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RESUMEN

El crecimiento y la composicion bioquimica de las microalgas nativas Tetraselmis chuii
(Cepa Golfo) y Chaetoceros muelleri (cepa Araya) fueron evaluadas para su uso como
alimento de larvas de la ostra Pinctada imbricata. Los cultivos de las microalgas se
realizaron en ambiente controlado (irradiancia de 100 pmoles m2?, 23 + 1°C y
aireacion de 200 ml.min), por triplicado, durante ocho dias, en matraces de 3 | de
capacidad, conteniendo 2,5 | de medio F/2 Guillard. Las méximas densidades celulares
alcanzadas por Tetraselmis chuii y Chaetoceros muelleri fueron 526250 cel/ml y
3190000 cel/ml, respectivamente. Los mayores valores de proteinas, lipidos y
carbohidratos se obtuvieron en C. muelleri con porcentajes de 53,5%, 25% y 15%,
respectivamente; mientras que en Tetraselmis chuii. Los contenidos de estas
macromoléculas fueron 49%, 18% y 12%. Los acidos grasos poliinsaturados mostraron
proporciones similares en ambas microalgas (28%). Los acidos grasos esenciales: ARA,
EPA y DHA en C. muelleri presentaron contenidos de 3,6%; 12,1% y 7%,
respectivamente; mientras que en Tetraselmis chuii, destacé el &cido EPA con un 5,2% y
el &cido a-linolénico (18:3n-3) con 17,1%. La tasa de supervivencia de las larvas de P.
imbricata presentd diferencias significativas (P<0,05) con las distintas dietas
suministradas, presentando el mayor porcentaje las larvas que se les proporciond la dieta
mixta (86%), seguido por las alimentadas con Tetraselmis chuii (70%) y por ultimo los
organismos alimentados con Chaetoceros muelleri (56%). Los componentes
bioquimicos de las larvas de P. imbricata mostraron diferencias significativas (P<0,05)
entre las diferentes dietas microalgales, siendo las larvas alimentadas con la dieta mixta
las que presentaron mayores contenidos de proteinas, lipidos y carbohidratos. Estos
resultados evidencian la potencialidad de las mezclas de microalgas nativas Tetraselmis
chuii y Chaetoceros. muelleri como una alternativa para la alimentacion y nutricion de
larvas de P. imbricata.

VI



INTRODUCCION

La ostra Pinctada imbricata es un bivalvo de hébitat sublitoral, de aguas someras,
encontrdndose adherida mediante el biso a sustratos duros y en algunos casos, se le
asocia con la fanerégama Thalassia testudinum. Es una especie cuya longitud dorso-
ventral, en los bancos naturales, oscila entre 38 y 98 mm. La concha es redondeada,
fragil y de color variable en su exterior, puede ser marron, amarillo hasta verde y bronce,
interiormente es nacarada. La valva izquierda es mas concava que la derecha y posee
una apertura de donde sale el biso. El periostraco o capa externa de la concha se
encuentra formando laminas concéntricas con proyecciones espinosas fragiles, mas

evidentes en los individuos juveniles Lodeiros et al. (1999).

Figural. Pinctada imbricata. Tomado de Lodeiros et al. (1999).

Este bivalvo se distribuye en el Atlantico occidental, desde Carolina del Norte hasta
Brasil, formando bancos naturales densos, los cuales han sido explotados desde la época
de la colonia, principalmente en las islas de Cubagua y Margarita, en el nororiente de
Venezuela Makenzie et al. (2003).

Pinctada imbricata constituye un valioso recurso econémico en la region nororiental de
Venezuela, especialmente en el estado Nueva Esparta, donde los bancos naturales
producen cerca de 2000 toneladas anuales, con un promedio aproximado de 380
toneladas en produccién de carne (Gomez, 1999). Y es conocida con diferentes nombres
vulgares, todos relativos a su formacion de perlas, siendo los mas comunes ostra perla o

perlifera, madre perla y tripa perla.

Los cultivos de la ostra perlera P. imbricata en la zona nororiental de Venezuela se han



venido desarrollando de forma experimental (Lodeiros y Freites, 2008; Lodeiros et al.,
2016). El interés que existe por este recurso se debe, principalmente, a sus
caracteristicas de rapido crecimiento y alta supervivencia en condiciones de cultivo
suspendido (Lodeiros et al., 2002), ademas del alto valor comercial que posee en los
mercados locales y a la disponibilidad de semillas a través del afio (Jiménez et al., 2000;
Velasco et al., 2011). Sin embargo, la captacion de semillas del ambiente natural puede

verse seriamente influenciada por el cambio climatico global.

En los Gltimos afios se ha observado que el incremento de la temperatura en los periodos
de verano ha ocasionado mortalidades masivas en cultivos de ostras. Para el afio 2005,
se registrd por primera vez un huracan en el Atlantico Sur Oriental, asi como fuertes
vientos y oleajes, causando efectos destructivos en el litoral de Santa Catarina, Brasil
destruyendo muchas estructuras de cultivo (Rupp et al., 2008).

Con respecto a Venezuela, se ha indicado que la region nororiental es una de las areas
mas vulnerables al cambio climético, ya que la produccién pesquera, se veria seriamente
afectada si, por efectos del cambio climatico, los procesos de surgencia costera
(afloramientos de nutrientes acompafiados con baja temperatura) se detuvieran, ya que
éstos son los que inducen la elevada productividad en la zona del Caribe (Freén et al.,
2003). Ante este escenario descrito, es necesario plantear investigaciones que permitan
masificar la produccién de semillas de bivalvos a nivel de laboratorio a fin de disminuir
la dependencia con el medio natural. En lo que respecta a trabajos sobre produccion de
semillas de P. imbricata bajo sistemas controlados de laboratorio, actualmente solo se
cuenta con informacion a nivel de informes de laboratorio en lo referente a esta
investigacion, relacionados con la experiencia realizada en la Estacion Hidrobiol6gica de
Turpialito, donde se logré la produccién de semillas de esta especie bajo el proyecto
“FONACIT-UDO 201100299: Estacion Hidrobiologica de Turpialito del Instituto
Oceanografico de Venezuela de la Universidad de Oriente como Centro de Monitoreo

Ambiental y Produccion de Semillas de Moluscos Bivalvos”.



La alimentacion de larvas de moluscos bivalvos requiere del uso de grandes cantidades
de microalgas, las cuales deben tener una elevada calidad nutricional; siendo las
microalgas un grupo variado de microorganismos fotosintéticos con caracteristicas
morfologicas y fisioldgicas capaces de responder a variaciones ambientales particulares
tales como: pH, temperatura, intensidad luminica y disponibilidad de nutrientes
(Whotton, 1992; Lebeau y Robert, 2003). Las microalgas presentan altas tasas de
produccién, adaptabilidad a distintas condiciones ambientales, encontrandose presentes
en cualquier medio acuatico donde exista una fuente de carbono, nutrientes y luz

suficientes, junto con margenes apropiados de temperatura (Shelef y Soeder, 1980).

