicativo de la calidad de
las mismas.

Con respecto a los lipidos, la concentracién inicial aumenta hasta en un
26% al dia 12 y se observa una relacién directa entre los valores encontrados de
estos y la sobrevivencia; posteriormente, se registra una ligera disminucién en
estos valores del orden del 6% al dia 22, sin embargo son proporciones
suficiententes que favoreceran el desarrollo durante la metamorfosis el cual es
un proceso que puede durar hasta mas de 15 o 20 dias (Miller y Emlet, 1999, y
Preciado, 2000), haciendo uso de sus reservas energéticas (principalmente
lipidos). En comparacién con otros desarrollos larvales de invertebrados

(Strathmann, 1987) el periodo de metamorfosis es muy prolongado, lo cual
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significa que el éxito de las larvas para alcanzar el estadio juvenil dependera de
su capacidad para almacenar energia durante la etapa larval plancténica. Los
lipidos son importantes reservas de energia durante el desarrollo larval para una
gran variedad de invertebrados marinos, en particular en los erizos de mar
juegan igualmente un papel relevante durante el desarrollo larval (Fonseca-
Madrigal, 2001) en los bivalvos, se reporta que los lipidos son especialmente
necesarios durante los estadios de inanicion y durante los periodos donde la
actividad alimenticia se reduce durante el desarrollo embrionario y metamorfosis
(Millar y Scott, 1967 y Gallager y Mann, 1986).

Con respecto a los carbohidratos, no se observa una relacion entre estos
y la sobrevivencia; sin embargo, al final del desarrollo larval el valor mas elevado
coincide con el valor mas alto de sobrevivencia. Llos carbohidratos aunque
representan menos del 5% del contenido total organico no son menos
importantes funcionalmente ya que de este porcentaje en el caso de moluscos,
depende la etapa inicial de segmentaciéon luego de la fecundacién (Garcia-

Ezquivel, 2001, Valdez-Ramirez et. al., 2002).

Sobrevivencia larval

Los valores de sobrevivencia obtenidos y la variabilidad en las
repeticiones no permitieron obtener diferencias entre los tres tratamientos
experimentales. Sin embargo los datos muestran que las larvas alimentadas con

Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri presentaron el contenido mas elevado de
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proteinas y carbohidratos al final del experimento; estando asociado con el valor
mas grande en la sobrevivencia larval. Mientras que los organismos alimentados
con Rhodomonas sp-Isochrysis aff. galbana presentaron el valor mas elevado en
la concentracion de lipidos, pero el mas bajo en la sobrevivencia.

La dieta monoalgal Rhodomonas sp. coincidié con la mas alta
sobrevivencia y ha sido recomendada ampliamente como alimento para erizo en
varios estudios, (Hinegardner, 1969; Cameron y Hinegardner, 1974; Martinez-
Lépez, 1994 y Emlet, 2000. Sin embargo, las dietas monoalgales pueden ser
deficientes en uno o mas de los componentes esenciales; por lo tanto, una
mezcla algal se considera como una hejor opcién para proveer un balance
nutricional adecuado (Brown et al., 1997).

La microalga Isochrysis aff. galbana, parece no proveer los
requerimientos nutricionales que demanda la larva de erizo, ya que mezclada
con Rhodomonas sp. se obtuvo el valor mas bajo de sobrevivencia. En la
literatura sefialan que el valor nutricional de Isochrysis galbana es bajo si se usa
como alimento UGnico para larvas equinopluteus de Loxechinus albus,
Paracentrotus lividus y Arbacia lixula (Bustos et al., 1991; Pedrotti y Fenaeux,
1993); no obstante, esta microalga presenta un contenido rico de acidos grasos
y aminodcidos que la vuelven recomendable como alimento complementario en
acuacultura (Hinegardner, 1969; Cary, 1981; Gonzalez et al., 1987; Whyte, 1987,
Volkman et al., 1989; Brown et al., 1993; Brown et al., 1997; Brown et al., 1998).

Con la mezcla de Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri se obtuvo el

valor mas elevado de sobrevivencia, lo cual, nos permite inferir que la microalga
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Chaetoceros muelleri como dieta complementaria cubre satisfactoriamente parte
de los requerimientos nutricionales durante el desarrollo larval del erizo rojo; ya
que, en erizo morado (S. purpuratus) se ha probado como una dieta monoalgal
sin obtener resultados positivos (Fonseca-Madrigal, 2001). Sin embargo, la
microalga Chaetoceros sp. ha sido considerada un alimento adecuado en ostras,
ya que se ha establecido que promueve su crecimiento (Brown et al., 1997).

En este estudio se calcularon sobrevivencias larvales entre 45 y 55%; en
la literatura, se reportan sobrevivencias de 47 y 39% para S. franciscanus
(Salas-Garza y Parés-Sierra, 2000), 23.7% para S. purpuratus (Fonseca-
Madrigal, 2001), 94% para Loxechinus albus (Gonzalez et al., 1987) y de 95%
para Paracentrotus lividus (Pedrotti y Lemée, 1999). Estas diferencias, podrian
explicarse por la calidad y cantidad de las raciones alimenticias, no obstante, es
importante considerar los métodos de cultivo; variables tales como la
temperatura, la densidad, el volumen, la calidad de agua y en particular el
manejo, pueden provocar bajo rendimiento en la sobrevivencia.

