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“EVALUACION DE Navicula incerta, Amphipora paludosa var. hyalina,
Nitzschia thermalis var. minor COMO ALIMENTO PARA POSTLARVAS DE
ABULON AZUL (Haliotis fulgens) SUMINISTRADA DE FORMA MONO Y
POLI-ESPECIFICA”

1.- ITRODUCCION

El abuldn (Haliotis ssp.) es un gasterdpodo marino herbivoro que vive
en sustratos rocosos se alimenta principalmente de la microflora benténica
(juveniles) y algas marinas (adultos) (Leighton, 2000). Se tienen registradas
80 especies de abulén (Haliotis sp.) que habitan en las costas de climas
templados y semi-tropicales del mundo, con una gran demanda como
alimento en el mercado mundial, por lo que constituye un recurso que ha sido
sometido a una intensa extracciéon pesquera (Guzman de Préo, 1992). La
explotacion comercial de este recurso en México se ha dado desde hace 145
afos y la intensificacion y eficiencia de la captura comercial, junto con la baja
tasa de crecimiento que presenta, ha resultado en un decremento de sus

poblaciones a nivel mundial (Ebert y Houk, 1989).

En la década de los sesentas México fue el principal productor de
abulén del mundo (3000 ton afio™) y durante las siguientes dos décadas la
produccién tuvo un decremento significativo (menos de 1000 ton afio™)
(Secretaria de Pesca, 1994). Debido al decremento de las capturas de abulon
se inici6 su cultivo (Searcy, et al, 1988). En 1984 el Instituto de
Investigaciones Oceanoldgicas (I1O) en Baja California inicié un programa de

investigacion y hasta la fecha, se realizan estudios sobre distintos aspectos




de la produccion y nutricion de postlarvas, juveniles y adultos de abulon en el
laboratorio, asi como experimentos para mejorar su cultivo (Searcy, et al., .

1988).

Actualmente en las costas de Baja California existen en
funcionamiento, dos empresas privadas dedicadas al cultivo vy
comercializacion del abulén. Ambas granjas se encuentran ubicadas en el
Ejido Erendira, y son: “Abulénes Cultivados S. de R. L. de C. V." y

‘Productores Marinos Baja S.A. de C.V.".

Ademéas de estas dos granjas existen cincc Cooperativas de
pescadores dedicadas a la produccion de postlarvas y juveniles con fines de
repoblacion en bancos naturales. Estos laboratorios se encuentran
localizados en: Isla de Cedros (Sociedad Cooperativa Pescadores Nacionales
de Abuldén), Punta Eugenia (Sociedad de Cooperacién la Purisima), Isla
Natividad (Sociedad Cooperativa Buzos y Pescadores), La Bocana (Sociedad
Cooperativa Progreso) y Bahia Tortugas (Sociedad Cooperativa Bahia

Tortugas) (McBride, 1998).

El éxito de las granjas de abulon se encuentra directamente
relacionado con la eficiencia y maximizacion del crecimiento y la
sobrevivencia de cada de uno de sus estadios de vida. Durante la ultima
década se han desarrollado estudios en el area de nutricion los cuales

involucran ambos aspectos. Una de las principales lineas de investigacion
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que se han venido desarrollando en el area de la nutricion es la de
caracterizar los requerimientos alimenticios de cada una de las especies de
abulén y de cada uno de sus estadios de vida (Viana, et al., 1994; Watsson,

et al., 2004; Durazo, et al., 2004).

Al hablar de requerimientos alimenticios de un organismo se deben
considerar varios aspectos tales como: habitos alimenticios y aspectos de
tecnologia del alimento (Forma y tamafo), requerimientos nutricionales
(proteinas, acidos grasos y energia, entre otros), dureza y palatabilidad del
mismo (McShane, 1994, Rivero y Viana, 1996). Dentro de estos aspectos,
resulta importante distinguir a aquellos nutrientes que pueden ser digestibles

de aquellos que pueden ser aprovechados fisicamente.

En la actualidad, las diatomeas bentonicas son consideradas la fuente
principal de alimento para las etapas tempranas de desarrollo del abuldn, sin
embargo, se conoce muy poco sobre su valor nutrimental (Takami et al.,
1997, Kawamura et al., 1998, Daume et al., 2000). A su vez es contrastante
ver que existan un gran nimero de trabajos que mencionan y/o caracterizan
el valor nutrimental de las microalgas planctonicas (Epifanio et al., 1976;
Epifanio ef al., 1979; Laing y Verdugo, 1991, Fidalgo et al., 1994, D Souza y
Loneragan, 1999; Jimmy et al, 2002). En estos estudios se abordan
diferentes aspectos sobre el crecimiento y calidad de las microalgas al ser
suministradas como alimento a otros organismos acuaticos (larvas, juveniles

y adultos de moluscos, crustaceos, peces, entre otros).




Un factor importante para obtener un régimen dietético adecuado es la
comprensién y el estudio de la energética nutricional, lo cual genera una
mejor eficiencia entre lo que se ingiere, utiliza y pierde (Cho, 1987). Para esto
es necesario conocer la proporcion de energia bruta contenida en una dieta
que es catabolizada como combustible y liberada en forma de calor o
anabolizada para constituir reservas de tejido y la que es perdida (Cho,

1987).

La energia contenida en el alimento (energia bruta) y que es ingerida
por un organismo se puede dividir en energia digestible (o metabdlica) y la no
metabdlica. La energia digestible es aprovechada y absorbida para su
utilizacion y la energia no metabdlica es la energia que se elimina como
heces (Smith,1989). La energia mas importante es la energia que se utiliza
para la produccion de tejido (crecimiento) y para la produccion de gametos,

esta es obtenida del alimento y retenida para estos procesos (Montafo, 2003)

La energia metabolizable representa la energia digestible menos
“aquella que se pierde por diversas causas como: compuestos absorbidos
pero no utjlizados (heces), excrecion de productos nitrogenados (orina), calor
corporal y formacion de mucus (organismos acuaticos) (Montafio, 2003). La
bér‘dida de calor ocurre como resultado de las actividades necesarias para
mantenimiento (metabolismo basal), ademas de las actividades asociadas

con la locomocion, termorregulacion y por el incremento de calor producido

por la digestion del alimento y las subsecuentes transformaciones




moleculares de los nutrientes digeridos por el organismo (accion dinamica

especifica) (Smith, 1989).

No es facil conocer la digestibilidad en organismos acuaticos ya que
involucra la recoleccion de heces para cuantificar la cantidad de alimento que
fue ingerido y retenido. Existen métodos indirectos para medir la digestibilidad
(digestibilidad aparente) donde se utiliza como referencia un marcador interno
este indica el grado de digestibilidad de acuerdo al porcentaje de dicho
marcador encontrado en las heces. En este método, no se requiere la
recoleccién total de las heces lo cual facilita su determinacion. Debido a que
las heces deben recolectarse del agua, hace que los marcadores puedan ser
disueltos en el medio, provocando una sub o sobrestimacion de los valores
de digestibilidad (Cuenca y Garcia, 1987; De la Higuera, 1987). Otra
problematica asociada con la evaluacion de la digestibilidad es que no se
obtenga una cantidad adecuada de heces para realizar los estudios de
digestibilidad, ya que en muchas investigaciones se trabaja con organismos
pequefios que dificultan la recoleccién o que no se cuenta con la cantidad de

muestra necesaria para conocer este valor (Montano et al., 2002).

En general, la distribucion de la energia bruta consumida por un
organismo puede representarse en términos del balance energético (Lucas,

1996). La cual esta integrada por lo siguientes componentes:

C=P+R+F+U




donde: C = Consumo, P = Produccién, R = Respiracion, F = Heces y U =

excrecion de compuestos nitrogenados.

La ventaja de evaluar el balance energético, es que permite estimar el
crecimientc potencial de un organismo a partir de mediciones fisiologicas y
expresarlo en porcentaje del total de energia ingerida al alimentarse y asi
poder comparar la eficiencia de un alimento de una manera directa. La
magnitud relativa de cada componente del balance energético permite
identificar la direccién en que un organismo esta utilizando la energia
ingerida. Con la informacion obtenida de los balances energeticos de
organismos, bajo condiciones controladas y basandose en el consumo,
perdida y recuperacion de la energia, se pueden llegar a realizar calculos
empiricos de los requerimiento de energia de estos organismos (Gomez,

2002).

1.1.- Antecedentes

Las etapas de larva y postlarva de abulon, son los estadios de vida en
los que se registran los mayores indices de mortalidad, estas etapas han sido
precisamente las menos estudiadas a nivel de nutricion. De los pocos
antecedentes que existen en esta materia el trabajo de Co'rrea (2001) evalua

el valor nutrimental de diferentes especies de diatomeas bentonicas, aisladas




de zonas cercanas a las granjas de abulén en México, que son suministradas

como alimento a las postlarvas de abuldn rojo (Haliotis rufescens).

Simental et al. (2004) mencionan que el enriquecimiento de laminas de
Macrocystis pyrifera colonizadas con la diatomea bentonica Navicula incerta
aumenta significativamente el valor nutrimental y que suministradas como
alimento tiene un efecto positivo en el crecimiento y sobrevivencia de los

juveniles de abulon rojo.

En trabajos donde se ha medido el crecimiento de las postlarvas de
abulon evaltan distintas microalgas benténicas pero sin examinar su
composicion proximal. Kawamura (1996) el cual considera que el crecimiento
y la sobrevivencia de las postiarvas de abulén dependen de la cantidad de
alimento disponible y no de la calidad alimenticia de la especie de diatomea
bentonica suministrada como alimento. Se sabe que una nutricion deficiente
del abulon retrasa el crecimiento del organismo (Hahn, 1989) y los hace mas
susceptibles a contraer enfermedades y parasitos (Friedman et al., 1995). El
historial alimenticio de los organismos es de suma importancia porque en
casos graves de desnutricion los organismos no se recuperan aun después
de ser mantenidos bajo un régimen de alimentacion éptimo. Por esta razon la
alimentacion en las primeras etapas de vida es de suma importancia para

desarrollar organismos sanos y con un crecimiento deseable.




En los estudios de moluscos donde se utilizan microalgas planctonicas
como aporte de alimento vivo compuesto por la mezcla de dos o mas
especies, se ha podido demostrar una mayor eficiencia en el crecimiento que
en las dietas mono-especificas (Epifanio, 1979). El uso de cultivos mixtos
también ha sido suministrado como alimento en otros organismos acuaticos,
tales como camaron (D'Souza, 1999) y erizo (Jimmy et al., 2002) y también

se ha observado un mejor crecimiento y tasa de metamorfosis.