El cultivo de microalgas se ha utilizado desde principio del siglo pasado en
investigaciones fundamentales de la fisiologia y bioquimica vegetal (Bold, 1942). En las
décadas de los afios 30 y 40 se concibe la idea del cultivo masivo para ser utilizadas
como fuente de alimentos, siempre y cuando se mantengan las condiciones Optimas de
cultivo. Estas técnicas se han difundido considerablemente en los ultimos afios, haciendo
del estudio del fitoplancton en ambientes controlados, un método util en diversas
investigaciones (Richmond, 1980).

En la acuicultura, las microalgas son esenciales ya que son utilizadas como alimento
vivo de moluscos y de estadios larvarios de algunos crustaceos y peces, asi como
especies zooplanctonicas intermedias (rotiferos, copépodos, artemias, etc.), formando
parte de la cadena alimentaria de cualquier criadero convencional (Cafizares et al.,
1995; Sanchez et al., 2008).

El valor nutricional de las microalgas depende principalmente de su composicién
bioquimica. Los porcentajes de proteinas, carbohidratos y lipidos han sido ampliamente
estudiados en estos organismos, demostrandose que el éxito de los cultivos de larvas de
peces, moluscos y crustaceos, entre otros, esta directamente relacionado con la calidad y
cantidad de estas macromoléculas que aportan las mismas (Knauer y Southgate, 1999;
Brown, 2002; Helm et al., 2006; Ponis et al., 2006).



Dentro de los lipidos, los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) derivados de las
microalgas, como el docosahexaenoico (DHA), el eicosapentaenoico (EPA) y el
araquidénico (ARA) han sido identificados como esenciales, observandose que estos
favorecen el crecimiento y desarrollo de larvas y juveniles de moluscos bivalvos

(Sargent et al., 1997; Spolaore et al., 2006; Hemaiswarya et al., 2011).

Entre las microalgas identificadas como alimento de buena calidad para el cultivo de
bivalvos, se encuentran Isochrysis galbana, Pavlova lutheri, Tetraselmis chuii,
Pseudoisochrysis paradoxa, Chaetoceros gracilis, Skeletonema costatum y Rhodomonas
salina (Persoone y Claus, 1980; Gagne et al., 2010; Lodeiros et al., 2016). Estas
especies pueden variar significativamente su valor nutricional en funcién de las
condiciones de cultivo (Brown et al., 1997; Guevara et al., 2016). Esto podria tener
efecto positivo por la posibilidad de modificar la calidad nutritiva de una determinada
especie, manipulando las condiciones de luz, nutrientes, etc., pero al mismo tiempo
aumenta la complejidad para mantener una misma calidad a lo largo de todo el proceso
de alimentacion de los bivalvos. Por ello, generalmente, se propone el uso de mezclas de
microalgas para favorecer un efecto sinérgico por la complementacion de metabolitos
importantes (Uriarte et al., 2001; Pernet et al., 2005).

Con respecto a las microalgas utilizadas en la presente investigacién, la clorofita
Tetraselmis chuii, se caracteriza por presentar cuatro flagelos, que salen de una
hendidura en uno de los extremos de la célula. Las células estan cubiertas por escamas
organicas que suelen desprenderse. Presentan un solo cloroplasto y su tamafio esta 10-16
pum de diametro (Morineau et al., 2001). Esta microalga ha sido ampliamente utilizada
en estudios de bioguimica (Ronquillo et al., 1997) y en acuicultura como alimento para
adultos y estadios larvarios de moluscos, ya que es facilmente digerible (Abalde et al.,
1995). La composicién quimica de T. chuii varia con la edad del cultivo; presentando,
por lo general, un contenido proteico de 42%; 12% de carbohidratos, 16% de lipidos, 5%
de ARA, 8% de EPA y 4% de DHA (Farhadian et al., 2009).



La microalga Chaetoceros muelleri, por su parte, es una diatomea que presenta células
rectangulares, con tamafos entre 4 y 9 um (Raymont, 1980; Trujillo, 1993). Sus valvas
muestran una marcada complejidad de la orientacion de puntas, las cuales se pueden
presentar en forma de espinas, alvéolos o en forma de canales tubulares. Esta microalga
es uno de los principales alimentos para larvas de moluscos y peneidos; posee una
elevada tasa de reproduccién y tienen facilidad de crecimiento en medio simplificado
(Trujillo, 1993). Poseen un alto contenido de PUFA y, han sido considerada como fuente
de lipidos neutros Utiles para la producciéon de energia en la industria biotecnologica
(Ahlgren et al., 1990). Los acidos grasos poliinsaturados sintetizados por esta especie,
como el DHA, EPA y AA, son considerados esenciales, durante la etapa larvaria, en
diferentes especies de organismos acuaticos cultivables, incluyendo a los bivalvos
(Sergeant et al., 1997). Usualmente esta diatomea presenta una alta biosintesis de acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga, 33% de proteinas, 17% de carbohidratos y 10%
de lipidos (Renaud et al., 2002).

Tomando en consideracion que el cultivo de la ostra P. imbricata representaria un
valioso recurso pesquero que vendria a colaborar con el sustento de varias comunidades
costeras del estado Sucre, Venezuela, se planted la siguiente investigacion, la cual
evaluara el cultivo de dos microalgas nativas del oriente venezolano, T. chuii y C.

muelleri para ser usadas como alimento de larvas de P. imbricata.



METODOLOGIA

Cepas y condiciones de cultivo de las microalgas

En esta investigacion se utilizaron dos cepas de microalgas previamente identificadas
como Tetraselmis chuii (BAGUDO-28), la cual fue aislada del golfo de Cariaco y
Chaetoceros muelleri (BAGUDO-158), aislada de la Peninsula de Araya, estado Sucre,
Venezuela. Ambas cepas estan depositadas en el Banco de Germoplasma de Algas de la
Universidad de Oriente (BGAUDO), ubicado en el Departamento de Biologia Pesquera

del Instituto Oceanografico de Venezuela de la Universidad de Oriente.

Las dos microalgas se cultivaron, separadamente, en ambiente controlado (irradiancia de
100 pmoles mst; fotoperiodo 12 horas luz: 12 horas oscuridad, 23 + 1°C vy aireacion
constante de 200 ml.min™), por triplicado, durante ocho dias, en matraces de 3 | de
capacidad, conteniendo 2,5 | de medio F/2 Guillard (Guillard y Ryther, 1962) con una
concentracion de nitrato y fosfato de 8 mmol/l y 0,036 mmol/l, respectivamente.
Diariamente se les midio el pH, utilizando un pHmetro digital Oakton Arcorn series ion
6. Las condiciones de cultivo seleccionadas son las que méas se han utilizado en los

cultivos de microalgas con fines acuicolas (Abu-Rezq et al., 1999).

Parametros de crecimiento poblacional

Densidad celular

La evaluacion de la densidad celular se realizé cada 24 horas, para lo cual se tomaron
muestras (1ml), por triplicado de los cultivos, y se fijaron con 50 pl de una solucion de
lugol al 1% para realizar el recuento celular por microscopia éptica, utilizando un
hematocitometro Neubaier de 0,dmm de profundidad y un microscopio marca Leica
modelo DM1000. Para calcular la densidad celular, se utilizaron los criterios de

(Madigan et al., 1999) y la siguiente relacion

D=C.10* Fd

Donde:



D = Numero de cel.ml.
C = Promedio de células contadas en cuatro cuadrantes de la camara.
10* = Factor para convertir pl a ml.