En este estudio, no se encontraron diferencias morfolégicas durante el
desarrollo larval entre tratamientos. Esto puede deberse a la gran
heterogeneidad de tallas durante el desarrollo larval, lo cual, de acuerdo con
Nocillato et al. (2000), puede observarse auin cuando se trate de organismos que
provienen de un mismo desove. Esencialmente, los parametros registrados que
describen la morfologia larval en este estudio, son criterios establecidos para
evaluar la influencia de una racién o tipo de dieta sobre el desarrollo de la larva

(Maeve et al., 2000).
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Determinacion de los Aminoacidos

Tanto en las microalgas como en las larvas de erizo se identificaron 16
aminoacidos; entre los cuales se encuentran los 10 aminoacidos considerados
esenciales para los animales marinos cultivados: treonina, valina, metionina,
isoleucina, leucina, fenilalanina, lisina, histidina, arginina y triptofano (Harrison,
1975; Kanazawa y Teshima, 1981; Cowey y Tacon, 1983).

Aunque el tipo de aminodcidos encohtrados fue el mismo, la
concentracién fue variable de un tratamiento a otro. En la literatura se ha
reportado que, en 16 especies de microalgas utilizadas comunmente en
acuacultura, existen ciertas similitudes en la composicion de aminoacidos; esto
puede sugerir que la especificidad de las proteinas puede ser comln a las
diferentes especies de microalgas (Brown, 1991). Poco se conoce sobre la
influencia especifica de los aminoacidos en la alimentacién de los invertebrados
marinos, no obstante, se sabe de su contribucién al valor nutricional de las
microalgas (Brown, 1991). La composicién de estos en huevos o tejido puede
ser usado para predecir los requerimientos nutricionales de los organismos (Das
et al., 1996), pues se sabe que el elemento estructural principal de una dieta es
la proteina y el valor biolégico de la dieta proteica es la composicién de
aminoacidos esenciales (Van der Meer y Verdegem 1996).

Durante el desarrollo larval se identificaron ligeras variaciones en la
composicion de aminoacidos, probablemente estas variaciones pueden ser
explicadas por las dietas utilizadas como alimento. En las larvas de 12 dias de

edad, alimentadas con Rhodomonas sp-Isochrysis aff. galbana, se encontr6 que
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dominaban en concentracién 13 de los 16 aminoacidos reportados, mostrando al
final, el valor mas bajo de sobrevivencia larval. En las larvas de 22 dias de edad,
alimentadas con Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri ocho de los aminoacidos
encontrados son mas abundantes que en las larvas alimentadas con los otros
dos tratamientos; aun cuando a los 12 dias de edad no dominé en concentracion
ninguno de los aminoacidos reportados.

Finalmente, con base en los resultados obtenidos, podemos inferir que la
mezcla Rhodomonas sp-Chaetoceros muelleri provee un mejor balance

nutricional durante el desarrollo larval del erizo rojo S. franciscanus.
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6. CONCLUSIONES

La mezcla de microalgas compuesta por Rhodomonas sp. y Chaetoceros
muelleri en una proporcién 70%-30% generan tasas de sobrevivencia

larval por arriba del 50%.

Un mayor suministro de proteinas durante la primera mitad del desarrollo
larval puede asegurar los requerimientos energéticos crecer y formar

tejido.

Un aumento de lipidos durante la segunda mitad del desarrollo larval
puede generar un mayor y mejor almacenamiento de energia para resistir

el proceso de inanicién durante la metamorfosis.

La mayor sobrevivencia esta relacionada con la similitud en los perfiles de
aminoéacidos de la dieta y de las larvas de erizo rojo (Strongylocentrotus

franciscanus).
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7. RECOMENDACIONES

Establecer regimenes variados con respecto a la composicion proximal
durante el desarrollo larval para evaluar los procesos fisiolégicos como el

crecimiento y la preparacién para llevar a cabo el proceso de

metamorfosis.

Evaluar los perfiles de acidos grasos y azlcares, para determinar con

mayor precision las demandas nutricionales para obtener un mayor

porcentaje de organismos en estadio juvenil.
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Apéndice 1. Porcentaje de proteinas, lipidos y carbohidratos en tres géneros de microalgas.

Autor/Componente Proteinas (%) Lipidos (%) Carbohidratos (%)

Rh | lIso | Chae Rh | Iso Chae Rh | Iso | Chae

Ferreiro et al., 1990 4.1 1.9 1.4

Fernandez-Reiriz et al., 1989 16.5 39.9 26 27.8 28.6 11.7 12.6 15.2 2.4

Lafarga, 2000 21.0 12.7 18.3

Fonseca-Madrigal, 2001 454 35.8 33.8 17.7 21.3 226 134 10.6 7.5

McCausland, 1999 59.0 34.0 47.0 19.0 24.0 19.0 19.0 30.0 23.0

Ceron, 2000 23.7 23.3 11.6 14.3 10.0 9.0

Whyte, 1987 334 25.0

Este estudio 36.72 12.82 6.04

Rh: Rhodomonas spp., Iso: Isochrysis spp., Chae: Chaetoceros spp.
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