Los estudios relacionados con el valor nutrimental de las microalgas,
han demostrado que los cultivos mono-especificos en muchas ocasiones no
favorecen el crecimiento de los organismos alimentados con ellos. Se
obtienen mejores resultados al utilizar cultivos mixtos debido a que con una
mezcla de especies la composicién proximal asi como los perfies de

nutrientes se enriquece (Phatarpekar et al., 2000; Carbajal, 2002).

Existen muy pocos antecedentes de cultivos mixtos de diatomeas
bentdnicas, Daume et al. (2000) experimentd con cultivos mixtos de tres
diferentes diatomeas bentonicas (Navicula sp./ Amphora sp. y Cocconeis sp./
Amphora sp.) para el asentamiento de larvas de Haliotis rubra, donde se
demuestra que hay un mayor asentamiento de larvas en las bio-peliculas de
diatomeas compuestas por una mezcla con respecto a las mono-especificas.
Sin embargo estos autores no evallan nada con respecto a la ingestion de
las especies de diatomeas utilizadas ni el efecto en el crecimiento de las

postlarvas.




Searcy et al. (1992), mencionan que la diatomea Navicula incerta ha
dado buenos resultados para la alimentacion de las postlarvas de abulon rojo,
Correa (2001) sefiala que ademas de Navicula incerta, las cepas de
Amphipora paludosa var. hyalina y Nitzschia thermalis var. minor tienen un
interés potencial para su utilizaciéon en las granjas de produccion de abulén,
ya que su grado de adhesion, la tasa de crecimiento y las caracteristicas
nutrimentales son buenas (o excelentes) para alimentar las postlarvas de

abulon.

Existen trabajos donde se ha estudiado la digestibilidad aparente de
los juveniles de abuldn azul (H. fulgens). Montafio, (2002) se refiere a la
digestibilidad aparente considerando las cenizas insolubles en acido vy
menciona que uno de los problemas es la cantidad de muestra necesaria
para obtener buenos resultados. Las cenizas insolubles en acido cuantifican
de manera especifica a aquellos minerales que no son absorbidos por ei
organismo. Esta técnica es gravimétrica por lo que requiere de la medicion
de una cierta cantidad de muestra. Otro marcador interno que ha sido
documentado (Church, 1985) es la clorofila, pigmento caracteristico de la
materia vegetal su medicion es muy sensible y las técnicas fluorométricas

requieren de muy poca cantidad de muestra (Arar y Collins, 1997).

Kawamura et al. (1995) evaluaron la digestibilidad aparente de las
postlarvas de H. discos hannai y observaron células rotas y completas en las

heces. De la misma forma Takami et al. (1997) refieren la digestibilidad de
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postlarvas de H. iris midiendo las diatomeas rotas y no rotas presentes en las
heces y suponen que las diatomeas rotas significan el numero de células
aprovechadas o digeridas. Hasta el momento, no se tiene registro de ningun
trabajo donde se utilice la clorofila/feofitina como marcador interno para poder

conocer la digestibilidad aparente de postlarvas de abulén.

El objetivo-del presente trabajo fue utilizar las tres cepas de diatomeas
reportadas por Correa (2001) (Navicula incerta, Nitzschia thermalis var. minor
y Amphipora paludosa var. hyalina) que fueron definidas como un alimento
potencial para el cultivo de abulon ya sea como cultivos mono-especificos o
la mezcla de estas tres especies. Con esta investigacion se tratd de evaluar
alguna probable diferencia significativa en el crecimiento de las postlarvas de

abulon por el efecto del alimento.




2.- HIPOTESIS

La calidad y tipo de diatomeas suministradas como alimento para las
postlarvas de abuléon azul (Haliotis fulgens), es determinante para el

crecimiento y el metabolismo.

3.- OBJETIVOS

3.1.-Objetivo general

Evaluar el crecimiento y el metabolismo del abulon azul (Haliotis
fulgens) al suministrar como alimento tres dietas mono-especificas y una

mezcla de ellas.

3.1.1.- Objetivos particulares

1. Realizar cultivos mono-especificos de tres diatomeas bentonicas
(Navicula incerta, Amphipora paludosa var. hyalina y Nitzschia
thermalis var. minor) consideradas potencialmente Gtiles como
alimento de las postlarvas de abulon.

2. Realizar un cultivo poli-especifico mediante la mezcla en proporciones
iguales de cada uno de los cultivos mono-especificos de las cepas

antes mencionadas.




Determinar el crecimiento de las postlarvas de abulon alimentadas con
las cuatro diferentes dietas utilizadas.

Con base en el contenido proximal y los resultados de crecimiento,
determinar cual de las dietas presenta un mejor rendimiento.
Determinar la tasa de ingestion de las postlarvas de abuldn azul
mediante un sistema de evaluacion de pastoreo.

Utilizar la concentracién de la clorofila/feofitina como un indicador
interno para medir digestibilidad aparente en las postlarvas de abulon
azul.

Determinar el balance energético de cada una de las dietas ensayadas
a través del calculo de energia consumida, energia de crecimiento,
respiracion y pérdida de energia en heces en postlarvas de abulon

azul.




4.- METODOLOGIA

4.1.- Seleccién de cepas

Para el presente trabajo se seleccionaron tres especies de diatomeas
bentonicas aisladas de diferentes puntos en la peninsula de Baja California
(Ejido Eréndira, Isla de Cedros y Puerto Nuevo) por Correa, et al., (2001)..Las
diatomeas bentonicas seleccionadas fueron: Navicula incerta, Amphipora
paludosa var. hyalina y Nitzschia thermalis var. minor. Estas diatomeas
bentonicas presentan un gran potencial para el cultivo de abuldn debido a su
alta tasa de crecimiento, su composicion proximal y su grado de adhesion,
ademas de que en un trabajo previo presentaron un alto nivel de crecimiento

y sobrevivencia en postlarvas de abuldn rojo (H. rufescens) (Correa, 2001).

4.2.- Mantenimiento de cepas

Las tres cepas de diatomeas bentonicas se cultivaron por triplicado de
forma mono-especifica en sistema estatico en matraces Erlenmeyer de 250
ml de capacidad con 150 ml de medio de cultivo f/2 (Guillard y Rhyter, 1962)
y una doble concentracion de silicatos (Figura 1). El agua de mar utilizada
para la preparacion de estos medios de cultivo se obtuvo del sistema de
suministro de agua de mar del Instituto de Investigaciones Oceanolégicas
(HO) de la Universidad Autonoma de Baja California, el cual cuenta con un

filtro rapido de arena y un estanque sedimentador, los cuales retienen
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particulas mayores a diez micras. Ademas de esta filtracion inicial, el agua
fue tratada en: un sistema de filtros de cartucho en un gradiente de 10, 5y 1
micras para eliminar particulas suspendidas, e irradiada con luz UV a un flujo
maximo de 45 | min®. Los medios de cultivo en los matraces fueron
esterilizados en una autoclave (All American ® modelo 1941X) a 15 Ib de
presion y 125 °C de temperatura durante 15 minutos. Los cultivos se
mantuvieron a una temperatura de 20 + 1 °C con condiciones de iluminacion
continua provista por lamparas fluorescentes de luz blanca fria (Osram;
F40CW) de 1.2 m y de 40 w. La irradiancia a la que estuvieron expuestos los
cultivos fue de 150 uE m? s™, debido a que esta cantidad de luz es la que
frecuentemente se utiliza en las granjas de produccion de postlarvas de
abul6bn para el mantenimiento y la produccién de cultivos de diatomeas

bentonicas (Hahn, 1989).

Figura 1.- Sistema de mantenimiento de cepas donde se muestran los matraces con las
diferentes especies de diatomeas benténicas utilizadas.
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4.3.- Evaluacion de la calidad nutricional de los cultivos de diatomeas

bentonicas

4.3.1.- Descripcion del sistema

Se utilizaron 12 recipientes circulares plasticos con capacidad de 18
litros (unidad experimental), los cuales contenian 12 | de agua de mar tratada
de forma similar a la mencionada en la seccion 4.2, con la diferencia de que
ademas el agua fue desinfectada por via quimica afadiendo hipoclorito de
sodio comercial al 6% (3 ml I'") durante 24 horas y posteriormente
neutralizando con tiosulfato de sodio (0.15 gr I'") y aireacion vigorosa durante
24 horas, de acuerdo a la metodologia descrita por Hemerick (1973). Los
cultivos se mantuvieron en condiciones controladas de iluminacion a 150 pE
m? s7, la cual fue suministrada con lamparas fluorescentes de luz fria
(General Electric; F96T12.D.EX) de 75 w con una longitud de 2.4 m. La
temperatura se mantuvo a 20 + 1 °C regulada con el sistema de aire
acondicionado del laboratorio de bioensayos numero 4 del |[IO. Este sistema

se utilizd para la produccion de biomasa de diatomeas bentonicas necesaria

para hacer el analisis proximal (Figura 2).

El inéculo de diatomeas en los recipientes se realizé por triplicado
agregando 150 ml de cultivo a cada recipiente para los tratamientos mono-
especificos y 50 ml de cada una de las tres especies de diatomeas para el

tratamiento de la mezcla para tratar de mantener una biomasa similar de
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cada una de las especies utilizadas. Estos volimenes se obtuvieron de los
cultivos realizados en matraz Erlenmeyer que fueron cultivados durante cinco

dias como se menciona en la seccion 4.2.

Figura 2.- Sistema de cultivo de diatomeas benténicas utilizado para la produccion de
biomasa para analisis proximales.