Fd = Factor de dilucion.
Tasa de crecimiento y tiempo de duplicacion

Con los valores del recuento celular, de cada uno de los cultivos de microalgas, se
realizaron curvas de crecimiento (densidad celular vs tiempo de cultivo) y a partir de
éstas se determiné la tasa de crecimiento instantaneo (K), y el tiempo de duplicacion
(Td), siguiendo las recomendaciones hechas en (Madigan et al., 1999), y utilizando la

siguiente relacion:

_ Log,,X-Log,;Xo
0,301 (te-to)

Td = 1/K
Donde:

K = Tasa instantanea de crecimiento, (div/dia).
tr,to = Tiempo final e inicial de cultivo.
Xt,Xo = Densidad celular final e inicial en fase de crecimiento exponencial.

Td = Tiempo de duplicacion en dias.

Biometria de las microalgas

La determinacién de la longitud y ancho de las células de Tetraselmis chuii y
Chaetoceros muelleri se realiz6 a través de mediciones de 100 células en microscopio

Optico con micrémetro ocular incorporado.

Biomasa y composicion bioquimica:

Una vez realizadas las curvas de crecimiento y evidenciadas las diferentes fases, se
procedio a repetir los cultivos bajo las mismas condiciones sefialadas anteriormente.
Cuando los cultivos alcanzaron la fase de crecimiento exponencial se hizo la

determinacion de la biomasa seca mediante el sistema de filtracion Millipore©, para lo



cual se filtraron 5 ml del cultivo (de densidad celular conocida), por triplicado, a través
de filtros de fibra de vidrio de 0,45 um de tamano de poro, y posteriormente se lavaron
con 5 mL de formiato de amonio (pH 7,5) y se secaron en una estufa a 60 °C hasta

obtener masa constante.

El calculo de la biomasa seca se realizé de acuerdo con la siguiente ecuacion:

gy (Frm)-(psf)

M
Vc

Donde:

MST = Masa seca total (mg.ml).

(f + m) = Masa del tubo de ensayo + microalga (mg).
(psf) = Masa del tubo de ensayo (mg).

V¢ = Volumen de cultivo (5 ml).

Para la evaluacion de la composicion bioquimica, se tomaron 5 ml de cada cultivo, por
triplicado, y se centrifugaron durante 10 minutos a 7000 rpm (25 °C). Los precipitados
obtenidos se congelaron a -20 °C hasta que se realizaron los andlisis bioquimicos, los

cuales se hicieron empleando técnicas clasicas tales como:

Proteinas totales

La determinacion se realiz6 segun el método de Lowry (Lowry et al., 1951) modificado
por (Herbert et al., 1971). Los precipitados de las microalgas se colocaron en tubos de
ensayo, tipo Falcon con 5 ml de NaOH 1 eq/l, luego se llevaron a bafio de maria (95-100
°C) durante 1 hora. Seguidamente, se centrifugaron, y de este extracto se tomaron por
triplicado, 100 pl, para completar con NaOH eqg/l hasta un volumen de 1 ml; a
continuacion, se agregd 1 ml de una solucién 50:1 de Na2COsz al 2% con NaOH 0,1 eg/I:
CuS04.5H20 al 0,5% en tartrato de sodio y potasio al 1%, se agitd y dejo reposar por 10
min. Transcurrido este tiempo, se le adicion6100 pl de una solucion 1:1 de reactivo de
Folin-Ciocalteu: H20, se agito y dejo reposar en oscuridad por 30 min, y se procedié a

leer las absorbancias a 750 nm (Azs0) en un espectrofotometro marca Jenway, modelo



6405. Previamente, se realiz6 una curva patron de solucion de seroalbumina (BSA), de
la cual se obtuvo el valor de la pendiente (a) e interseccién con el eje y (b), para
posteriormente calcular la concentracion de proteinas totales. El contenido de proteinas
totales se expreso en porcentaje, con relacion a la masa seca y correspondio al promedio

de todas las réplicas.

Carbohidratos totales

La determinacion se realizd segun el método fenol sulfarico (Dubois et al., 1956). Los
precipitados de las microalgas se colocaron en tubos de ensayo, tipo Falcon con 5 ml de
NaOH eq/l; luego, se llevaron a bafio de maria (95-100°C) durante 1 hora.
Seguidamente, se centrifugaron, y de este extracto se tomd, por triplicado, 100 ul, para
completar con NaOH eg/l hasta un volumen de 1 ml. Luego, se le adicion6 0,5 ml de
fenol al 5% y 2,5 ml de acido sulfarico concentrado, se agitaron y se colocaron a 100 °C,
por 15 minutos. Transcurrido este tiempo, fueron colocadas en bafio de hielo, se dejaron
reposar por 15 minutos, hasta alcanzar la temperatura ambiente para posteriormente leer

las absorbancias a 490 nm en un espectrofotdémetro marca Jenway, modelo 6405.

Previamente se realizd una curva patron de glucosa anhidra (12 mg de glucosa en 100 ml
NaOH eq/l), de la cual se obtuvo el valor de la pendiente (a) e interseccion con el eje y
(b) para posteriormente calcular la concentracién de carbohidratos. El contenido de
carbohidratos totales se expres6 en porcentaje, con relacion a la masa seca y
correspondié al promedio de todas las réplicas.

Lipidos totales

Extraccion

La extraccion de los lipidos totales se realizo segun el método de (Bligh y Dyer, 1959).
Para ello, los precipitados de las microalgas se colocaron en tubos de ensayo tipo Falcon
y se les agregaron 5 ml de cloroformo: metanol (1:2 V.V1) mas 100 pl de una solucion
de BHT en cloroformo (0,1%). Se agitaron cuidadosamente con varilla de vidrio hasta

romper la biomasa, se protegieron los tubos con papel de aluminio y se resguardaron a 4
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°C, por 24 horas. Transcurrido este tiempo, las muestras fueron centrifugadas a 3000
r.p.m., por 10 min y el sobrenadante se trasvasé a un tubo limpio; seguidamente, se le
adiciond 2 ml de H.O destilada, se agitd con vortex hasta obtener una solucion
homogénea y densa, para luego ser centrifugada a 3000 r.p.m., por 10 min. La fase
superior acuosa fue retirada con pipeta Pasteur y se desechd y la fase orgénica fue
transferida a un tubo de vidrio, se le afiadié 0,5 mL de acetona y se evaporé a una
temperatura de 37-40 °C, por 24 horas. Los tubos con los extractos lipidicos fueron

guardados a -20°C hasta la cuantificacion de los lipidos totales por espectrofotometria.
Cuantificacion

