Microalgas en la Alimentacion de las Larvas de Strombus gigas
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RESUMEN

Ante la necesidad de conservar especies amenazadas como el caracol rosa Strombus gigas surge el desarrollo de
técnicas para su cultivo. A fin de contribuir a este desarrollo, en este trabajo se presenta el efecto de la dieta en el comporta-
miento alimenticio de larvas veligeras de caracol rosa S. gigas. Dicho efecto fue estudiado mediante la observacion directa
de los procesos de ingestion y digestion, aplicando la microscopia de epifluorescencia. Cinco dietas microalgales fueron
probadas: Tetraselmis suecica, Tetraselmis chuii, I. aff. galbana, Chlamydomonas coccoides y Thalassiosira fluviatilis. Se
trabajo a 32°C, a una concentracion de alimento de 10,000 cel/mly a una densidad de 400 larvas/L. La ingestion fue
determinada alimentando a las larvas por dos horas y observandolas al microcopio de epifluorescencia a cada hora. Para
observar la digestion las larvas fueron filtradas y colocadas en recipientes con agua de mar filtrada, sin alimento. La
evolucion de los procesos de ingestion y digestion fue observada a cada hora, en un periodo de 8 horas y a 24 horas
después administrado el alimento. Todas las observaciones fueron realizadas con larvas vivas. Para comparar el comporta-
miento alimenticio entre las diferentes dietas y temperaturas estudiadas se utilizaron el indice absoluto de ingestion (IAl) y
el indice absoluto de digestion (IAD). Ademas, se realiz6é una estimacion cualitativa del llenado del estomago (RG). Pese a
que en las cinco dietas los valores del IAI fueron elevados (90 - 77%), las mayores RG’s (785 a 100%) fueron observadas
con T. suecica, T. chuii, I. aff. galbana y C. coccoides. Con T. fluviatilis el 100% de las larvas presenté una RG < al 25%.
Respecto al IAD, con T. fluviatlis se observa el valor mas bajo (66%); mientras que con las demas dietas este indice oscild
entre 80 y 86%.
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Algae and the Feeding Behavior of Strombus gigas Larvae

In view of the necessity to conserve threatened species like the Queen Conch Strombus gigas, the development of
techniques for its cultivation arises. In order to contribute to this development, this study presents the effect of diet on
feeding behavior of S. gigas veliger larvae. This effect was studied by means of the direct observation of ingestion and
digestion, using the epifluorescence microscopy. Five microalgal diets were tested: Tetraselmis suecica, Tetraselmis chuii,
I. aff. galbana, Chlamydomonas coccoides and Thalassiosira fluviatilis. Temperature was 32°C; food concentration was
10,000 cells/ml, and larval density was 400 larvas*/L. To detect ingestion, larvae were fed for two hours, and observed
under the epifluorescence microscopy each hour. To observe digestion, larvae were sieved and placed in new containers
with filtered seawater without food. Ingestion and digestion were observed each hour, during eight hours, and at 24 hours
after feeding. All observations were made on live larvae. To compare feeding behavior between different diets and
temperatures, the absolute ingestion index (AIl) and absolute digestion index (ADI) were used. A qualitative estimation of
the stomach filling (GR), according to diet was also done. Although the AIIl was high with the five diets (90 - 77%), the
highest GR (75 a 100%) were observed with T. suecica, T. chuii, I. aff. galbana and C. coccoides. A 100% of larvae fed T.
fluviatilis had an RG < 25%. Respect the AID, the lowest value is observed with T. fluviatilis (66%); while the other diets
resulted in an index was between 80 and 86%.
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INTRODUCCION
El caracol rosa Strombus gigas es un invertebrado que
se explota de manera comercial en al menos 22 paises del
Caribe (Haugton 2004). A mediados de los 1990s, el total
de S. gigas extraido anualmente en el Caribe se estimd en