4.3.2.- Muestreo de diatomeas

Los muestreos de los cultivos de diatomeas bent6nicas fueron por
triplicado y se realizaron en tres diferentes ocasiones, a los cinco dias de
haber sido inoculados los recipientes de cultivo. La biomasa obtenida de cada
una de las unidades experimentales fue cosechada y colocada de forma
individual en tubos plasticos de centrifuga de 50 ml los cuales fueron
previamente etiquetados. De cada uno de estos recipientes se tom6 una sub-

muestra de 10 ml, la cual fue fijada con lugol para poder realizar el conteo
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posterior de la concentracion celular de los cultivos. Los tubos de centrifuga
de 50 mi con el volumen de la biomasa restante de la cosecha fueron
congelados a -80 °C en un crio-congelador marca Labconco modelo Ultima Il
y posteriormente ya congeladas fueron liofilizadas en un liofilizador marca
VIRTIS Modelo 12 E L. Una vez seca, la muestra fue almacenada en una

atmosfera de nitrogeno hasta el momento de hacer los analisis posteriores.
4.3.3.- Analisis de la composicién proximal de las diatomeas

Los valores de la composicion proximal y bioquimica de los diferentes
tratamientos se expresaron en porcentaje, con base en el valor del peso
seco de cada una de las dietas, para cada una se obtuvo el valor promedio y

la desviacidn estandar de las repeticiones.
4.3.3.1.- Proteina cruda

Los andlisis de proteina cruda se realizaron por triplicado siguiendo el
metodo de Micro-Kjeldahl (aprobado por la AOAC, 1990) para esto, 50 mg de
las muestras liofilizadas (seccion 4.3.2) se agregaron a matraces Kjeldahl con
tres ml de H,SO4 concentrado, el cual fue agregado junto con la mezcla
cromica y perlas de vidrio a temperatura de ebullicion donde el nitrogeno se
coﬁvierte a (NH4)2S0,4. La mezcla fria se diluyé con agua destilada hasta un
volumen de 25 ml y posteriormente se neutralizé con NaOH, de este proceso

resulta una forma de amonio ionizado. Finalmente las muestras se destilaron
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y el contenido resultante de amonio se titulé con HCI 0.02 N. Con el valor del
porcentaje de nitrogeno (%N) obtenido, se calculd el contenido de proteina
cruda mediante la siguiente expresion:
Proteina cruda (%) = %N X 6.25

4.3.3.2.- Lipidos

La extraccion de los lipidos se hizo con mezcla de cloroformo-metanol-
agua, siguiendo la metodologia de Folch y Sloane (1957) y la cuantificacion
de lipidos totales por gravimetria.

4.3.3.3.- Extracto iibre de nitrégeno

Este valor fue calculado por diferencia de la sumatoria del porcentaje

de proteina, lipidos y cenizas, por lo que se obtuvo con la siguiente formula:
ELN = 100 — (% proteina + % lipidos + % cenizas)
4.3.4.- Calorimetria
El contenido energético dé las diatomeas bentonicas suministradas

como alimento para las postlarvas de abuldén azul de forma mono-especificas

y como mezcla se determiné mediante combustion directa en un calorimetro
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adiabatico Parr 1281 (Parr Instrument Co., Moline, IL, USA). Cuando la
muestra se calcind el calor producido elevo la temperatura del agua que
encierra el contenedor donde la muestra estuvo confinada, asi la temperatura
proporciono al calorimetro la base para calcular el valor energético. Previo a
realizar los analisis de las diatomeas se calibro el calorimetro, se utilizaron

diez muestras de caseina (20 mg) para obtener un valor estandar.
4.3.5.- Peso seco y contenido de cenizas

La esﬁmacién del peso seco y contenido de cenizas se realizo
enjuagando con agua destilada las muestras secas y liofilizadas, después se
centrifugaron a 800 rpm durante 10 minutos y se elimin6 el sobrenadante.
Este proceso se realizd para todas las muestras en tres ocasiones para
asegurar la eliminacion de sales. Se pesé 0.1 g de muestra en navecillas de
aluminio previamente pesadas. Las navecillas con la muestra se secaron en
una estufa a 60 °C durante cuatro horas y se pesaron cada hora (tres horas
mas) hasta obtener peso seco constante. Posteriormente los filtros con la
muestra seca se incineraron en una mufla a 450 ° C por 4 horas y se pesaron

para calcular el peso de cenizas.
4.3.6.- Pigmentos

4.3.6.1.- Clorofila “a” en el cultivo
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La clorofila “a” se evalué con el método tricromatico siguiendo la
metodologia de Parsons et al. (1984). Para la extraccion de estas, se
utilizaron 10 ml de acetona al 90% y 0.05 g de muestra de cada una de las
repeticiones de los cuatro tratamientos. Después de la extraccion a 4 °C
durante 24 horas mantenidas en oscuridad, las soluciones de acetona con la
muestra se centrifugaron a 1000 rpm durante 10 min. De estas soluciones se
. tomaron alicuotas y se vaciaron en celdas para espectrofotdmetro. Para
conocer la concentracion de clorofila se utilizaron las ecuaciones de la

SCOR/UNESCO detalladas por Strickland y Parsons (1965).

4.4.- Evaluacion del crecimiento de postlarvas de abuldn (Haliotis ssp.)

4.4.1.- Bioensayo de crecimiento de las postlarvas de abulén

Se utilizaron postlarvas de abulén azul (Haliotis fulgens), donadas por
la empresa B. C. Abalone S. de R. L. de C. V. Las postlarvas fueron
transportadas en bolsas de plastico, la cuales se colocaron en una hielera
con “Gel Ice” con el fin de mantener una temperatura del agua de aprox. 13
°C y asi disminuir el estrés y el metabolismo de los organismos durante.su
transporte. Al llegar al laboratorio de bioensayos numero 4 del 11O, las
postlarvas se distribuyeron aleatoriamente en cada una de las repeticiones y
tratamientos experimentales (12 recipientes, tres de cada tratamiento). A
cada unidad experimental (recipientes de 18 litros descritos en la seccion

43.1) se agregaron 2000 organismos. Cada unidad experimental
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previamente, (cinco dias antes), fue inoculada para formar una bio-pelicula
con las diferentes cepas de diatomeas bentonicas y la mezcla de estas, con

las proporciones que se describen en la seccion 4.3.1.

Con el fin de mantener una bio-pelicula adecuada de diatomeas
bentonicas, cada semana, a cada recipiente se adicionaron 150 ml de inoculo
de su respectiva cepa a cada recipiente para los tratamientos de cultivos
mono-especificos y 50 ml de cada cepa para los tratamientos poli-especificos
para asi asegurar que las postlarvas mantuvieran una alimentacion ad

libitum.

Las postlarvas se mantuvieron a 20 + 1 °C con una intensidad de luz
de 150 HNE m?s™ y un periodo de luz de 10 horas y 14 horas para el periodo
de oscuridad. La salinidad se mantuvo entre 35 + 1 ppm y se hicieron
recambios de agua de un 600 % diario con un sistema de flujo abierto (Figura

2).

4.4.1.1.- Muestreo de postlarvas de abulén

Cada cinco dias durante 20 semanas, se recolectaron alrededor de 30

postlarvas de cada una de las unidades y tratamientos experimentales y con

estas postlarvas se evalué el crecimiento durante el bioensayo.
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Con el fin de no dafar las postlarvas la recolecta se realizo con un
pincel de cerdas suaves (de pelo de nutria). Los organismos se colocaron en
tubos Eppendorf de 1.5 ml de capacidad con agua de mar y lugol para

preservarlos y medirlos posteriormente.

4.4.1.2.- Medicion

La longitud de las postlarvas se midi® en un microscopio
estereoscopico marca ZEISS modelo Stemi 2000-C; las imagenes se
captaron con una camara electronica para microscopio NATIONAL modelo
NTSC y se procesaron con el software MOTIC IMAGE 2000 version 1.3, para

crear archivos con los datos y las imagenes que se procesaron.

4.4.1.3.- Mortalidad

Se recolectaron las conchas de las postlarvas muertas con un tamiz
cada cinco dias al realizar la limpieza de los recipientes. El conteo se realiz

con un microscopio estereoscépico marca ZEISS modelo Stemi 2000-C.

4.5.- Tasa de ingestion

El estudio de la tasa de ingestién se realizd en cajas de cultivo de

tejido de seis camaras, las cuales fueron inoculadas con los diferentes

tratamientos experimentales (diatomeas bentdnicas) un dia antes de realizar




las observaciones con el fin de tener una bio-pelicula de diatomeas
suficientes para la alimentacion de las postlarvas por un periodo de tiempo de

2 horas.

Antes de agregar los organismos a cada una de las camaras
experimentales y con la ayuda del sistema de procesado de imagenes
(seccidon 4.4.1.2) se contabilizo la cantidad inicial de células presentes en las
bio-peliculas en cinco areas de igual superficie que fueron seleccionadas al

azar en cada una de las camaras.

En cada unidad experimental se colocaron 5 postlarvas, las cuales
previamente habian sido mantenidas en inanicion durante un periodo de 24
horas previo a la medicion con el objetivo de eliminar las heces del tracto
digestivo. A las dos horas de haber agregado las postlarvas a las camaras
estas fueron removidas y colocadas en otras camaras libres de bio-pelicula
(24 horas) con el fin de que liberaran las diatomeas que habian sido ingeridas

en forma de heces.

A las 24 horas de haber dejado a las postlarvas en inanicion se
recolectaron las heces y se dividieron en dos sub-muestras. La primera
muestra se utilizd para calcular la digestibilidad al medir la cantidad de
clorofila “a” y feofitina presente en las heces siguiendo la metodologia

descrita en la seccion 4.5.1. La segunda sub-muestra se utilizé para calcular




24

el peso organico y de cenizas de las heces, siguiendo la metodologia descrita

en la seccidon 4.3.5.

Este procedimiento se repitio tres veces (64, 69 y 79 dias
postasentamiento) con el fin de observar cambios en la tasa de ingestion con
respecto al tiempo de vida de las postlarvas. Ademas de este analisis se
obtuvo la energia consumida por los organismos (cal g'1 dia™) para ser

utilizada en los calculos del balance energético.
4.5.1.- Clorofila “a” y Feofitina en las heces

Estos pigmentos se evaluaron por el método fluorometrico siguiendo la
metodologia descrita por Arar y Collins (1997). Para la extraccion se filtraron
las muestras de heces obtenidas del ensayo de la tasa de ingestion y
digestibilidad (seccion 4.5). Estas muestras se filtraron con filtros Whatman
de fibra de vidrio y se introdujeron en tubos para centrifuga con 10 mi de
acetona al 90 %. La solucién de acetona con los filtros se dejo reposar
durante 24 horas a 4 °C y oscuridad para que se produjera la extraccion de
los pigmentos. Después de la extraccion, los tubos se centrifugaron a 1000
rpm durante 10 minutos. De cada solucion se tomo una alicuota y se vacio a
las celdas para medir en el fluorometro la absorbancia de las muestras sin
acidificar. Después, a cada muestra se agregé HCI 0.1 N y se volvio a.medir
la concentracién en el fluorémetro para obtener la absorbancia de las

muestras acidificadas. Los valores de concentracion de clorofila y feofitina se
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calcularon siguiendo las ecuaciones descritas por Arar y Collins (1997). Las

unidades obtenidas con este procedimiento se expresan en g I

4.6.- Medicion del consumo de oxigeno

De cada uno de los tratamientos experimentales se tomaron dos
postlarvas y se introdujeron a camaras respirometricas de acrilico de 2 ml de
capacidad (Figura 3). Las postlarvas se colocaron en el fondo de las camaras
con la base perforada y sobre un magneto de agitacion para promover la
mezcla constante de la columna de agua durante el periodo de medicion. El
consumo de oxigeno fue registrado con dos sensores polarograficos de
oxigeno de seis canales (Srathkelvin Instruments Ltd., Ireland) controlados
por computadora. La duraciéon de la medicion fue de una hora. El consumo de
oxigeno (umol O, g*'h™") se calculd mediante las pendientes de las graficas
obtenidas por la medicion continua del oxigeno en las camaras, y se utilizo la

siguiente ecuacion:

VO, = (Csxmx60)/(100%xWwt)

donde VO3 es la tasa de consumo de oxigeno del organismo en cuestién
(umol Oz g'*h'1); Cs es el oxigeno presente en las camaras antes de iniciar el
bioensayo, m es la pendiente de la curva de consumo de oxigeno (%0,min™),
Wwt es la suma del peso de los organismos que se introdujeron a las

camaras.
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Este procedimiento se realizo por triplicado con abulones alimentados
y en inanicidén por 24 horas de 114 (dia 1), 115 (dia 2) y 116 (dia 3) dias
postasentamiento, con el fin de observar cambios en el consumo de oxigeno
con respecto al tiempo de vida de las postlarvas y obtener el valor de la
acciéon dinamica especifica, ademas de obtener la energia gastada en el
proceso de respiracion (cal Oz hr-1 g-1) para el balance energético (seccion

4.7).