La cuantificacion de contenido de lipidos totales se llevo a cabo segun la metodologia de
(Pande et al., 1963). Para esto, al extracto que quedd en los tubos de vidrio (lipidos)
después de la evaporacion del cloroformo, se le agreg6 3 ml de la solucion de dicromato
acido al 2%. Los tubos fueron tapados con papel aluminio, se colocaron en bafio de
maria a 100 °C, por 15 min; posteriormente, se dejaron enfriar a temperatura ambiente
(15 min). Una vez frios, se les agregd 4,5 ml de agua destilada, se mezclaron
vigorosamente en vortex y se dejaron enfriar nuevamente (15 min), para luego leer la
absorbancia en un espectrofotometro marca Jenway, modelo 6405, a 590 nm (Asgo).
Previamente, se realiz6 una curva patron de tripalmitina en cloroformo, de la cual se
obtuvo el valor de la pendiente (a) e interseccion con el eje y (b), para calcular
posteriormente la concentracion de lipidos totales, los cuales se expresaron en % con

base a la masa seca.
Acidos grasos

Los lipidos obtenidos segun metodologia de (Bligh y Dyer, 1959), previamente descrita,
se sometieron a esterificacion para obtener los ésteres metilicos de los acidos grasos,
siguiendo las recomendaciones dadas por Sato y Murata (1988). Para esto, los tubos con
las muestras de lipidos se sometieron a metandlisis durante 2 horas y media a 85 °C,

mediante la adicion de 2,5 ml de acido clorhidrico (5%) en metanol. Los metil-esteres de
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acidos grasos obtenidos se separaron de la fase polar mediante una doble extraccién con
hexano grado HPLC (0,75 ml). El volumen final del hexano se redujo a 100 pl mediante
la evaporacion con nitrégeno gaseoso. El volumen obtenido de cada una de las muestras
se analizd en un cromatografo de gases-espectrometro de masas (GC-MS) Hewlett
Packard Series G1800B, adicionado con una columna Omegawax TM 250 de silica
fundida (Supelco) de 30 m x 0,25 mm de didmetro externo. Los &cidos grasos presentes
en las muestras se identificaron mediante la comparacion de los espectros de masas con
los espectros contenidos en la biblioteca de espectros de masas NIST98, NBS75K y una
biblioteca creada con 28 estdndares de &cidos grasos metil esterificados (Sigma
Chemical Company). Adicionalmente, se confirmé la identificacion de los &cidos grasos
mediante la comparacidn de los tiempos de retencion de las muestras con los registrados
para un patron comercial de metil-ésteres de acidos grasos poliinsaturados (AGPI -3,

Sigma).
Cultivo de larvas de Pinctada imbricata

Ensayos de alimentacidn: las larvas de P. imbricata con 24 horas de vida, obtenidas a
partir de desoves inducidos mediante shock térmicos (Vélez et al., 1993) se utilizaron
para los ensayos de alimentacion. Los cultivos de las larvas (25 larvas.mL?) se
realizaron, por triplicado, durante 12 dias y se mantuvieron a 25 °C en beakers de vidrio
(1 L de capacidad con 800 mL de agua de mar filtrada y esterilizada), provistos de
aireacion constante. Las larvas fueron alimentadas con dietas simples y mixtas de las

microalgas T. chuii y C. muelleri (raciones equivalentes en masa seca).

Determinacién del crecimiento: al inicio y al final del bioensayo, se tomaron, al azar,
muestras de larvas para determinar la longitud mayor y el ancho de la concha (um),
utilizando un procesador de imégenes incorporado a una lupa estereoscopica. Con estos
datos, se calcul6 la tasa de crecimiento (i, %. dia®), siguiendo la relacion propuesta por
(Reitan, 2011).

Inx;—InXx,

n *100
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Donde:
u= Tasa de crecimiento (U, % .dia™).
t = NUmero de dias.

Xt, Xo = Longitud de la concha al final e inicio, respectivamente, del experimento.

Tasa de supervivencia: al final de ensayo, se determiné la tasa de supervivencia, para
lo cual se contd el nimero de larvas supervivientes en submuestras de los cultivos,

utilizando una lupa estereoscépica y se utilizo la siguiente relacion (Reitan, 2011):

0/S=&*100
0 N

1

Donde:
S = Tasa de supervivencia (%).

Nf, Ni = Namero final e inicial de larvas, respectivamente.

Composicion bioquimica: al final del ensayo se tomaron muestras de larvas de cada
uno de los cultivos y se mantuvieron a -20°C hasta que se realizaron los analisis
bioguimicos que incluyeron: proteinas, lipidos y carbohidratos, siguiendo los protocolos

ya descritos.

Andlisis de datos

Los valores de crecimiento, supervivencia y composicion bioquimica de las larvas de P.
imbricata obtenidos con cada dieta microalgal ensayada se compararon a través de un
andlisis de varianza de un factor (dietas), siguiendo recomendaciones de Sokal y Rohlf
(1995).



RESULTADOS

Parametros de crecimiento de las microalgas Tetraselmis chuii y Chaetoceros
muelleri

La figura 2 muestra el crecimiento de Tetraselmis chuii durante un periodo de ocho dias.
Bajo las condiciones ensayadas, esta microalga tuvo una fase de adaptacion de cuatro
dias. La fase de crecimiento exponencial se hizo notoria entre los dias 4-6, a partir de alli
el cultivo entr6 en la fase estacionaria, obteniéndose una densidad celular méaxima de
526250 cel/ml. La tasa de crecimiento instantaneo (K) y el tiempo de duplicacién (Td)

obtenidos fueron de 0,91 div/dias y 1,09 dias, respectivamente (Tabla 1).
1,00E+07 »
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Tiempo de cultivo (dias)

Figura 2. Crecimiento poblacional de la microalga Tetraselmis chuii cultivada en medio
F/2 Guillard, durante 8 dias.

Con respecto a C. muelleri, esta microalga presentd una fase de adaptacion de dos dias.
La fase exponencial se observd desde el segundo y hasta el cuarto dia, a partir de alli
inicid la fase estacionaria (Figura 3), obteniéndose una densidad celular méaxima de
3190000cel/ml con una tasa de crecimiento instantaneo y un tiempo de duplicacion (Td)
de 0,71 div/dias y 1,41 dias, respectivamente (Tabla 1).
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Contenido de proteinas, lipidos, carbohidratos y &cidos grasos de las microalgas
Tetraselmis chuii y Chaetoceros muelleri.

En las figuras 4 y 5 se muestra el contenido nutricional (% con base a masa seca) de las
microalgas T. chuii y C. muelleri. Los valores obtenidos en la bioquimica de T. chuii
fueron: proteinas 49%; lipidos 18% vy carbohidratos 12%. Para C. muelleri, los
porcentajes totales de estas macromoléculas fueron: proteinas 53,5%; lipidos 25% y

15% de carbohidratos. Resaltando que estos niveles son mayores en esta microalga.

1,00E+07 +

1,00E+06 o

Densidad poblacional (cel/ml)

1,00E+05 v v v .
0 2 4 6 8
Tiempo de cultivo (dias)

Figura 3. Crecimiento poblacional de la microalga Chaetoceros muelleri cultivada en
medio F/2 Guillard, durante 8 dias.