6’(;10?( tlorllleladashCOE un valor de 60 milllones de délares 4o trabaio cientifico de diversos investigadores (Berg 1976,
(Chakalall y Chochrance 1997). En el 2004, Haugton g, 011 1977, Corral y Ogawa 1985, Davis 1994, Aldana
sefiala que cada afio los pescadores capturan de 6,000 2 ot 51 1989 Garcia y Aldana 1994, Aldana et. al. 1997,
10,000 toneladas de S. gigas en esta region. En los ultimos Davis 2000, Patifio-Sudrez y Aldana-Aranda 2003); sin

30 Znos ebl esfufrzo pesquero ha 1'd0 en dalllmentogloga510— embargo, existen aun cuellos de botella por resolver como
nando Sobreexp otacmn,'y agotamiento ¢ fas poblaciones es la reproduccion y obtencion de masa de huevo en el
naturales en algunas areas (CITES Significant Trade

Review 2003). Ante esta situacion, y como una de las
estrategias de manejo, surge el desarrollo de su cultivo, con
la finalidad de producir juveniles en el laboratorio para
repoblar las poblaciones naturales afectadas. Los avances
en el cultivo de este molusco son producto de tres décadas
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laboratorio; asi como el engorde de juveniles.

A fin de contribuir al mejoramiento de las técnicas de
cultivo del caracol S. gigas, en este trabajo se evalia el
valor nutritivo potencial de cinco microalgas en funcion de
su grado de ingestibilidad y digestibilidad por las larvas de
este molusco.

MATERIAL Y METODOS

Los huevos fertilizados fueron colectados de una
hembra que se encontraban ovopositando en el Arrecife
Alacranes, Peninsula de Yucatan México (22°52°-22° 10’
LN y 90° 02°- 89° 19° LO). En el laboratorio, la masa de
huevos fue suspendida en un contenedor de 40 litros con
agua de mar filtrada. Después de la eclosion las larvas
fueron transferidas a recipientes de plastico de 4 litros a
una densidad de 400 larvas por litro. Se utilizaron cinco
dietas microalgales cultivadas en medio F/2 de Guillard y
Ryther (1962): Tetraselmis suecica, Tetraselmis chuii,
Isochrysis aff. galbana, Chlamydomonas coccoides vy
Thalassiosira fluviatilis. Para cada microalga se evalud su
ingestion y digestion por las larvas de S. gigas, mediante
microscopia de epifluorescencia.  Las larvas fueron
alimentadas por dos horas, con observaciones a cada hora
para evaluar la ingestion. A fin de observar la digestion del
alimento ingerido la alimentacion fue interrumpida a la
segunda hora, transfiriendo las larvas a recipientes de agua
de mar filtrada sin alimento. Todas las observaciones se
realizaron con larvas vivas y la digestion fue evaluada a 1,
2,3,4,5,6,7, 8 y 24 horas después de administrado el
alimento. La concentracion de alimento fue de 10,000 cel/
ml y se trabajo a 32°C.

El grado de ingestion y digestion de las diferentes
microalgas fue calculado utilizando la escala cromatica de
cuatro estados de nutricion establecida por Babinchak y
Ukeles (1979) (Tabla 1).

La ingetibilidad y digestibilidad de las diferentes
microalgas por las larvas de S. gigas, fue analizada
mediante los indices absolutos de ingestion y digestion
(ILA.L. e LA.D.), establecidos en 1993 por Aldana-Aranda
(Tabla 2).

El microscopio utilizado fue Carl Zeiss, Standard K7,
equipado con una lampara de mercurio HBO de 50W, un
filtro excitador BP 450-490, un filtro divisor cromatico
FT510 y un filtro supresor LP 520.

RESULTADOS

En la Figura 1 se presenta la evolucion de los cuatro
estados de nutricion, expresados en porcentaje, para las
diferentes dietas estudiadas.