Figura 3.- Sistema utilizado para la medicién del consumo de oxigeno de las postiarvas de
abulén azul (Haliotis fulgens).
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4.7.- Calculo del Balance Energético

Este calculo se llevd a cabo a través de la ecuacidon de balance

energeético la cual esta integrada por los siguientes componentes:

C = P+R+M+U+END

donde: C = Consumo, P = Produccion, R = Respiracion, M = moco, U =

excrecion y END = Energia no digestible.

Todos los componentes de la ecuacién para calcular el balance
energético se representaron en calorias por dia por gramo (cal dia” gr') y en
porcentaje con respecto a la energia ingerida. Cada una de las variables del -

balance se obtuvo por medio de las metodologias descritas anteriormente.

4.8.- Analisis estadistico

Para poder determinar las diferencias entre la concentraciéon de las
diferentes fracciones nutrimentales (proteinas, lipidos y ELN) de los cultivos
mono-especificos y la mezcla de las diatomeas benténicas se realizd un
analisis de varianza de una via (ANOVA). Para determinar cual tratamiento
presentaba diferencias se realizd un analisis a posteriori con una prueba de

significancia de Tukey. Estas pruebas se realizaron mediante el paquete
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estadistico STADISTICA versién 6.0 para Windows (StatSoft, Inc. 1998) con

una<0.01.

Las diferencias en el crecimiento de las postlarvas de abulédn a lo largo
del experimento y con las diferentes dietas de diatomeas bentdnicas se
realizo por medio de un analisis de regresion cuadratica (promedio minimo
cuadratico de longitud). Las significancias se hicieron a partir de un analisis
de varianza transformado. El efecto de las dietas se evalué mediante
contrastes ortogonales a un nivel de significancia del 0.05 % utilizando el

paquete estadistico SAS-GLM (SAS, 2001).
5.- RESULTADOS
5.1.- Concentracion celular

Amphiprora paludosa var. hyalina (T1) fue la diatomea bentdnica que
tuvo la mayor concentracion celular con 216458 + 31879 cel mi™, seguido por
la mezcla de diatomeas bentonicas (T4) con una concentracion promedio de
198188 + 22069 cel ml™*. Nitzschia thermalis var. minor (T3) tuvo una
concentracion promedio de 147292 + 10631 cel ml™. Navicula incerta (T2)
resultd con la menor concentracién celular con un promedio de 108906 +

13479 cel mi™ (Tabla I).
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5.2.- Composicion proximal y bioquimica de las diatomeas bentonicas

5.2.1.- Peso de las cenizas

Navicula incerta (T2) fue la diatomea bentonica que tuvo
estadisticamente el valor mas bajo de contenido de cenizas (F= 6.078 y P=
0.23) con un porcentaje de 41.80 + 4.80 %, seguido por Amphiprora paludosa
var. hyalina (T1) con un porcentaje de ceniza de 53.31 £ 6.37 %. Para el
tratamiento de la mezcla de las tres especies de diatomeas bentonicas (T4)
se observo un porcentaje de ceniza del 53.77 + 0.96 %. La diatomea
bentonica que estadisticamente resultd con el mayor porcentaje de ceniza fue
Nitzschia thermalis var. minor (T3) con un valor promedio de 57.64 £ 4.16 %

(Tabla Il).

5.2.2.- Contenido de proteinas

Al evaluar el contenido de proteina no se encontraron diferencias
significativas Navicula incerta (T2) tuvo 15.97 + 6.74 %, Nitzschia thermalis
var. minor (T3) con 16.23 + 3.56 % y Amphiprora paludosa var. hyalina (T1)
con 16.46 + 0.55 %. El tratamiento de la mezcla de las tres especies de

diatomeas bentoénicas (T4) concentré mas proteinas sin presentar diferencias
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significativas, con un promedio de 18.73 + 2.73 % (F = 0.29 y P = 0.82)

(Tabla II).

5.2.3.- Contenido de lipidos

En el contenido de lipidos no se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos ensayados (F= 2.8 y P= 0.1). Donde se obtuvo el
menor porcentaje de lipidos fue con Amphiprora paludosa var. minor (T1) con
3.28 + 0.98 %, seguido por Nitzschia thermalis var. minor (T3) con 3.82
1.27 % y Navicula incerta (T2) con 6.07 £ 2.57 %. El mayor porcentaje de
lipidos, sin presentar diferencias significativas, se encontré en el tratamiento
de la mezcla de las tres especies de diatomeas bentonicas (T4) siendo este

de 6.29 + 0.96 % (Tabla II).

5.2.4.- Extracto Libre de Nitrogeno (ELN)

La especie de diatomea bentonica con el valor mas bajo de ELN fue
Nitzschia thermalis var. minor (T3) con 19.92 + 0.61 % seguido por la mezcla
de las tres especies con 21.21 + 3.36 %. Amphiprora paludosa var. minor
(T1) tenia 29.95 + 5.79 %. El valor mas alto fue el de Navicula incerta (T2)

con un porcentaje de 36.16 + 5.36 % (Tabla Il).

5.2.5.- Calorias
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Al evaluar el contenido energético de las diferentes especies de
diatomeas bentdnicas (dietas) no se encontraron diferencias significativas (F=
4.19 y P= 0.064) entre los tratamiento. Para Nitzschia thermalis var. minor
(T3) se obtuvo un promedio de 1668.75 + O cal gr', el tratamiento de la
mezcla (T4) un promedio de 1929.3 + 148.93 cal gr'. Amphiprora paludosa
var. minor (T1) se midié un promedio de 2054.15 + 170.38 cal gr' y para

Navicula incerta (T2) se obtuvo 2608.06 + 444.36 cal gr'' (Tabla II).




Tabla I. Valores promedio de la cencentracion de células en los cultivos monoespecificos de Amphiprora
paludosa var. hyalina (T1), Navicula incerta (T2) y Nitzschia thermalis var. minor (T3) y cultivos
poliespecificos (T4).

T1 T2 T3 T4
Concentracion celular en el cultivo monoespecifico (cel/ml) 216458 £ 31879 108906 + 13479 147292 £ 10631
Concentracion celular en el cultivo poliespecifico (cel/ml) 93688 + 972 45938 + 1679 46188 + 2917 198188 + 23069
Proporcion en el cultivo poliespecifico (%) 47 +0.49 23+0.85 23 +1.47

T1= Amphiprora paludosa var. hyalina, T2 = Navicula incerta, T3 = Nitzschia thermalis var. minory T4 = Mezcla de cepas.




Tabla Il.- Composicion proximal en base seca de los cuatro tratamientos experimentales utilizados
para alimentar a postlarvas de abulon azul (Haliotis fulgens). Subindices diferentes (a > b > ¢)
indican diferencias estadisticas entre los tratamientos experimentales* a= 0.05.

T1 T2 T3 T4
Cenizas (%) 53.31+6.37 41.80+4.80° 57.64 +4.16 ° 53.77 +0.96
Proteinas (%) 16.46 + 0.55 ° 15.97 £6.74 16.23 +3.56 % 18.73 £2.73°2
Lipidos (%) 3.28+0.98° 6.07 +2.57 ° 3.82+127° 6.29 +0.96 °
ELN" (%) 26.95+579 36.16 + 5.36 ° 19.92+061° 21.21+3.36°
Calorias™” (cal g PS) 2054.15 + 170.38 ° 2608.06 + 444.36 ° 1668.75 0 ° 1929.3 + 148.93 2

* T1= Amphiprora paludosa var. hyalina, T2 = Navicula incerta, T3 = Nitzschia thermalis var. minory T4 = Mezcla de cepas.
** ELN: Extracto libre de nitrégeno calculado por diferencia.
*** Las calorias estan dadas en calorias por gramo de peso seco.




5.3.- Bioensayo de crecimiento de las postlarvas de abulén

Los resultados del bioensayo de crecimiento de las postlarvas de
abulon durante los primeros 15 dias del ensayo no evidenciaron diferencias
en el crecimiento en ninguno de los cuatro tratamientos con los que fueron
alimentadas. Después de los 15 dias de ensayo, en las postlarvas
alimentadas con Nitzschia thermalis var. minor (T3) presentaron los valo‘res_‘
mas bajos de crecimiento con excepcién del dia 45 del bioensayo en el cual
se obtuvo valores mas bajos con el tratamiento de la mezcla de las tres
especies de diatomeas y Navicula incerta. A partir de los 15 dias las
postlarvas de abuldn alimentadas con la cepa de Navicula incerta (T2) y el
tratamiento de la mezcla de las tres especies de diatomeas benténicas (T4)
tuvieron el crecimiento mas alto hasta el dia 45. Desde el dia 40 hasta el 80
del ensayo las postlarvas de abulon alimentadas con Amphiprora paludosa
var. hyalina (T1) presentaron el mayor crecimiento. Durante la Ultima etapa
del bioensayo (dia 85 al 100) las postlarvas alimentadas con el tratamiento de
la mezcla de las tres especies de diatomeas (T4) crecieron mas seguido por

las postlarvas alimentadas con Navicula incerta (T2) (Figura 4).
5.3.1.- Crecimiento
La longitud inicial de las postlarvas de abulén de 24 dias post-

asentamiento fue en promedio de 909.21 + 130.57 um. La longitud final de las

postlarvas alimentadas con Nitzschia thermalis var. minor (T3) fue en
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promedio 4334.42 + 657.71 ym. Aquellas alimentadas con Amphiprora
paludosa var. hyalina (T1) tuvieron una longitud final promedio de 4655.97 +
122.6 ym vy las alimentadas con Navicula incerta (T2) una longitud promedio
final de 5411.55 + 374.47 pym. El tratamiento de las postlarvas alimentadas
con la mezcla de las tres especies de diatomeas bentdnicas (T4) tuvieron en

promedio una longitud final de 5917.44 + 1049.92 um (Tabla llI).