El perfil de acidos grasos de las microalgas T. chuii y C. muelleri se muestra en la tabla
2, observandose que T. chuii presentdé mayores contenidos de acidos graso-saturados con
un valor de 47,7%. Del grupo de los monoinsaturados, C. muelleri exhibié un mayor
valor (28,3%). Con relacion a los acidos grasos poliinsaturados, la proporcion en ambas

microalgas fueron similares con un 28,4% para T. chuii y 28,3% para C. muelleri. Es
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importante resaltar que en C. muelleri se observé la presencia de los acidos grasos
esenciales con un 3,6% de ARA, 12,1% de EPA y 7% de DHA, mientras que en T. chuii,

destaca el acido EPA con un 5,2% vy el &cido a-linolénico (18:3 n-3) con 17,1%.

Tabla 1. Parametros de crecimiento poblacional de las microalgas Tetraselmis chuii y
Chaetoceros muelleri.

T. chuii C. muelleri
Dmax (cel/ml) 526250 3190000
K (div/dias) 0,91 0,71
Td (dias) 1,09 1,41
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Figura 4. Contenidos de proteinas, carbohidratos y lipidos de la microalga Tetraselmis
chuii.
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Figura 5. Contenidos de proteinas, carbohidratos y lipidos de la microalga Chaetoceros
muelleri.

Tabla 2. Perfil de &cidos grasos de las microalgas T. chuii. y C. muelleri (% con respecto
al total de los &cidos grasos).

Acidos grasos Tetraselmis chuii. Chaetoceros muelleri
14:0 1,6 15,8
16:0 24,1 18,7
18:0 2,7 2,9
20:0 16,1 0,1
22:0 3,2 0,4
Y. Saturados 47,7 37,9
16:1 n-7 51 26,8
18:1 n-7 16,2 1,2
18:1 n-9 - 0,3
Y. Monoinsaturados 21,3 28,3

16:2 n-6 - 2,9
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Continuacién de la tabla 2.

18:2 n-6 6,1 1,3
18:3n-3 17,1 0,2
20:4 n-6 ARA - 3,6
20:5 n-3 EPA 5,2 12,1
22:6 n-3 DHA - 7
Y. Poliinsaturados 28,4 28,3
Total 97,4 94,5
>n-3 22,3 20,5
>n-6 6,1 7,8
n-3/n-6 3,7 2,6
EPA/DHA - 3,6

Crecimiento de las larvas de Pinctada imbricata
En la tabla 3 se muestran las caracteristicas morfométricas de las microalgas T. chuii y

C. muelleri y las raciones diarias de cada dieta.

Tabla 3. Caracteristicas morfométricas de las microalgas T. chuii y C. muelleri y las
raciones diarias de cada dieta.

Dietas Masa seca Tamario Racion diaria
(pg/cel) (um) (Cel.ml =1,9 ug/m)
Tetraselmis chuii (T) 165,2 17,2x9,1 11501,2
Chaetoceros muelleri (C) 62,3 6,1x 8,2 30497,6
Mixta (T +C) - - 5750,6 +15248,8

En la figura 6 se muestra el crecimiento de las larvas de Pinctada imbricata, alimentadas
con dietas simples y mixta de las microalgas T. chuii y C. muelleri durante 12 dias. No
se observaron diferencias significativas en la longitud y el ancho de la concha de las
larvas al final del ensayo (p> 0,05; Apéndice 1y 2); sin embargo, las larvas alimentadas
con la dieta simple de la microalga T. chuii tuvo una tendencia hacia un mayor
crecimiento en cuanto a estas dos variables. Con respecto a la tasa de crecimiento de las

larvas alimentadas con las distintas dietas (Figura 7), se observo que estas variaron entre
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0,54 - 1,18 %/dia (dieta simple de T. chuii), 0,66 - 1,06 %/dia (dieta simple de C.
muelleri) y 0,40 - 0,98 %/dia (dieta mixta); no existiendo diferencias significativas entre
dietas (p>0,05; Apéndice 3).

La tasa de supervivencia de las larvas de P. imbricata (Figura 8) mostr6 diferencias
significativas entre las dietas (p<0,05; Apéndice 4 y 5). EI mayor porcentaje de
supervivencia fue observado en las larvas alimentadas con la dieta mixta (86%), seguido
por las alimentadas con T. chuii (70%) y por ultimo, los organismos alimentados con C.
muelleri (56%).

b C mulleri BT chuii ®@Mixta
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Figura 6. Largo (A) y ancho (B) de la concha de larvas (um) de Pinctada imbricata
alimentadas con las microalgas Chaetoceros muelleri, Tetraselmis chuii. y dieta mixta,
durante 12 dias.
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Figura 7. Tasa de crecimiento (W, %. dia?') de las larvas de Pinctada imbricata
sometidas a diferentes dietas microalgales.
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Figura 8. Tasa de supervivencia (%) de larvas de Pinctada. imbricata alimentadas con
tres dietas distintas: Tetraselmis chuii, Chaetoceros. muelleri y mixta durante 12 dias.
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Efectos de las dietas de microalgas sobre el valor nutricional de las larvas de P.
imbricata.

Los componentes bioquimicos de las larvas de P. imbricata alimentadas con tres dietas
(T. chuii, C. muelleri y mixta) se muestran en la figura 9. Los porcentajes totales de
proteinas, lipidos y carbohidratos de las larvas de P. imbricata, mostraron diferencias
significativas (P<0,05); (Apéndice 6, 7, 8, 9, 10, 11) entre las diferentes dietas
microalgales. Los porcentajes de proteinas totales fueron mayores en los organismos
alimentados con la dieta mixta 15,798 % * 0,36, seguidos por aquellas que consumieron
T. chuii 12,471 % = 1,51 y C. muelleri 11,351 % + 0,323, los cuales no presentaron
diferencias significativas entre si. Los lipidos presentaron los mayores niveles en las
larvas alimentadas con la dieta mixta (5,323 % * 0,37), seguido por las que se les
suministré T. chuii (4,838 % + 0,34). Los organismos alimentados con C. muelleri
presentaron porcentajes mas bajos de lipidos totales (4,263 % =+ 0,298), presentando
diferencias significativas con la dieta mixta. Los carbohidratos totales fueron mayores en
las larvas alimentadas con la dieta mixta y T. chuii (2,364 % + 0,065 y 2,259 % + 0,515,
respectivamente), sin diferencias estadisticas entre ellas; seguida por aquellas que
consumieron C. muelleri (1,154 % + 0,255).
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Figura 9. Contenidos de proteinas, lipidos y carbohidratos (%) de las larvas de Pinctada
imbricata alimentadas con las microalgas Tetraselmis chuii, Chaetoceros muelleri y
dieta mixta, durante 12 dias.
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DISCUSION

Es importante sefialar que la caracterizacion bioldgica (crecimiento y composicion
bioquimica) de las microalgas que se utilizarian en la alimentacion de organismos
cultivados es de suma importancia, debido a que la correcta seleccion de una dieta

microalgal garantizaria el éxito de los cultivos (Guedes et al., 2012).