En las larvas alimentadas con T. suecica, T. chuii, I.
aff. galbana y C. coccoides se tiene un estado 1 del 100%
en las tres primeras horas. La digestion se inicia a la cuarta
hora, con valores del estado 2 que van de 4 a 33%. A la
sexta hora se observa el estado 3 con valores entre 41 y
62%. Con C. coccoides se observa una mayor velocidad de
digestion, el estado 1 es observado por ultima vez a la

quinta hora con un valor de 11%; mientras que, con I.
galbana T. suecica y T. chuii es observado hasta la sexta
con valores de 12, 14 y 16%, respectivamente. A 24 horas
el 100% de las larvas alimentadas con C. coccoides ha
culminado la digestion (estado 4). Con T. chuii, T. suecica
e |. galbana el porcentaje de larvas en estado 4 es mayor a
80, y pocas larvas contintian en estado 3 (10 - 18%). En
contraste, con T. fluviatilis el estado 1 se observa a la
primera hora con un valor de 86%. Este estado disminuye
progresivamente hasta la quinta hora a un valor de 17%. El
estado 2 figura a partir de la segunda hora con un valor de
19%. A la hora cinco el estado 2 es de 4%; mientras que,
el 78% de las larvas estan en estado 4 (vacias). A la hora 6,
el 100% de las larvas estdn vacias. Con esta dieta se
observo el vomito de células algales enteras.

En la Tabla 3 se presentan los valores del IAI e IAD,
expresados en porcentaje, para cada dieta analizada. Los
valores del IAI oscilan entre 90 y 97%, correspondiendo el
mas alto a las larvas alimentadas con C. coccoides y el mas
bajo a las alimentadas con T. fluviatilis. Respecto al IAD,
las larvas alimentadas con T. fluviatilis presentan el valor
mas bajo de este indice (66%). Con las demas dietas, el
grado de digestibilidad es > 80%, siendo las larvas
alimentadas con C. coccoides las que presentan el valor
mas alto para este indice (86%).

Tabla 1. Escala cualitativa de los cuatro estados de
nutricién para evaluar la ingestion y grado de digestion de
las células algales por las larvas (Babinchak y Ukeles,
1979)

Caracteristicas

Estados

1 Células enteras visibles en el estébmago,
fluorescencia roja.

2 Presencia de células intactas y células lisadas,
fluorescencia roja menos intensa y algunas veces
rosa.

3 Ausencia de células intactas, fluorescencia difusa,
rojo pélida, rosa o naranja.

4 Ninguna célula algal entera. No hay signos de

fluorescencia, indicando que las larvas nunca
ingirieron alimento o que la digestién ha culmina-
do.

Tabla 2. Indices absolutos de ingestion y digestion para
comparar el comportamiento alimenticio de las larvas
veligeras (Aldana-Aranda, 1993). Nomeclatura: no, total
de larvas observadas; n1, larvas en estado 1; n2, larvas
en estado 2; n3, larvas en estado 3; n4min, valor minimo
de larvas observadas en estado 4; y nld, larvas en esta-
do 1 a la dltima hora en la que este estado fue observa-
do.

Ingestion Digestion

I.A.l. = no-n4min X 100 I.A.D. = no-(n4min + nid) X 100
no no
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Figura 1. Evolucion de los cuatro estados de nutricion, expresados en porcentaje,
de las larvas de S. gigas cultivadas a 32C y alimentadas con cinco diferentes

microalgas.

Tabla 3. Indices absolutos de ingestion y digestion de
las larvas veligeras de S. gigas alimentadas con cinco

diferentes microalgas.

Microalga 1A1 (%) IAD (%)
Tetraselmis suecica 96 83
Tetraselmis chuii 95 80
Isochrysis aff. galbana 96 84
Clamydomonas coccoides 97 86
Thalassiosira fluviatils 90 66