Las postlarvas alimentadas con Nitzschia thermalis var. minor (T3)
estadisticamente (F= 86.49 y P< 0.0001) tuvieron la menor tasa de
crecimienio diaria con un promedio de 31.14 + 5.98 pym dia™, seguida por la
postlarvas alimentadas con Amphiprora paludosa var. hyalina (T1) con un
crecimiento promedio diario de 34.06 + 1.11 um dia™". Para las postlarvas
alimentadas con Navicula incerta {T2) crecieron 40.93 + 3.40 pm dia™. Las
postlarvas alimentadas con el tratamiento de la mezcla de diatomeas
bentdnicas (T4) fueron las que estadisticamente tuvieron el mayor valer de

crecimiento con un promedio 45.3 + 9.81 um dia™ (Tabla ).

5.3.2.- Ganancia en peso

El peso humedo inicial de las postlarvas fue en promedio de 0.558 mg
por organismo. El peso final para las postlarvas alimentadas con Nitzschia
thermalis var. m/nof (T3) fue de 9.28 + 2.72 mg, siendo este el peso mas bajo
de los cuatro tratamientos. Las postlarvas alimentadas con Amphiprora

paludosa var. hyalina (T1) tuvieron en promedio un peso humedo final de




25.97 + 6.06 mg y las alimentadas con Navicula incerta (T2) un peso
promedio humedo final de 33.58 + 8.78 mg. Las postlarvas con el peso
humedo final mas alto fueron las alimentadas con el tratamiento de la mezcla
de diatomeas bentonicas (T4) con un peso humedo promedio de 35.26 *

5.72 mg (Tabla Iil).

E| valor estadisticamente menor en ganancia de peso (F= 10.99y P=
0.0033) correspondio a las postlarvas alimentadas con Nitzchia thermalis var.
minor (T3) con un promedio de 0.145 = 0.045 mg dia”. Las postlarvas
alimentadas con Amphiprora paludosa var. hyalina (T1) aumentaron un
promedio de 0.424 = 0.101 mg dia”, mientras que las alimentadas con
Navicula incerta (T2) un promedio de 0.550 + 0.146 mg dia™. Las postlarvas
alimentadas con la mezcla de diatomeas benténicas (T4) presentaron un
incremento en peso promedio de 0.578 + 0.095 mg dia”. Estos tres ultimos
tratamientos (T1, T2, T4) no tienen diferencias significativas entre ellos pero

si son diferentes al tratamiento T3 (Tabla Iil).
5.3.3.- Eficiencia alimenticia

Al evaluar la eficiencia alimenticia no se encontraron diferencia
significativas entre los tratamientos analizados (F= 1.47 y P= 0.29), el
tratan'w;{.eznto que present6 el menor valor de eficiencia alimenticia fue el T2
(Navicula incerta) con un valor promedio de 0.19 + 0.07 seguido por el

tratamiento T1 (Amphiprora paludosa var. hyalina) con un valor promedio de
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eficiencia alimenticia de 0.20 + 0.04. El tratamiento T3 (Nitzschia thermalis
var. minor) presenté un valor promedio de eficiencia alimenticia de 0.32 £
0.07, mientras que el tratamiento T4 (mezcla de diatomeas bentonicas)

presenté una eficiencia alimenticia de 0.40 + 0.27 (Tabla lli).
5.3.4.- Mortalidad

En este ensayo no se encontraron diferencia significativas entre
ninguno de los tratamiento (F= 2.45 y P= 0.13) el valor promedio para el
tratamiento T4 (mezcla de diatomeas benténicas) fue de 12.08 2.91 %; para
el tratamiento T2 (Navicula incerta) de 16.77 + 3.11 % de mortalidad y el
tratamiento T1 (Amphiprora paludosa var. hyalina) 18.27 + 1.5 %, el
tratamiento T3 (Nitzschia thermalis var. minor) una mortalidad de 28.22 #

14.3 % (Tabla ).

Crecimiento de las postlarvas de abulén azul (H. fulgens)
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Figura 4.- Crecimiento promedio por dia de las postlarvas de abulén azul (Haliotis fulgens)
expuestas a cuatro tratamientos nutrimentales diferentes. T1 = Amphiprora
paludosa var. hyalina, T2 = Navicula incerta, T3 = Nitzschia thermalis var. minor -
y T4 = Mezcla de cepas.




Tabla Ill.- Crecimiento, utilizacion del alimento y mortalidad de las postlarvas de abulén azul (Haliotis fulgens)
alimentadas con los cuatro tratamientos experimentales. Subindices diferentes (a > b > c¢) indican diferencias
estadisticas entre los tratamientos* a= 0.05.

T1 T2 ‘ T3 T4
Longitud inicial (um) 909.21 * 130.57 909.21 + 130.57 909.21 + 130.57 909.21 + 130.57
Longitud final (um) 4655.97 + 1226 ° 5411.55 + 374.47 ® 4334.42 £ 657.71° 5917.44 + 1049.92 °
Ganancia longitud (pm dia'1) 34.06+1.11° 40.93+3.40% 31.14+598° 4523+9.81°
Peso hiimedo inicial (mg) 0.558 0.558 0.558 0.558
Peso hiimedo final (mg) 25.97 +6.06° 33.58+8.78° 9.28+272° 3526 +5.72°
Ganancia en peso himedo  (mg dia™) 0.424 +0.101°2 0.550 £ 0.146 * 0.145 + 0.045 ° 0.578 +0.095 °
Ingestion ~ (mg dia™) 21+001%® 3.02+037° 0.48+0.18° 177 £0.71°
Eficiencia alimenticia 0.20+0.04° 0.19+0.07? 0.32+0.07° 0.40 +0.27 2
Mortalidad (%) 18.27 +1.50° 16.77 +3.11° 28.22 +14.30° 12.08 +2.91°

*T1= Amphiprora paludosa var. hyalina, T2 = Navicula incerta, T3 = Nitzschia thermalis var. minory T4 = Mezcla de cepas.
** La ganancia en peso humedo esta dada en mg de abuldn diarios.
*** La ingestién estd dada en mg de peso seco de las diatomeas por dia.
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5.4.- Digestibilidad aparente
5.4.1.- Concentracién de pigmentos
5.4.1.1.- Concentracion de clorofila “a” en el cultivo

Amphiprora paludosa var. minor (T1) tuvo el valor mas bajo de clorofila
“a” con 6.16 + 2.85 mg g POS (peso organico seco), Nitzschia thermalis var.
minor (T3) tuvo una concentracion de 8.42 + 0.87 mg g™ POS, el tratamiento
de la mezcla de diatomeas benténicas (T4) 8.77 + 1.66 mg g' POS. La
concentracion mas aita de clorofila correspondi6 a Navicula incerta (T2) con

8.83 + 1.62 mg g' POS (Tabla IV).
5.4.1.2.- Concentracion de clorofila “a” en heces

Las postlarvas alimentadas con la mezcla de las tres especies de
diatomeas bentonicas (T4) fueron las que tuvieron menor concentracion de
clorofila con 4.12 + 1.41 mg g POS, seguido por las alimentadas con
Nitzschia thermalis var. minor (T3) con 5.21 + 2.95 mg g POS y las
postlarvas alimentadas con Amphiprora paludosa var. hyalina (T1) con una
concentracién de clorofila “a” en heces de 7.47 + 3.79 mg g"' POS: las
po;c,tlarvas que presentaron el valor mas alto de concentracion de clorofila “a@”
en heces fueron las alimentadas con Navicula incerta (T2) con 18.99 + 28.53

mg g PS (Tabla IV).
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5.4.1.3.- Concentracion de feofitina en las heces

Las postlarvas que tuvieron el menor valor de feofitina en las heces
fueron las del tratamiento T1 alimentadas con la mezcla de diatomeas
bentdnicas con un promedio de 950.24 + 438.43 mg g’ POS seguido por las
postlarvas alimentadas con Nitzschia thermalis var. minor (T3) con una
concentracion promedio de 1088.86 + 569.32 mg g” POS. Las postlarvas
alimentadas con Amphiprora paludosa var. minor (T1) tuvieron una
concentracion promedio de 1767.92 + 838.57 mg g’ POS. Las postlarvas que
presentaron la mayor concentraciéon de feofitina fueron las alimentadas con
Navicula incerta (T2) con una concentracion promedio de 2122.96 + 2798.75

mg g POS (Tabla IV).

5.4.2.- Digestibilidad aparente en base a peso organico

El porcentaje de digestibilidad aparente para el tratamiento T2
(Navicula incerta) fue en promedio de 98.64 + 1.12 %. En los tratamientos T3
(Nitzschia thermalis var. minor) y T4 (mezcla de diatomeas bentdnicas), se
midié una digestibilidad promedio de 98.85 + 0.44 %y 98.85 + 0.62 %. El
tratamiento T1 (Amphiprora paludosa var. minor) tuvo un promedio de 99.65
+ 0.01 %. En la digestibilidad aparente medida paratodos los tratamientos no

hubo diferencias significativas (F= 1.16 y P= 0.38) (Tabla V).
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5.4.3.- Digestibilidad aparente en base a peso seco total

El porcentaje de digestibilidad aparente significativamente menor de
los cuatro tratamientos (F= 5.74 y P= 0.026) se produjo con Nitzschia
termales var. minor (T3) con 41.86 + 3.93 %. La mejor digestibilidad aparente
sucedio con Navicula incerta (T2) que fue de 57.42 + 5.01%. En el
tratamiento constituido por la mezcla de diatomeas bentonicas obtuvo una
digestibilidad aparente de 45.73 + 0.72 % y Amphiprora paludosa var. hyalina
un porcentaje de digestibilidad aparente de 46.53 + 3.34 %. No se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos T3 y T2 (Tabla

V).




Tabla IV.- Concentracién de pigmentos en cultivo y en heces utilizados como un marcador interno para la
determinacién de digestibilidad aparente en postlarvas de abulén azul (Haliotis fulgens). Subindices
diferentes (a >b > c) indican diferencias estadisticas entre los tratamientos experimentales* a= 0.05.