En este sentido, las microalgas Tetraselmis chuii y Chaetoceros muelleri evaluadas en
la presente investigacion, alcanzaron densidades celulares que satisfacen la demanda de
biomasa requerida en la produccion de moluscos bivalvos, tal como lo sefiala Helm et al.
(2006). Esto queda evidenciado si comparamos estos resultados con los reportados en la
literatura cientifica, tales como el de Vallejo (2006) quien cultivd Tetraselmis sp. con
medio humus y obtuvo una densidad celular de 1,3x10° cel/ml , mientras que, Barrera
(2015) cultivé Tetraselmis tetrathele con medio F/2 Guillard obteniendo densidades
celulares de 1,9x10° cel/ml, valores superiores a las obtenidos en este trabajo (526250
cel/ml); ademas, Glem (2015) cultivé Tetraselmis chuii en medio F/2 Guillard y obtuvo
densidades poblacionales inferiores a los obtenidos en el presente estudio (160000
cel/ml). Con respecto a C. muelleri, Vallejo (2006) utiliz6 medio Algal obteniendo
densidades celulares (2,8x10° cel/ml) que superan a los registrados en esta investigacion.
Tal disimilitud de resultados puede estar motivado a las diferencias inherentes al origen
de la cepa de microalgas (Gomez y Gonzélez, 2001) y a las condiciones de cultivo
utilizadas (irradiancia, pH, temperatura entre otros), las cuales pueden provocar
variaciones en los pardmetros de crecimiento, tal como lo proponen Becker (1995) y
Sandnes et al. (2005).

La composicién bioquimica de las microalgas puede es un indice fisioldgico, ya que sus
modificaciones reflejan alteraciones metabolicas importantes en el desarrollo del cultivo
(Fabregas et al., 1984; Cortez, 2007). De forma general, se observé que C. muelleri
presentd porcentajes mayores de proteinas, lipidos y carbohidratos, con respecto a T.
chuii Estos resultados difieren a lo reportado por Glem (2015), donde T. chuii presentd

niveles mayores de proteinas y carbohidratos. En el presente estudio el porcentaje total
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de proteinas en C. muelleri fue mayor al reportado por Flores (2008) y Glem, (2015),
quienes mostraron valores de estas macromoléculas
de 23,45% y 42,2%; respectivamente. Caso similar presenta Pacheco (2010) y Pifia et al.
(2007) con un valor de 29,9% y 24,97%, respectivamente.

Los niveles de carbohidratos totales de C. muelleri obtenidos para esta investigacion
fueron bajos en comparacion con las otras dos macromoléculas; sin embargo, estos
valores fueron mayores a los presentados por Lemus et al. (2006) y Glem (2015), para
esta microalga.

Con relacion a los &cidos grasos, los resultados en esta investigacion revelaron, en
ambas microalgas, que los acidos grasos saturados (AGS) presentaron los mayores
porcentajes en el perfil lipidico, destacando entre ellos C16:0 y C20:0 para Tetraselmis
sp. y C14:0 y C16:0 en C. muelleri, siendo estos mayores a los presentados por Barrera
(2015) quien trabajé con pastas de tres especies de microalgas, donde C16:0 fue el mas
destacado. Glem (2015) reporta valores bajos de AGS en T. chuii (33,5%) vy
Chaetoceros sp. cepa Araya (25,2%), siendo, de igual forma C14:0 y C16:0 los AGS
mas abundantes. Los altos contenidos de AGS también han sido reportados en varias
especies de microalgas, mostrando los mayores porcentajes en sus perfiles lipidicos,
destacando los trabajos de Farhadian et al. (2009) quienes utilizaron C. calcitrans y T.
tetrathele y Costar et al. (2012) trabajaron con las especies Bellerochea sp., Chlorella

sp., Rhodomonas sp., Thalassiosira sp. y Chaetoceros sp.

En lo que respecta a los &cidos grasos poliinsaturados (AGPI), este fue un grupo
representativo en el perfil de &cidos grasos de las microalgas evaluadas, destacando para
T. chuii la presencia de 18:3n-3 y 20:5n-3 (EPA) y para C. muelleri los acidos 20:4n-6
(ARA), 20:5n-3 (EPA) y 22:6n-3 (DHA). Vallejo (2006) reporto niveles relativamente
bajos de AGPI en las microalgas Chaetoceros sp. y Tetraselmis sp. a los encontrados en
la presente investigacion, con participaciones importante de los acidos grasos 18:3n-3,
18:2n-6, 20:4n-6 (ARA), 20:5n-3 (EPA) y 22:6n-3 (DHA). Glem (2015) mostro que los
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AGPI fueron el grupo mas destacado entre los acidos grasos, con notable presencia de
18:3n-3, 18:2n-6, 20:4n-6, (ARA), 20:5n-3 (EPA) y 22:6n-3 (DHA).

Numerosos autores indican la importancia de estos acidos grasos debido a su funcion
como sustancias energéticas y estructurales (Valenzuela y Nieto, 2003; Lemus et al.,
2006; D’Armas et al., 2009). La capacidad que tienen las microalgas para sintetizar y
acumular grandes cantidades de estos compuestos, principalmente los acidos grasos del
grupo n-3 y n-6 las hace idéneas para su inclusion en las dietas de larvas de moluscos
bivalvos (Sargent, 1976; Valenzuela y Nieto, 2003; Patil et al., 2007).

En términos de acidos grasos esenciales, los bivalvos muestran requerimientos de DHA,
EPA, ARA, los cuales influyen en la tasa de crecimiento y supervivencia larvarias, asi
como el éxito de la metamorfosis (Pernet et al., 2005; Farias y Uriarte, 2006; Milke et
al., 2006). Sin embargo, la alta variabilidad bioquimica de las microalgas bajo diferentes
condiciones de cultivo, asi como la falta de estandarizacion en los experimentos
nutricionales con larvas y postlarvas, contribuyen a cierta contradiccion de resultados
entre autores respecto a que acidos grasos son esenciales. Por esta razén, se propone
como dieta idonea para la alimentacion larvaria y postlarvaria el uso de mezclas de
microalgas (Pernet et al., 2005; Milke et al., 2004, 2006). Ademas, los AGPI n-3
parecen tener una funcion relevante en la respuesta inmune de bivalvos a nivel de la

actividad fagocitica de los hemocitos Delaporte et al. (2003).

El crecimiento de las larvas de P. imbricata, con respecto al largo y ancho de la concha,
alimentadas con las diferentes dietas microalgales, demostré que no existia diferencias
significativas con relacidn a este parametro; sin embargo, se observé que los organismos
que se alimentaron con Tetraselmis sp. lograron una mayor tasa de crecimiento que las

alimentadas con C. muelleri y la combinacion de las dos microalgas.

Debido a la ausencia de investigaciones sobre produccion larvaria de P. imbricata, los
resultados obtenidos en este trabajo se compararon con otras especies. Entre ellos el

realizado por Glem (2015) quien al utilizar Chaetoceros sp. cepa Araya en la dieta,
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obtuvo las mejores tasas de crecimiento para la ostra C. rhizophorae. Contrera-Guzman
et al. (2014) mostraron valores més altos en el crecimiento de larvas de la almeja Gari
solida alimentadas con 1. galbana. De igual forma, Vivanco et al. (2014) reportaron
valores de este pardmetro mayores en el bivalvo Mulinia edulis, alimentadas con
microalgas C. calcitrans e |. galbana. También se observé que las larvas al ser
alimentadas con una dieta mixta crecen méas rapidamente. Esto concuerda con Galley et
al. (2009) quienes indicaron que una dieta basada en una mezcla de microalgas es mas

rica en nutrientes que una monodieta.

