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Hemos nacido para volar y tenemos la obligacion de remontar una y otra vez el vuelo. Te lo
digo yo, que me he derrumbado y estrellado muchas veces.
Y sin embargo, insisto. Cuando sientas que te derrumbas, que caes vertiginosamente entre
astillas y huesos, entre [lantos de arena y aguaceros de vidrio, da un par de aletasos y
arriba...... levanta nuevamente el vuelo.

Jestis Quintero
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PREFACIO

El presente trabajo se realizé de acuerdo a las especificaciones del Departamento de
Servicios Escolares de la Universidad Autonoma de Baja California Sur y con las
observaciones de los revisores. El trabajo experimental se llevd a cabo en las
instalaciones del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. en la ciudad
de La Paz, B.C.S., bajo la direccién de la Dra. Elisa Serviere Zaragoza y co-direccién

del Dr. Marco Antonio Cadena Roa.

Para la realizacion de la presente tesis se conté con el apoyo financiero de los

siguientes proyectos de Investigacion:

SIMAC: 99-0107002.- Valoracion de macroalgas con potencial de uso en acuacultura.
CIBNOR: ABMS8.- Utilizacién de recursos algales como alimento: Caso abuldn.

CONACYT: 41410-Q.- Composicion y variacion estacional de acidos grasos y esteroles

en macroalgas de la peninsula de Baja California, México.
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En el presente trabajo se evalud el efecto de cinco dietas naturales en el crecimiento,
sobrevivencia, composicion quimica e histoquimica de la glandula digestiva y musculo
de juveniles de abuldn azul Haliotis fulgens Phillippi, durante 136 dias en condiciones
de laboratorio. Las macroalgas utilizadas como dieta fueron: Ulva sp., Eisenia arborea,
Macrocystis pyrifera, Egregia menziesii y Porphyra perforata. Se utilizaron 510
organismos juveniles de abuldén azul con una talla promedio de 31.67 + 0.11 mm de

longitud y un peso inicial promedio de 2.46 + 0.02 g.

El mayor crecimiento en longitud y peso se obtuvo con los organismos alimentados con
M. pyrifera 'y E. menziesii, los cuales presentaron altos valores de consumo y factor de
conversion alimenticia. EI consumo y el factor de conversién alimenticia de los
organismos alimentados con P. perforata fueron bajos. Con esta especie se obtuvieron
buenos resultados de crecimiento, similar al de los organismos alimentados con M.
pyrifera 'y E. menziesii, lo cual podria significar que el alimento fue utilizado
eficientemente, y de tal manera que con una cantidad menor al de las otras algas, el
abuldn podria tener un adecuado crecimiento. Los juveniles alimentados con Ulva sp.
tuvieron a lo largo del ensayo la menor tasa de crecimiento (longitud y peso) con
relacion a las otras dietas, asi como el menor consumo y el mayor factor de conversion

alimenticia, indicando que el alimento no fue utilizado eficientemente.

Los juveniles presentaron tasas de crecimiento en longitud inferiores a las 20 pm/dia,
siendo muy heterogéneas; el promedio de crecimiento en longitud y peso durante todo
el periodo del ensayo varié de 1.56 ym/dia y 0.39 mg/dia para los juveniles alimentados
con Ulva sp. a 18.08 pm/dia y 8.15 mg/dia para los juveniles alimentados con
Macrocystis pyrifera, respectivamente. La sobrevivencia en juveniles de abulén azul H.
fulgens fue superior al 44%, y no presentaron diferencias significativas entre las

distintas dietas usadas.

La composicién quimica del tejido de los juveniles de abulon azul es afectada por las
dietas proporcionadas. En lo que se refiere a la glandula digestiva, los valores de
proteinas de los juveniles de abulén azul se encontraron por debajo del valor inicial,

184.31 mg/g, con todas las dietas. En lo que se refiere a carbohidratos, se encontrd

w



para Ulva sp. la concentracion mas alta seguida de P. perforata; ambas macroalgas
presentando diferencia significativa con el resto de las dietas. En cuanto a los lipidos,
se observaron variaciones en las concentraciones de estos en la glandula digestiva con
las diferentes dietas proporcionadas, encontrandose la mas alta concentracién con P.

perforata (23.30 mg/g) y la menor concentracion en Ulva sp. (17.15 mg/qg).

En el musculo del pie, los valores del analisis de proteinas fueron superiores al valor
inicial, encontrandose los valores mas altos en E. menziensii y Ulva sp. El pie no
solamente es el mayor reservorio de energia, sino también es donde mas se consume
debido al movimiento y a las propiedades de adhesion del organismo. En cuanto a
carbohidratos, los valores fueron relativamente mas altos que en el inicial para aquellos
organismos con los cuales se obtuvo un mejor crecimiento (E. menziesii, M. pyrifera y
P. perforata), pero aun asi nuestros resultados no reflejan que el musculo del pie funja
como reservorio de carbohidratos, como lo encontrado para otros hali6tidos. Los valores
de lipidos no presentaron diferencias entre las dietas usadas, variando entre 3.77 mg/g
en organismos alimentados con M. pyrifera a 3.91 mg/g en organismos alimentados con
P. perforata. A partir de estos resultados se sugiere a Egregia menziensii y Porphyra
perforata como alimento de calidad nutricional alternativos a Macrocystis pyrifera para

juveniles de abuldén azul.