T1 T2 T3 T4
Clorofila cultivo (ug g POS) 6.16 £ 2.85 8.83+1.62 8.42 +0.87 8.77 £ 1.66
Clorofila heces (ug g POS) 7.47 £3.79 18.99 + 28.53 521+295 412 +1.41
Feofitina heces (ug g P‘bS) 1767.92 + 838.57 2122.96 + 2798.75 1088.86 + 569.32 950.24 + 438.43
Digestibilidad (% POS) 99.65+ 0.01° 98.64 £1.12° 98.85 + 0.44 * 98.85 +0.62 °
Digestibilidad (% PS) 46.53 +6.34 ® 57.42+5.01° 41.86+3.93° 4573072

“T1= Amphiprora paludosa var. hyalina, T2 = Navicula incerta, T3 = Nitzschia thermalis var. minory T4 = Mezcla de cepas.
POS: porcentaje en base al peso organico seco. PS: porcentaje en base al peso total en seco.




5.5.- Medicién de consumo de oxigeno

5.5.1.- Postlarvas alimentadas con diatomeas benténicas

5.5.1.1.-Dia 1

El menor valor de consumo de oxigeno se experimentd con Nitzschia
thermalis var. minor (T3) con un promedio de 109.37 + 1.70 ul O, dia™ gr'1
seguido por los organismos alimentados con Navicula incerta (T2) con un
promedio de 146.63 + 20.40 pl O, dia™ gr''. Los organismos alimentados con
la mezcla de diatomeas bentonicas consumieron un promedio de 149.04 £ 0
ul O, dia™ gr'' y las alimentadas con Amphiproara paludosa var. hyalina (T1)
tuvieron un promedio de consumo de 159.85 + 32.30 ul O, dia” gr' siendo
este el tratamiento con mayor consumo de oxigeno. Las diferencias
numéricas obtenidas entre los tratamientos para este andlisis no tuvieron
diferencias significativas (F= 1.93 y P= 0.3) entre ninguno de los tratamientos

(Tabla V).

5.5.1.2.- Dia 2

Para el segundo dia de medicién se encontraron diferencias
significativas (F= 13.18 y P= 0.032) y las postlarvas con menor consumo de
oxigeno fueron las alimentadas con Amphiprora paludosa var. hyalina (T1)

con un consumo promedio de 96.15 + 3.40 ul O, dia™” gr'y también las
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alimentadas con Nitzschia thermalis var. minor (T3) con un consumo
promedio de 111.78 = 15.30 pl O, dia™’ gr”. El valor mas alto de consumo de
oxigeno lo preéentaron las postlarvas alimentadas con la mezcla de
diatomeas benténicas (T4) con un promedio de consumo de 152.64 + 11.90
pl Oz dia™ gr'. El tratamiento T2 en este dia de medicién no pudo ser

calculado por lo gue no se muestra (Tabla V).

5.5.1.3.-Dia3

El valor significativamente mas bajo (F= 10.92 y P= 0.021) para este
dia de medicion fue para las postlarvas alimentadas con Amphiprora
paludosa var. hyalina (T1) con un promedio 155.05 + 22.10 yl Oz dia” gr'' y
las alimentadas con Navicula incerta (T2) con un consumo promedio de
158.65 + 3.40 pl Oz dia™ gr”'. No se encontraron diferencias significativas en
el consumo de oxigeno de las postlarvas alimentadas con Nitzschia thermalis
var. minor (T3) donde se obtuvo un consumo promedio de 183.89 + 1.70 pl
O, dia” gr'. Las postlarvas con mayor consumo fueron las alimentadas con
el tratamiento de la mezcla de diatomeas benténicas con un promedio de

211.54 + 0 cal O, dia™" gr' (Tabla V).




5.5.2.- Postlarvas sin alimentar (24 horas)
5.5.2.1.- Dia1

Las postlarvas alimentadas Nitzschia thermalis var. minor (T3) tuvieron
el valor significativamente menor (F= 11.53 y P= 0.37) de consumo de
oxigeno con un promedio de 127.40 + 0 pl O, dia™ grt: las postlarvas
alimentadas con Amphiprora paludosa var. minor (T1) consumieron 179.09 +
1.70 ul O2 dia” gr'. Las alimentadas con la mezcla de diatomeas benténicas
(T4) tuvieron un consumo promedio de 133.41 + 8.50 ul O, dia” gr''y las que
se alimentaron con Navicula incerta (T2) un consumo de 146.63 + 13.60 pl Oy
dia” gr'. No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos

T1, T2 y T4 (Tabla V).
5.5.2.2.- Dia 2

El menor valor de consumo de oxigeno (F= 17.56 y P=0.02) se
experimentd con las postlarvas alimentadas con Amphiprora paludosa var.
minor (T1) con un promedio de 102.16 + 1.70 ul O, dia™ gr’. Los valores mas
altos se encontraron con las postlarvas alimentadas con la mezcla de
diatomeas benténicas con 156.25 + 10.20 ul O, dia™ gr' y Navicula incerta
(T2) con 14062 + 8.50 ul O, dia'1 gr’. No se encontré diferencias

significativas para las postlarvas alimentadas con Nitzchia thermalis var.
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minor (T3) con un consumo de oxigeno promedio de 125 + 0 yl Oz dia” gr’

(Tabla V).

5.5.2.3.-Dia 3

El valor mas bajo de consumo de oxigeno se midi6 con las postlarvas
alimentadas con Navicula incerta (T2) con un promedio de 141.83 + 10.20 ul
0, dia™ gr’, las postlarvas alimentadas con Amphiprora paludosa var. minor
(T1) tuvieron un consumo de 159.85 + 32.30 pl O, dia” gr'' y las alimentadas
con la mezcla de diatomeas bentdnicas (T4) consumieron 185.09 £ 0 pl O,
dia’ gr'. Las postlarvas postlarvas alimentadas con Nitzchia thermalis var.
minor (T3) tuvieron un promedio de 213.94 + 0 pl O, dia™ gr’'. Para este dia
no se encontraron diferencias significativas entre ninguno de los tratamientos

(F= 2.26 y P= 0.32) (Tabla V).




Tabla V.- .Consumo de oxigeno™ por las postlarvas de abulén azul (Haliotis fulgens) alimentadas
con los cuatro tratamientos experimentales. Subindices diferentes (a > b > c) indican diferencias
estadisticas entre los tratamientos* a= 0.05.

T1 T2 T3 T4
Dia 1 (A) (ul 02/hig) 159.85 % 32.30 ° 146.63 + 20.40 ® 109.37 £ 1.70 149.04 + 0 °
Dia 2 (A) (ul O2/hig) 96.15 + 3.40 ° 0 111.78 £ 15.30 ® 152.64 +11.90
Dia 3 (A) (pl O2/h/g) 155.05 + 22.10 ® 158.65 + 3.40 ° 183.89+ 1.70 *® 211.54+0°
Dia 1 (I) (ul O2/hig) 179.09 + 1.70 ® 146.63 + 13.60 127.40£0° 133.41+8.50
Dia 2 (I) (ul O2/hig) 102.16+1.70° 140.62 + 8.50 125+ 0 156.25 + 10.20
Dia 3 (I) (l O2/hig) 159.85 + 32.30 141.83 £ 10.20 213.94+0° 185.09 £ 0 °

* T1= Amphiprora paludosa var. hyalina, T2 = Navicula incerta, T3 = Nitzschia thermalis var. minory T4 = Mezcla de cepas.

** | as mediciones se hicieron durante 6 dias, los primeros 3 dias se obtuvieron los valores de las postlarvas alimentadas (A)
y los ultimos tres dias se obtuvieron los valores de las postlarvas bajo inanicion (1).

Los valores que no se muestran en las casillas se omitieron por errores durante la medicién.

Los valores que tienen 0 como desviacion estéandar son valores que se obtuvieron sin replicas.
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5.6.- Evaluacion de la tasa de ingestion
5.6.1.- Ingestién dia 1

Las postlarvas alimentadas con Navicula incerta (T2) ingirieron un
promedio de 26032 + 2390 cel org™ hr' y Nitzchia thermalis var. minor (T3)
con 38583 + 20321 cel org™ hr' tuvieron significativamente el valor mas bajo
de ingestion (F= 7.62 y P= 0.0098). Las postlarvas alimentadas con la mezcla
de diatomeas bentdnicas (T4) ingirieron indistintamente 359566 £ 113917 cel
org' hr'. La mayor tasa de ingestion se obtuvo con las postlarvas
alimentadas con Amphiprora paludosa var. hyalina (T1) con 428830 + 236766

cel org™ hr'' (Tabla V).
5.6.2.- Ingestion dia 2

Las postlarvas con menor tasa de ingestion fueron las alimentadas con
Nitzchia thermalis var. minor (T3) (F=72.59 y P< 0.0001) con un promedio de
87219 + 19037 cel org™ hr seguido por las alimentadas con Navicula incerta
(T2) con 120456 + 17637 cel org™’ hr' y la mezcla de diatomeas bentonicas
(T4) con 255497 + 10107 cel org™ hr'. La mayor tasa de ingestion fue para
las postlarvas alimentadas con Amphiprora paludosa var. hyalina (T1) con un

promedio de 665209 + 104321 cel org” hr'' (Tabla VI).
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5.6.3.- Ingestion dia 3

Para la tercer medicién la tendencia fue similar que el de la segunda
medicion, siendo las postlarvas con menor tasa de ingestion (F= 55.39 y P<
0.0001) las que fueron alimentadas con Nitzchia thermalis var. minor (T3) con
un promedio de 105058 + 39692 cel org” hr' seguido por las postlarvas
alimentadas con Navicula incerta (T2) con una tasa de ingestion promedio de
291232 + 36140 cel org”’ hr'. Las postlarvas alimentadas con la mezcla de
diatomeas bentdnicas mostraron una tasa de ingestion promedio de 340972 +
138137 cel org™ hr'. La mayor tasa de ingestion se encontré con las
postlarvas alimentadas con Amphiprora paludosa var. hyalina (T1) con un

promedio de 876486 + 42459 cel org™ hr'' (Tabla VI).




Tabla VI.- Ingestion de céiulas por las postlarvas de abulén azul (Haliotis fulgens) alimentadas con los
cuatro tratamientos. Subingices diferentes (a > b > c¢) indican diferencias estadisticas entre los
tratamientos experimentales a= 0.05.