La supervivencia observada en las larvas de P. imbricata alimentadas con las dietas
estudiadas se vio favorecida al emplear una combinacion de microalgas en comparacién
con la dieta monoalgal. De acuerdo con Sanchez-Lazo y Martinez (2014), las dietas
mixtas microalgales tienen ciertas ventajas ya que las microalgas aportan diferentes
biomoléculas mientras que otras estan ausentes o en pocas concentraciones. No obstante,
la tasa de supervivencia para las dietas monoalgales se vio favorecida al emplear T. chuii
en contraparte con lo observado en las larvas alimentadas con C. muelleri. Estos
resultados difieren de lo presentado por Glem (2015), donde las pre-semillas de C.
rhizophorae alimentadas con Chaetoceros sp. mostraron una alta supervivencia y las
alimentadas con T. chuii mostraron los porcentajes mas bajos. Vivanco et al. (2014)
presentaron valores de supervivencia en las larvas de la almeja Mulinia edulis similares
a lo presentado en este trabajo, suministrando dietas monoalgales y mixtas de C.

calcitrans e I. galbana.

Los factores que influyen en la mortalidad de larvas y juveniles de bivalvos, tanto en
condiciones de cultivo en laboratorio como en medio ambiente, pueden ser de naturaleza
enddgena (metabolismo, capacidad selectiva de absorcion, capacidad de asimilar y
conversion energética) o exdgena (alimento, temperatura, el medio de cultivo, entre
otros) Helm y Bourne (2006). La importancia de los aportes nutricionales de las dietas
ha sido referida por varios autores, sefialando que las dietas mixtas de microalgas son

esenciales para el levantamiento de etapas larvales de bivalvos debido a un mejor
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equilibrio en cuanto a nutrientes o componentes que se traducen en una compensacion
sinérgica entre especies que repercutira en mejores resultados de sobrevivencia y
crecimiento. (Freites et al., 2002; Southgate, 2003; Saucedo et al., 2007; Galley et al.,
2009). En los cultivos controlados, el éxito en la produccion de juveniles depende tanto
del alimento que hayan recibido los reproductores como del alimento que se les
suministra a las larvas, postlarvas y juveniles, lo cual depende también de las
temperaturas de cultivo Spolaore et al. (2006). Se ha demostrado que el crecimiento en
el primer mes después de la metamorfosis es afectado por las reservas acumuladas en las

larvas en el periodo previo a la metamorfosis Nevejan et al. (2003).

El analisis de la composicién bioquimica de las larvas de P. imbricata manifestd una
importante influencia de las dietas en la composicion bioquimica de los organismos;
observando que las larvas alimentadas con la dieta mixta presentaron las mayores
concentraciones de proteinas, lipidos y carbohidratos en sus tejidos. En lo que respecta a
las dietas monoalgales, las alimentadas con T. chuii presentaron los mayores valores en
estas macromoléculas. Los porcentajes obtenidos en este estudio con respecto a la
bioguimica de las larvas son bajos comparado con lo reportado por Glem (2015) en pre-
semillas de C. rhizophorae, alimentadas con tres diferentes especies de microalgas y
bajo condiciones de cultivo controlado. De igual manera, Matias et al. (2011),
observaron valores mayores en los diferentes componentes bioquimicos de las larvas de
Ruditapes decussatus a las cuales se les suministrd Isochrysis galbana y Chaetoceros
calcitrans. En otro estudio, Labarta et al. (1999) registraron porcentajes similares en los

componentes bioguimicos del desarrollo larvario de Ostrea edulis.

Los componentes nutricionales que presentan las microalgas son la clave para el
desarrollo, crecimiento y supervivencia de los moluscos bivalvos cultivados bajo
condiciones de laboratorio (hatchery), observando que la viabilidad de las larvas esta
limitada por la acumulacion y utilizacion de estas macromoléculas, las cuales son
utilizadas por los organismos para la formacion de componentes estructurales celulares,

desarrollo de tejidos, como energia para procesos metabdlicos y de reserva, que
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consecuentemente son utilizados en la metamorfosis de las larvas o en periodos de

inanicion Uriarte et al. (2004).

Finalmente, es importante destacar que los resultados obtenidos en la presente
investigacion muestran la factibilidad de usar las microalgas nativas T. chuii y C.
muelleri como alimento para larvas de P. imbricata, debido a que presentan
componentes nutricionales (proteinas: 49-53%, lipidos: 18-25%, carbohidratos: 12-15%
y EPA: 5-12%) que satisfacen los requerimientos energéticos de las larvas de estos
organismos, resultados que concuerdan con los mostrados por Brown et al. (1989) y
Knauer y Southgate (1999), quienes indicaron que las larvas de moluscos deben ser
alimentadas con dietas que tengan niveles de proteinas entre 13-60%, carbohidratos
entre 5-30% y EPA entre 0,06-0,1%.



CONCLUSIONES

Las microalgas Chaetoceros muelleri y Tetraselmis chuii alcanzaron densidades
poblacionales que satisfacen la demanda requerida por los cultivos de las larvas de
Pinctada imbricata.

Los contenidos de proteinas, lipidos y carbohidratos, asi como el perfil de &cidos grasos
mostrados por las microalgas C. muelleri y T. chuii permiten recomendar su utilizacion

como alimento de las larvas de P. imbricata.

El crecimiento de las larvas de P. imbricata alimentadas con las dietas evaluadas no
mostraron diferencias significativas (P>0,05), lo que nos permite recomendar de manera
indistinta su utilizacion como dieta, no obstante, la tasa de supervivencia de las larvas de
P. imbricata presentaron diferencias significativas (P<0,05) entre las distintas dietas
suministradas, presentando el mayor porcentaje las larvas que se les proporciono la dieta
mixta (86%), seguido por las alimentadas con T. chuii (70%) y por ultimo los

organismos alimentados con C. muelleri (56%).

Los componentes bioquimicos de las larvas de P. imbricata mostraron diferencias
significativas (P<0,05) entre las diferentes dietas microalgales, siendo las larvas
alimentadas con la dieta mixta de C. muelleri + T. chuii las que presentaron mayores

contenidos de proteinas, lipidos y carbohidratos.

Las microalgas nativas T. chuii y C. muelleri representan una alternativa para la

alimentacion y nutricién de larvas de P. imbricata.



RECOMENDACIONES

Se recomienda ampliar los estudios relacionados con la evaluaciéon de otras cepas de
microalgas como alimento de larvas de Pinctada imbricata y de otros moluscos de

importancia comercial.
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APENDICES

Apendice 1. Resumen del analisis de varianza correspondiente a la longitud de la concha
de las larvas de Pinctada imbricata alimentadas con dietas simple y mixta de las
microalgas Tetraselmis chuii y Chaetoceros muelleri.