ABSTRACT

In this work, we assessed the effect of five natural diets in growth, survival, chemical and
histochemical composition of the digestive gland and muscle of green abalone Haliotis
fulgens Phillippi during 136 days in laboratory conditions. Macroalgae used as diet were:
Ulva sp., Eisenia arborea, Macrocystis pyrifera, Egregia menziesii, and Porphyra
perforata. We used 510 individuals of green abalone juveniles with an average size of

31.67 £ 0.11 mm in length and with an initial average weight of 2.46 +0.02 g.

The highest growth in length and weight was obtained with individuals fed with M.
pyrifera and E. menziesii, which showed high values of consumption and feed
conversion factor. Consumption and feed conversion factor of the individuals fed with P.
perforata were low. With this last specie growth results similar to those of individuals fed
with M. pyrifera and E. menziesii were obtained, which could mean that feed was used
efficiently. Thus, with less amount used with other algae, abalone could have the
adequate growth. During the assay period, the juveniles fed with Ulva sp. had a lower
growth rate (in length and weight) in relation to the other diets, as well as less
consumption and higher feed conversion factor, which show that feed was not used

efficiently.

The juveniles showed growth rates in length lower than 20 pym/day that were very
heterogeneous; average growth in length and weight during the total assay period varied
from 1.56 ym/day and 0.39 mg/day for juveniles fed with Ulva sp. to 18.08 um/day and
8.15 mg/day for juveniles fed with Macrocystis pyrifera respectively. Survival in H.
fulgens green abalone juveniles was higher than 44%, which not showed differences

between the different diets used.

The chemical composition of the tissue of green abalone juveniles is affected by the
diets used. With respect to the digestive gland, protein values of green abalone juveniles
were found below the initial value, 184.31 mg/g, with all diets. In relation to
carbohydrates, the highest concentration was for Ulva sp. followed by P. perforata; both
macroalgae showed significant differences with the rest of the diets. In lipids, we

observed variations in lipid concentration in the digestive gland with the different diets
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used; the highest concentration was for P. perforata (23.30 mg/g) and the lowest for
Ulva sp. (17.15 mg/g).

In the foot muscle, the values of the protein analysis were higher than the initial value,
the highest in E. menziensii and Ulva sp. The foot is not only the major energy reservoir
but also where the highest consumption is found due to the movement and adhesion
characteristics of the organism. With respect to carbohydrates, the values were
relatively higher than the initial values for those organisms with which a better growth
was obtained (E. menziesii, M. pyrifera and P. perforata), but still our results did not
reflect that the foot muscle works as a carbohydrate reservoir, as found in other
Haliotidae. Lipids did not show differences among diets, ranged between 3.77 mg/g for
organisms fed with M. pyrifera to 3.91 mg/g for organisms fed with P. perforata.

From these results, Egregia menziensii and Porphyra perforata are recommended as

nutritional quality feed, alternative to Macrocystis pyrifera, for green abalone juveniles.
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1. INTRODUCCION

“No basta saber, se debe también aplicar. No es suficiente querer, se debe también hacer”

Johann Wolfgang Von Goethe

En Meéxico, la pesqueria de abuldn es de trascendental relevancia para una gran
porcion de pobladores de la costa Occidental de la Peninsula de Baja California, ya que
constituye una de las actividades mas importantes y antiguas del pais que se desarrolla
desde la frontera con Estados Unidos hasta Isla Margarita en Baja California Sur,
México (Mateus, 1986; Cifuentes et al., 1997; Ponce, 2003). Particularmente, durante
los ultimos afios se ha visto una disminucién importante de sus rendimientos
comparados con las décadas de los sesentas y setentas (Ponce, 2003). En las
estadisticas de la Secretaria de Desarrollo del Gobierno del Estado de Baja California,
se consigna que la captura de abulén de 1990 a 1994, promedié 2,361 toneladas por
afo, registrandose tres puntos de referencia: en la década de los ochenta 2,500
toneladas; en los noventa 2,361 ton y hoy en dia solamente 400 toneladas (Tapia,
2004). Las especies sujetas a explotacion son: Haliotis fulgens Philippi 1845 (abulén
azul), H. corrugata Wood 1828 (amarillo), H. cracherodii Leach 1817 (negro), H.
rufescens Swainson 1822 (rojo), H. sorenseni Barthsch 1940 (chino). Las especies H.
fulgens y H. corrugata, contribuyen aproximadamente con el 95-98 % de la captura total
(Ramade et al., 1998; Ponce, 2003). Su gran demanda a nivel internacional hace que
sea un producto de alto valor comercial. Hasta 1996 ocupaba el cuarto lugar en
generacion de divisas; actualmente los valores de produccion ascienden a
aproximadamente 58 millones de pesos (CONAPESCA, 2003).