DISCUSION

La determinaciéon de los requerimientos nutricionales
de las larvas de S. gigas es esencial para el desarrollo
biotecnologico de su cultivo. Esta determinacion puede
realizarse de manera indirecta, a través del crecimiento y
desarrollo larval, o de manera directa mediante la observa-
cion de los procesos alimenticios larvales (ingestion y
digestion). En este sentido, la microscopia de epifluores-
cencia permitié evaluar de manera directa el valor nutritivo
de cinco microalgas a ser usadas como alimento para las
larvas de S. gigas. Con esta técnica se detectd el alimento
ingerido y se monitoreo su digestion a lo largo de 24 horas,
lo cual fue posible en virtud de la transparencia de la
concha y tejidos de la larva; asi como a la fluorescencia
primaria de los pigmentos fotosintetizadores presentes en
las células algales. Estas bondades permitieron realizar
una estimacion cualitativa, de la cantidad de alimento
ingerido por la larva durante la primera y segunda hora de
alimentacion. La estimacién del llenado del estdmago,
denominada como replecion géstrica (R.G.), se clasifico en
cuatro categorias: 0, 25, 50, 75 y 100% de llenado estoma-



Page 430

58th Gulf and Caribbean Fisheries Institute

cal. En la Figura 2 se presenta dicha estimacion para cada
una de las dietas estudiadas. Las cinco microalgas
estudiadas fueron ingeridas; sin embargo, la cantidad en
que fueron ingeridas varia. Con T. suecica, T. chuii, I.
galbana y C. coccoides se observa que a la primera hora de
alimentacion del 53 al 80% de la poblacion presenta una
RG del 100% y del 16 al 32% una RG del 75%. A la
segunda hora, el nimero de larvas con una RG del 100% se
incrementa, del orden de 87% con T. suecica y C. coccoi-
des, 85% con T. chuii y 65% con |. galbana. A diferencia
de las otras dietas, con T. fluviatilis la RG nunca fue mayor
a 25%. A la primera hora, el 86% de la poblacion presentd
una RG del 25% y el 13% no ingiri6 alimento. A la
segunda hora, el nimero de larvas sin alimento en el
estbmago se incrementa a 33% y el 67% presenta un
llenado del 25%. Dado que este estudio fue realizado con
larvas vivas, se pudo observar que esta dieta es ingerida
por la larva y momentos después es expulsada al exterior
sin digerir.

100%
80% -
60%

40% -

Porcentaje

20%

0% -

T. suecica T. chuii |. aff. galbana| C. coccoides | T.fluviatilis

m100B75@85002500

Figura 2. Porcentaje de larvas en las diferentes categorias
de replecion gastrica (RG) estimadas (0, 25, 50, 75 y
100%), para las cinco microalgas estudiadas.

El valor nutritivo de una microalga depende de
factores tales como tamafio, forma, estructura de la pared
celular, su digestibilidad, composicion quimica, produccion
de toxinas, asi como el tamafio de la larva (Lucas 1990,
Gosling 2004) siendo la digestibilidad uno de los factores
principales que determinan el crecimiento y sobrevivencia
larval (Albentosa et al. 1993).

Estudios realizados con larvas de bivalvos (Babinchak
y Ukeles 1979, Le Pennec y Rangel-Davalos 1985, Lora-
Vilchis y Maeda-Martinez 1997, Martinez-Fernandez et al.
2004) y gasteropodos (Aldana-Aranda y Patifio-Suarez,
1997, Patifio-Suarez y Aldana-Aranda 2000, Patifio-Suarez
y Aldana-Aranda 2003) demuestran que las microalgas
ingeridas no necesariamente son digeridas, y que la edad
larval también es un factor que interviene en la ingestion y
digestion de las diferentes especies de microalgas (Patifio-
Suéarez y Aldana-Aranda 2003).