Fuente Sc Gl Mc F-Exp Valor-P
Entre grupos 2,33513 2 0,16757 0,37 0,6993
Intra grupos 41,2835 13 3,17566

Total 43,6187 15

Apeéndice 2. Resumen del analisis de varianza correspondiente al ancho de la concha de
las larvas de Pinctada imbricata alimentadas con dietas simple y mixta de las microalgas
Tetraselmis chuii y Chaetoceros muelleri.

Fuente Sc Gl Mc F-Exp Valor-P
Entre grupos  0,393185 2 0,196593 0,06 0,9459
Intra grupos 42,1875 12 3,51563

Total 42,5807 14

Apeéndice 3. Resumen del andlisis de varianza correspondiente a la tasa de crecimiento
de las larvas de Pinctada imbricata alimentadas con dietas simple y mixta de las
microalgas Tetraselmis chuii y Chaetoceros muelleri.

Fuente Sc Gl Mc F-Exp Valor-P
Entre grupos  0,00378337 2 0,00189168 0,04 0,9628
Intra grupos 0,64709 13 0,0497762

Total 0,650874 15

Apeéndice 4. Resumen del analisis de varianza correspondiente a la supervivencia de las
larvas de Pinctada imbricata alimentadas con dietas simple y mixta de las microalgas
Tetraselmis chuii y Chaetoceros muelleri.

Fuente Sc Gl Mc F-Exp Valor-P
Entre grupos 1352,0 2 676,0 26,34 0,0011
Intra grupos 154,0 6 25,6667

Total 1506,0 8




Apeéndice 5. Resumen del andlisis de multifactorial correspondiente a la supervivencia
de las larvas de Pinctada imbricata alimentadas con dietas simple y mixta de las
microalgas Tetraselmis chuii y Chaetoceros muelleri.

Método: 95,0 % LSD

Dietas Contados Media Grupos
C. muelleri. 2 56,0 X
Tetraselmis chuii 2 70,0 X
T. chui + C. muelleri 2 86,0 X

Apéndice 6. Resumen del andlisis de varianza correspondiente al contenido de proteina
(% con base a biomasaseca) de las larvas de Pinctada imbricata alimentadas con dietas
simple y mixta de las microalgas Tetraselmis chuii y Chaetoceros muelleri.

Fuente Sc Gl Mc F-Exp Valor-P
Entre grupos 32,0982 2 16,0491 18,98 0,0025
Intra grupos 5,07365 6 0,845608

Total 37,1718 8

Apéndice 7. Resumen del andlisis de multifactorial correspondiente al contenido de

proteina (% con base a biomasaseca) de las larvas de Pinctada imbricata alimentadas

con dietas simple y mixta de las microalgas Tetraselmis chuii y Chaetoceros muelleri.
Método: 95,0 % LSD

Dietas Contados Media Grupos
C. muelleri 3 11,3514 X
Tetraselmis chuii 3 12,4714 X
T. chuii.+ C. muelleri 3 15,7983 X

Apéndice 8. Resumen del analisis de varianza correspondiente al contenido de lipidos
(% con base a biomasa seca) de las larvas de Pinctada imbricata alimentadas con dietas
simple y mixta de las microalgas Tetraselmis chuii y Chaetoceros muelleri.

Fuente Sc Gl Mc F-Exp Valor-P

Entre grupos 1,6889 2 0,844452 7,39 0,0241
Intra grupos 0,685359 6 0,114227
Total 2,37426 8




Apendice 9. Resumen del analisis de multifactorial correspondiente al contenido de

lipidos (% con base a biomasaseca) de las larvas de Pinctada imbricata alimentadas con

dietas simple y mixta de las microalgas Tetraselmis chuii y Chaetoceros muelleri.
Método: 95,0 % LSD

Dietas Contados Media Grupos
C. muelleri 3 11,3514 X
Tetraselmis chuii 3 12,4714 X
T. chuii.+ C. muelleri 3 15,7983 X

Apéndice 10. Resumen del andlisis de varianza correspondiente al contenido de
carbohidratos (% con base a biomasa seca) de las larvas de Pinctada imbricata
alimentadas con dietas simple y mixta de las microalgas Tetraselmis chuii y
Chaetoceros muelleri.

Fuente Sc Gl Mc F-Exp Valor-P
Entre grupos 2,69782 2 1,34891 12,07 0,0079
Intra grupos 0,67043 6 0,111738

Total 3,36826 8

Apeéndice 11. Resumen del analisis de multifactorial correspondiente al contenido de
carbohidratos (% con base a biomasaseca) de las larvas de Pinctada imbricata
alimentadas con dietas simple y mixta de las microalgas Tetraselmis chuii y
Chaetoceros muelleri.

Método: 95,0 % LSD

Dietas Contados Media Grupos
C. muelleri 3 4,26382 X
Tetraselmis chuii 3 4,83871 XX

T. chuii + C. muelleri 3 35,32365 X




HOJAS DE METADATOS



HOJA DE METADATOS

Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 1/6

CARACTERIZAC}ION DEL QRECIMIENTO POBLACIONALY
COMPOSICION BIOQUIMICA DE DOS MICROALGAS
Titul NATIVAS DE LAS COSTAS ORIENTALES DE VENEZUELA
ulo PARA SER USADAS COMO ALIMENTO DE LARVAS DE LA
OSTRA PERLA Pinctada imbricata, R6ding 1798 (MOLLUSCA:
PTERIDAE)
Subtitulo
Autor (es):
Apellidos y Nombres Cddigo CVLAC / e-mail
) _ o CVLAC 17.623.025
Gonzalez Rojas Saidelis del e-mail Saidelis19@gmail.com
Valle
e-mail
CVLAC 12 660 815
Cortez Roraysi e-mail roraysi@gmail.com
e-mail
CVLAC 4181 869
Freites Luis e-mail Ifreites@yahoo.com
e-mail

Palabras o frases claves:

Microalgas, Fotoperiodos, Irradiancia, Dietas

Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 2/6



Lineas y sublineas de investigacion:

Area Subérea
Departamento de Biologia

Escuela de Ciencias

Resumen (abstract):

El crecimiento y la composicion bioquimica de las microalgas nativas Tetraselmis chuii
(Cepa Golfo) y Chaetoceros muelleri (cepa Araya) fueron evaluadas para su uso como
alimento de larvas de la ostra Pinctada imbricata. Los cultivos de las microalgas se
realizaron en ambiente controlado (irradiancia de 100 pmoles m%?, 23 + 1°C y
aireacion de 200 ml.min), por triplicado, durante ocho dias, en matraces de 3 | de
capacidad, conteniendo 2,5 | de medio F/2 Guillard. Las maximas densidades celulares
alcanzadas por T. chuii y C. muelleri fueron 526250 cel.ml y 3190000 cel.ml,
respectivamente. Los mayores valores de proteinas, lipidos y carbohidratos se
obtuvieron en C. muelleri con porcentajes de 53,5%, 25% y 15%, respectivamente;
mientras que en T. chuii. Los contenidos de estas macromoléculas fueron 49%, 18% vy
12%. Los acidos grasos poliinsaturados mostraron proporciones similares en ambas
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microalgas nativas T. chuii y C. muelleri como una alternativa para la alimentacion y
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Leido el oficio SIBI — 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccién intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestion.
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