™ T2 T3 T4
Dia 1 (cel org hr) 428830 + 236766 * 26032 + 2390 ° 38583 £20321° 359566 + 113917
Dia 2 (cel org hr) 665209 + 104321 ® 120456 + 17637 ™ 87219 + 19037 ° 255496 + 10107 °
Dia 3 (cel org hr) 876486 + 42460 ° 291232 + 36140 ™ 105057 + 39692 © 340972 + 138137 °

* T1= Amphiprora paludosa var. hyalina, T2 = Navicula incerta, T3 = Nitzschia thermalis var. minory T4 = Mezcla de cepas.




5.7.- Balance energético

La diatomea Amphiprora paludosa var. hyalina (T1) presenté una
inversion de energia del 1.13 % en el crecimiento de las postlarvas mientras
que en la respiracion invirtieron 7.43 % del presupuesto diario calculado. El
46.53 % corresponde a la digestibilidad aparente por lo que la energia no
explicada (mas produccion de moco y excrecion de amonio) fue de 37.97 %.
El 53.47 % restante del presupuesto energético total (100 %) representa el

porcentaje no digerido (Tabla Vil).

Con Navicula incerta (T2) se obtuvo un porcentaje de 1.49 % de
inversion en el crecimiento de las postlarvas que para respirar consumieron
solo el 7.28 % del total del presupuesto disponible. En este tratamiento se
evalué un porcentaje de digestibilidad aparente de 57.42 %. La energia no
explicada (mas produccién de moco y excrecion amonio) representd un
| porcentaje del 48.65 %. En este tratamiento se evalué un porcentaje del

42.58 % de presupuesto energético no digerido (Tabla VII).

La diatomea Nitzschia thermalis var. minor (T3) presentd una inversion
en el crecimiento de las postlarvas de 0.66 % del total del presupuesto
disponible. En este tratamiento se encontrdé un consumo de energia por
respiracion de 14.21 % y 41.86 % fue el valor obtenido de digestibilidad

aparente. La energia no explicada (mas produccion de moco y excrecion de
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amonio) fue de 26.99 %. Este tratamiento presenta un porcentaje de 58.14 %

de presupuesto energético no digerido (Tabla VII).

Con la mezcla de diatomeas benténicas se obtuvo una inversion en el
crecimiento de las postlarvas de 1.74 %. Se evalud un consumo de energia
por respiracion de 9.06 %. Del presupuesto energético disponible con este
tratamiento se obtuvo un 45.73 % de digestibilidad aparente. El porcentaje de
energia no explicada (mas produccién de moco y excrecion de amonio) fue
de 34.94 % por lo que el porcentaje que representa la parte no digestible es

de 54.27 % del total del presupuesto disponible (Tabla VII).




Tabla VII.- Calculo del balance energético (CBE) de las postlarvas de abulén azul (Haliotis fulgens)
alimentadas bajo los cuatro tratamientos experimentales.

T1 T2 T3 T4
CBE % CBE % CBE % CBE %

Consumo (cal dia™ g™ 187.8 100 184.2 100 110.4 100 166.5 100
Cambio de peso (cal dia™ g’ 2.12 1.13 275 1.49 0.73 0.66 2.89 1.74
Respiracién (cal 02 dia™ g™) 13.96 7.43 13.41 7.28 15.69 14.21 15.08 9.06
Digestibilidad 46.53 57.42 41.86 4573
Energia no explicada ** 37.97 48.65 26.99 34.94
Heces 53.47 42.58 58.14 54.27

* T1= Amphiprora paludosa var. hyalina, T2 = Navicula incerta, T3 = Nitzschia thermalis var. minor y T4 = Mezcla de cepas.
** La energia no explicada engloba excrecion de moco y amonio, valores que no fueron medidos.
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6.- DISCUSIONES

El valor promedio de proteinas y lipidos de las tres especies de
diatomeas bentonicas estudiadas, se encuentran dentro del intervalo de
valores referidos por Brown (1997), para distintas especies de diatomeas
benténicas y plancténicas, sin embargo, este autor solo trabajé con dos de
los géneros que se utilizaron en este trabajo. Ademas los intervalos de
valores proporcionales que maneja son muy amplios (proteinas= 6-34 % y
lipidos= 7-23 %). Carbajal (2002) y Simental (1999) en sus trabajos obtienen
porcentajes de proteinas y lipidos mayores que los cultivos mono-especificos
de este trabajo (proteinas= 25-30% vy lipidos= 10-40%). En el cultivo poli-
especifico se obtuvieron valores porcentuales similares de proteinas y lipidos
a los sefalados por Carbajal (2002) que Unicamente mezclé las cepas de
Navicula incerta y Amphiprora paludosa var. hyalina (proteinas=19.91% y
lipidos= 9.35). Correa (2001) indica que no existieron diferencias
significativas entre los porcentajes tanto de proteinas como de lipidos. En
este trabajo tampoco se encontraron diferencias significativas en proteinas y
lipidos entre ninguno de los tratamientos ensayados, pero se encontraron
valores ligeramente menores a los que obtuvo Correa (2001). Las diferencias
en los porcentajes de proteinas y lipidos obtenidos en este trabajo y los que
obtuvieron Brown (1997), Carbajal (1999) y Correa (2001), pueden deberse a
que ellos utilizan distintos métodos indirectos de analisis en sus
experimentos, en contraposicion aqui solo se utilizaron metodologias

recomendadas por la AOAC (1990). Los valores del contenido de proteina
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cruda se detectaron con base a la estimacion de nitrégeno, mientras que los
metodos indirectos utilizan la albimina como equivalente. Ademas de esto
fos medios de cultivos que utilizan algunos de estos autores (Correa, 2001)
son medios “f" por lo que tienen disponible mayor concentracion de nutrientes
pudiendo asi proporcionar mejores condiciones para los cultivos. Al
proporcionar mayor concentracion de nutrientes en los medios de cultivo
hacen que exista menor competencia entre las diatomeas, por lo que podria
generar un mejor crecimiento y hasta un aumento en las proporciones del

contenido proximal.

Los valores promedio de porcentaje de cenizas obtenidos por Carbajal
(2002) y Simental (1999) son similares a los de este trabajo con excepcion de
la diatomea Amphiprora paludosa var. hyalina, de la cual Carbajal (2002)
logra un porcentaje de 36.25 % siendo este un valor menor al obtenido en
este trabajo (53 %). Con el cultivo poli-especifico se obtuvieron valores
mayores a los reportados por Carbajal (2002), esto probablemente
relacionado al mayor porcentaje de cenizas obtenido para la cepa de
Amphiprora paludosa var. hyalina y a que en este trabajo se utilizaron tres
especies de diatomeas en lugar de dos que utiliza Carbajal (2002). El
contenido de cenizas en las diatomeas en su mayoria son los constituyentes
minerales de la pared g_:elular. Este valor si bien podria ser constante presenté
una mayor concentracion en este trabajo, lo cual puede deberse a la baja

proporcion obtenida en el contenido de lipidos y proteinas.
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La ingestion del alimento es una medicién de suma importancia para
cualquier estudio de alimentacién (Viana et al., 1993 y Houlihan et al., 2001)
porque con este parametro se puede evaluar la cantidad de cada uno de los
nutrientes ingeridos. También se puede establecer la distribucion 6ptima de
los nutrientes en términos de energia y su utilizacion para un optimo
crecimiento, ya sea como balance energético, eficiencia alimenticia y en
general a todos los indices que lleven a analizar el desempefio de los

organismos como respuesta a las dietas ofrecidas.

En este trabajo se encontraron tasas de ingestion con diferencias
significativas entre los tratamientos, esto reafirma la alta selectividad
alimenticia de los abulones destacadas por Shephered y Steinberg (1992). En
este trabajo se encontré que a pesar de que las postiarvas tienen una alta
tasa de ingestion de algunas especies de diatomeas, estas no garantizan un
crecimiento mayor. Esto se debe a que la cepa preferida no contiene los
nutrientes necesarios para su mejor desarrollo en desmedro de la energia
que tienen que gastar en la digestion. Este Ultimo punto se comprueba
comparando el gasto energético utilizado en la respiracion el cual es un

indicador de la energia utilizada en los procesos metabdlicos. .

En los valores de la ingestion de las postlarvas de las tres mediciones
que se hicieron en este trabajo hubo un aumento en la tasa de ingestién
conforme aumentaba el tiempo postasentamiento (de 26032 a 876486 cel

org” hr') y por consecuencia el tamafio de las postlarvas. Esto es un
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desarrollo normal ya que en la medida que aumenta el tamano de los
organismos también aumenta la cantidad de nutrientes necesarios para
sobrevivir. Por los resultados que se obtuvieron en la curva de crecimiento
también se puede decir que los requerimientos nutricionales cambian a lo
largo del desarrollo de los organismos, por lo que es necesario evaluar la
posibilidad de suministrar dietas diferentes a lo largo del cultivo de los

abulones.

Por otro lado, de las diatomeas ingeridas, el valor de la digestibilidad
aparente es importante para evaluar el potencial que tiene el alimento como
nutriente (Montafo, 2003). Este parametro indica la cantidad de energia
ingerida a través del alimento disponible para el organismo (Maguire, 1993).
Sin embargo, los estudios de digestibilidad aparente en organismos acuaticos -
tienen como desventaja la recoleccion de heces, ya que implica perder
particulas de alimento pudiendo sobre o subestimar (respectivamente) los
valores de digestibilidad. Ademas también es posible que la muestra se

contamine con particulas de alimento que afectan los resultados.

En el presente trabajo se obtuvo una digestibilidad aparente del 42 al
57 % lo cual esta dentro del intervalo obtenido por Gémez et al. (2003) para
el abulén juvenil alimentado con dietas balanceadas. Lo anterior indica que
Ios' valores detectados en juveniles tempranos (postlarvas) y juveniles
alimentados con dietas totalmente distintas deberan ser similares. Sin

embargo, el hecho de que se encontraron digestibilidades aparentes
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similares a las encontradas por Gomez et al. (2003) implica que al igual que
los juveniles alimentados con una dieta balanceada, los juveniles tempranos
(postlarvas) tienen una digestibilidad aparente similar cuando ingieren
diatomeas. Kawamura et al. (1995) y Takami et al. (1997) encontraron para
postlarvas de abulon H. discus hannai y H. iris digestibilidades mayores al
90% a partir del conteo de células muertas y vivas que se encuentran en las
heces. En estos trabajos consideran que las células rotas son aprovechadas
totalmente. Sin embargo este indicador de digestibilidad es irreal
considerando que no todos los nutrientes contenidos en una dieta son
digestibles y que el Unico impedimento para digerirlos sea la presencia de la

pared celular,

Las diatomeas bentonicas se caracterizan por tener una frustula la
cual es una cubierta inorganica a base de silice que no puede ser degradada
que constituye entre el 30 y 50% del peso de las células (Carbajal, 2002;
Correa, 2001; Simental, 1999). La relacion que hay entre la digestibilidad
aparente incluyendo o no la fristula se pudo observar con los porcentajes de
digestibilidad obtenidos para este trabajo ya que si se trabaja con el peso
seco total, los porcentajes entran dentro de los valores mencionados por
Gomez et al. (2003), pero si se trabaja con el peso organico seco se obtienen
valores de digestibilidad hasta del 99 %, cifra que se acerca a lo indicado por

Kawamura et al. (1995) y Takami et al. (1997).
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La investigacion de la clorofila “a” y su producto de degradacion que es
la feofitina, sumados como marcador interno de la digestibilidad resultd ser
atii conforme a los resultados observados en el presente trabajo.
Particularmente interesante es que la cuantificacion puede llevarse a cabo
mediante técnicas sensibles sin tener que recolectar una gran cantidad de

heces.