Thalassiosira fluviatilis (también referida como T.
weissflogii) es una diatomea de forma cilindrica con un

diametro de 12 a 13 um. No presenta motilidad y posee
una pared celular dura de silicon

(www.umich.edu~phytolab Greatl akesDiatomHome-
Page/Thalassiosira/Thalassiosiraweissflogii/
Thalassiossiraweissflogii.html)

Varias de estas células se unen mediante filamentos o
espinas de quitina para formar cadenas mas o menos largas
(www.thalassa.gso.uri.edu). Chlamydomonas es una
cloroficea de forma ovoide con una longitud aproximada
de 22 pm. Es movil (posee dos flagelos) con pared celular
delgada (http://megasun.bch.umontreal.ca).  El género
Tetraselmis también pertenece a las cloroficeas; son de
forma elipsoidal con un tamafio de 18 um de longitud. Su
pared celular es delgada y son moviles (poseen cuatro
flagelos) (http://megasun.bch.umontreal.ca). Respecto a
Isochrysis es una crisoficea pequena (6 - 10 pum en
longitud), movil (dos flagelos) con pared celular delgada
(http://protist.i.hosei.ac.jp/PDB/Images/Mastigophora/
Isochrysis/sp 1.html).

Las caracteristicas anteriores podrian ayudar a
entender las diferencias marcadas en el grado de ingetibili-
dad y digestibilidad de T. fluviatilis respecto a las otras
dietas estudiadas.

Para el cultivo larval de S. gigas se han probado
diferentes especies de microalgas (Aldana Aranda y
Patifo-Suarez 1998); sin embargo Tetraselmis e Isocrhysis
son los géneros mas utilizados ya que promueven buen
crecimiento y desarrollo larval. En este estudio las larvas
alimentadas con |. aff. galbana T. suecica y T. chuii
presentaron una elevada ingestibilidad (IAI = 95%) y
digestibilidad (IAD> 80%); lo que las confirma como
alimento idoneo para las larvas de este molusco.  Las
larvas alimentadas con C. coccoides presentaron los
valores mas altos del TAI (97%) y del IAD (86%). No
existen reportes del uso de esta microalga en cultivos
larvales de S. gigas; pese a haber sido recomendada como
alimento potencial (Aldana-Aranda y Patifio-Suarez, 1997);
por lo que se sugiere su uso y valoracion nutritiva en
términos de crecimiento y desarrollo.

Respecto a T. fluviatilis, su baja ingestibilidad y
digestibilidad por las larvas de S. gigas podria deberse a la
dificultad de las larvas en capturar estas células, dadas sus
caracteristicas morfologicas. Martinez-Fernandez et al.
(2004) observan que T. weissflogii no es ingerida por las
larvas de Pteria sterna; sefialando que las grandes espinas
de esta diatomea podrian estar impidiendo su ingestion. En
un estudio para determinar los indices de ingestion y
digestion de larvas de Argopecten ventricosus-circularis
alimentadas con 10 diferentes especies de microalgas,
Lora-Vilchis y Maeda-Martinez (1997) sefialan que la
ingestion sucede solo si el alimento se ajusta a la boca y
esofago de la larva. En un estudio realizado con larvas de
cinco gasteroépodos (Rissoa parva, R. incospicua, Crepidu-
la fornicata, Nassaurius incrassatus y N. reticulatus)
alimentadas con diferentes diatomeas (Phaeodactylum
tricornutum, Thalassiosira sp Chaetoceros septentrional. y
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Asterionella japonica), Fretter y Mongomery (1968)
observan que estas diatomeas son capturadas por las larvas
sin dificultad; con excepcion de Thalassiosira sp, que por
sus solidos filamentos de 30 pm en longitud, resulta
demasiado grandes para las jovenes larvas. Con A.
japonica, sefialan que esta diatomea (de cadenas de 50 um
en longitud) tiende a atorarse en los cilios preorales de la
larva y no es ingerida a menos que sea rota en células
individuales.

Pocos autores reportaun el uso de T. fluviatilis como
alimento para las larvas de S. gigas: Ballantine (1981) y
Ballantine y Appeldoorn (1983) la utilizan en combinacion
con T chuii e Isochrysis obteniendo tasas de crecimiento de
50 m/diay 53 m/dia, respectivamente; mientras que Garcia-
Santaella y Aldana-Aranda (1994) reportan mortalidad
total.

Dada la baja ingestibilidad y digestibilidad T. fluvitilis
no se recomienda como alimento para las larvas de S.

gigas.
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