Al evaluar el crecimiento diario de las postlarvas de abulén se
obtuvieron valores mas bajos que los de Carbajal (2002) para las postlarvas
de abulon rojo (Haliotis rufescens) que fueron desde 52 a 89 pm dia™,
ademas obtiene el valor mas alto de crecimiento diario en los abulones
alimentados con la cepa de Navicula incerta. Los organismos que utilizo
Carbajal (2002) eran organismos de 94 dias postasentamiento mientras que
las que se utilizaron en este trabajo tenian solo 24 dias postasentamiento,
esta diferencia puede ser una de las razones por la cual Carbajal (2002)
encontré un mayor crecimiento. En el trabajo de Carbajal (2002) los abulones
que fueron alimentados con la mezcla de Navicula incerta y Amphiprora
paludosa var. hyalina tuvieron casi el mismo crecimiento cuando fueron
alimentados con Amphiprora paludosa var. Hyalina. La razon por la cual
Carbajal (2002) encuentra valores similares con estos dos tratamientos lo
atribuye a que en el tratamiento de la mezcla se produjo la inhibicion de
crecimiento de la cepa de Navicula incerta, por lo que las postlarvas se
alimentaban practicamente, solo de la cepa de Amphiprora paludosa var.

hyalina. En este trabajo todo indica que no existe una inhibicion de
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crecimiento de ninguna de las especies de diatomeas en el tratamiento de
mezcla aunque para poder demostrarlo seria necesario hacer otros analisis.
El valor que se obtuvo para la cepa de Navicula incerta fue alto (40.93 um
dia”) en comparacion con la de los demas tratamientos, a pesar de esto el
tratamiento de la mezcla de cepas produjo el mayor incremento de longitud

en las postlarvas de abulon (45.23 um dia™') de los cuatro tratamientos.

Existen otros trabajos en los que se reporta un crecimiento diario
menor o similar a los valores encontrados en este trabajo. Kawamura et al.
(1995) probaron nueve cepas de diatomeas bentonicas diferentes, para
alimentar postlarvas de Haliotis discus hannai y encontraron crecimientos
desde 13 hasta 50 um dia™". Montafio (2003) obtuvo para juveniles de abulén
un incremento en longitud de 37 pm dia™ alimentando abulones H. corrugata
con alimento balanceado. Kawamura et al. (1998) probaron ocho diferentes
cepas de diatomeas bentonicas para alimentar las postlarvas de abulén
Haliotis iris de 15 a 36 dias después del asentamiento, que resultaron en
tasas de crecimiento de 11 a 35 um dia” y el mejor alimento fué una cepa del
genero Nitzchia sp. Las postlarvas alimentadas con la especie de Nitzchia
thermalis var. minor fueron las que menos favorecieron el crecimiento de las
postlarvas. Esto demuestra como los requerimientos nutricionales varian
entre especies de abulén y también como cambia la calidad nutritiva de las
diatomeas bentonicas dependiendo de la especie que se tenga sin importar
que sea del mismo género. Es importante sefialar que las condiciones de

cultivo de las diatomeas podrian resultar con distinta calidad bioquimica
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(Brown et al., 1998). Aungue en este trabajo no se encontraron diferencias
significativas en el contenido bioquimico de las diatomeas seria necesario
hacer analisis de componentes mas finos como aminoacidos y acidos grasos
para ver si existe alguna diferencia entre las dietas suministradas ya que

estos pueden variar propiciando el mejor crecimiento en las postlarvas.

Gomez (2002) al alimentar juveniles de abulon azul (H. fulgens) con
alimento balanceado bajo diferentes razones de proteina/energia (de 26 a
44% de proteina) encontré valores de crecimiento de 61 a 123 ym dia™. En el
presente trabajo no se encontraron diferencias significativas en las
proporciones de proteinas/energia, sin embargo existieron diferencias en el
crecimiento de las postlarvas que aunque no hubo tasas de crecimiento tan
altas como las reportadas por Gémez (2002), si se puede decir que hay otros
factores que pueden influenciar en el crecimiento de los organismos, como la
digestibilidad de los alimentos. Las diferencias del crecimiento en longitud
obtenida al suministrar como alimento los distintos tratamientos de diatomeas
bentonicas de forma monoespecificas y como mezcla también se reflejan en
el aumento del peso aunque las diferencias significativas no son exactamente
iguales muestran las mismas tendencias. El mayor aumento en peso. se
produjo con el tratamiento T4 (mezcla de diatomeas bentonicas) y el
significativamente menor en el tratamiento T3 (Nitzschia thermalis var. minor).
El efecto de las diferencias significativas entre el crecimiento en longitud y

cambio de peso se debe probablemente a las variaciones encontradas dentro
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de las repeticiones de los tratamientos ya que las tendencias fueron

similares.

Con respecto a la eficiencia alimenticia se registraron valores bajos
comparados con los de Lopez y Viana (1995) quienes indican una eficiencia
de 1:1.6 para los abulones juveniles de H. fulgens mientras que en este
trabajo la eficiencia fue de 1:0.19 hasta 1:.0.40. Esta baja eficiencia
alimenticia muy probablemente se debe a que la tasa de ingestién fue
sobreestimada. En el presente trabajo se registré la ingestion a partir del
conteo de bio-peliculas de microalgas mientras que otros trabajos se basan
en el analisis gravimétrico del consumo de alimentos balanceados. La
dificultad que implica el medir la ingestion en organismos acuaticos se debe

considerar para dar validez a ia informacion obtenida.

Hay otra razén para considerar que la ingestion fue sobreestimada en
este trabajo y es el hecho que dentro del balance energético, considerando
que la ingestion es del 100%, la energia reflejada en el crecimiento fue baja,
encontrando un maximo de 1.7% siendo este un valor bajo. Con una
sobreestimacion, aumenta el valor de energia total y por ende la no explicada
la cual resultd de 26 a 48 %, mientras que Gémez (2003) encuentra
porcentajes de energia no explicada de 6 a 28 %. Dentro de un balance
energeético, la energia no explicada corresponde a la energia no contabilizada
ya que cuando se consideran todos los parametros deberia tender a cero. En

el presente trabajo la produccién de amonio y moco no fueron estimadas,




cantidad que por lo general corresponde a valores menores al 10% de la

energia ingerida.

Uno de los problemas que se presentd al evaluar el consumo de
oxigeno fue la medicion del consumo en las postlarvas mantenidas en
inanicidon. En los experimentos se esperaba encontrar una disminucion en el
consumo, ya que se iba a reducir su tasa metabdlica y por lo tanto disminuiria
el consumo de oxigeno. En este trabajo se obtuvieron valores mas altos de
consumo de oxigeno en los organismos mantenidos en inanicion por lo que
no se pudo evaluar la accion dinamica especifica necesaria para completar
de una manera mas adecuada el balance energético. Este aumento en el
consumo de oxigeno probablemente sucedié por que los organismos solo
estuvieron 24 horas en inanicion mientras que en otros trabajos (Montafio,
2003) se mantiene a los juveniles alrededor de 96 horas antes del ensayo. El
poco tiempo que se dejaron sin alimentacion origind que las postlarvas
aumentaran su actividad para buscar alimento y por lo tanto consumieron
mas oxigeno. Por lo general en otros trabajos los juveniles se dejan tres dias
sin alimento pero se consider6 que tratandose de postlarvas, tres dias seria
demasiado tiempo. Sin embargo, al parecer las postiarvas también requieren
mas tiempo para poder observar esta valoraciéon y asi determinar el consumo

de oxigeno por metabolismo basal.

En el balance energetico se puede observar que el porcentaje de

consumo de oxigeno mayor corresponde a los organismos alimentados con
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la diatomea bentonica que tiene el valor mas alto de contenido de cenizas

(fratamiento T3) y por ende el de menor digestibilidad. Esta relacion

demuestra que digerir las diatomeas con la frustula mas gruesa ocasiona un

mayor consumo de oxigeno y un mayor gasto de energia, lo que se refleja

en un menor crecimiento.

7.- CONCLUSIONES

1.

Es posible realizar cultivos mixtos de diatomeas bentodnicas sin
generar una aparente inhibicion de crecimiento entre ellas.

En los organismos acuaticos la digestibilidad aparente puede ser
calculada a partir de la relacion clorofila/feofitina.

La digestibilidad aparente se puede estudiar a partir de la relacion
clorofila/feofitina sin recolectar una gran cantidad de heces porque el
método de cuantificacion es muy sensible.

Existe una relacion directa entre la digestibilidad aparente, el grosor de
la fristula de las diatomeas y el gasto de energia que se refleja en la
energia dirigida a crecimiento de las postlarvas de abulén azul.

La mezcla de las diatomeas benténicas Navicula incerta, Amphipora
paludosa var. hyalina y Nitzschia thermalis var. minor proporcioné el

mejor crecimiento a las postlarvas de abulon azul Haliotis fulgens:
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8.- RECOMENDACIONES

e Realizar mas analisis para determinar si existe o no inhibicién en el
crecimiento de las diatomeas cultivadas de forma poliespecifica.

¢ Realizar una validacion de la técnica de clorofila/feofitina para
investigar la digestibilidad aparente.

e Conocer los valores de gasto energeético utilizados en la produccién de
moco y produccién amonio para obtener un balance energético mas
completo.

» Para el calculo del consumo de oxigeno a través del metabolismo
basal es necesario dejar a las postlarvas de abulén en inanicion por un
periodo mayor a 24 horas.

+ Es necesario tener un mayor cuidado en la medicién de la tasa de

ingestion ya que es muy facil poder sobre o subestimarla.
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