En la mayoria de los paises donde existe esta pesqueria comercial se ha presentado un
declive de las capturas de abulén, lo cual ha llevado a generar infraestructura y tecnologia
para su cultivo. Por lo anterior, el cultivo de este molusco se ha convertido en una
actividad necesaria para satisfacer los programas de repoblamiento para la recuperacion
de la especie en su medio natural asi como para su engorda comercial (Maeda et al.,
1994). Los principales paises que producen abuldn cultivado son China, Taiwan y Japon.
Varios paises incluyendo Australia, Chile, Islandia, Ilanda, México, Nueva Zelanda,
Sudafrica, Tailandia y los Estados Unidos todavia estan desarrollando industrias

significativas de la acuacultura del abulén (Gordon y Cook, 2003).




Las diatomeas benténicas son consideradas la fuente principal de nutrientes para las
postlarvas y los juveniles pequefios. Después de estas etapas, los abulones consumen
diversos tipos de macroalgas (McShane, 1992; Cifuentes et al., 1997; Ponce, 2003). En
Japon, China, Corea, Tailandia, Australia, Nueva Zelanda, Sudafrica, Canada, México y
Estados Unidos se han evaluado y utilizado diferentes fuentes de alimento, desde
macroalgas hasta dietas artificiales con la intencién de encontrar un alimento de alto valor
nutricional y con un costo accesible para la alimentacion de juveniles de abulén en
laboratorio (Wee et al., 1992; Viana et al., 1993; Britz, 1996a; Fleming et al., 1996;
Corazani e lllanes, 1998; Kawamura et al., 1998; Lépez et al., 1998; Simpson y Cook,
1998). Dietas artificiales utilizando diferentes fuentes de proteina han sido evaluadas o
desarrolladas en paises con una historia en el cultivo de abuldn (Britz 1996a, 1996b;
Fleming et al., 1996; Knauer et al., 1996). En México, se han estado realizando estudios
sobre la formulacion de dietas artificiales a partir de diferentes fuentes de proteina,
preferentemente de bajo costo y con ingredientes de disponibilidad local (Viana et al.,
1993, 1994, 1996; Rivero y Viana, 1996; Monje y Viana, 1998; Gomez et al., 2003; Nava
et al., 2004), asi como con diferente composicion de acidos grasos (Durazo et al., 2003a,
2003b, 2004). También se ha evaluado el efecto de dietas formuladas en la fisiologia
energética de H. fulgens (Farias et al., 2003). En relacién a dietas naturales se tiene
informacién sobre los componentes que forman parte de su dieta, asi como de los
procesos digestivos y digestibilidad de proteinas in vitro (Garcia, 1998; Picos et al., 2000;
Serviere et al., 1997, 1998, 2001, 2002a, 2002b, 2003; Garcia et al., 2003; Robles, 2003).

En Baja California, uno de los principales problemas a los que se han enfrentado en las
granjas y laboratorios de produccién de abuldn, esta relacionado con la alimentacién
adecuada en las primeras etapas de vida debido al desconocimiento de los
requerimientos nutricionales y por lo tanto siendo esto un factor fundamental para el
desarrollo de esta actividad. En los 11 laboratorios y la granja existente en la peninsula
de Baja California, utilizan macroalgas como alimento para abuldon a partir de los 10 mm
aproximadamente siendo el alimento primordial el alga café Macrocystis pyrifera. Otras
especies, como Egregia menziesii, Pelagophycus porra, Gracilaria spp. y Porphyra spp.

son utilizadas ocasionalmente de acuerdo a su disponibilidad en medio natural. Estas




especies, han sido mencionadas como algunos de los principales componentes de las
comunidades de abulon y posibles fuentes de alimento de estos organismos y de otros
herbivoros asociados a dichas comunidades (Guzman del Proo et al., 1972, 1991). El
suministro de especies alternativas a M. pyrifera como alimento para abulones se
realiza principalmente cuando no se dispone de este recurso. Esto es, cuando las
poblaciones de M. pyrifera se ven afectadas por la presencia de fendmenos climaticos
como "El Nifo" 1982-1983; 1997-1998, los cuales se caracterizan por la presencia de
temperaturas elevadas del agua de mar, que junto con una baja disponibilidad de
nutrientes, ocasionan la desaparicion del recurso (Tissot, 1990; Culver y Richards,
1991; Arroyo, 1999; Ladah et al., 1999; Ponce, 2003). El presente trabajo presenta
informacion sobre el valor nutricional de otras especies alternativas de dietas naturales
diferentes a Macrocystis pyrifera, a partir del efecto de éstas en el crecimiento y
composicidon quimica de juveniles de H. fulgens. Esta informacion es util vy
complementaria para el desarrollo de alimentos adecuados para el cultivo, ya que
mientras no se disponga de dietas artificiales accesibles y de bajo costo, se seguira
dependiendo del abastecimiento de poblaciones naturales de macroalgas para la

alimentacion de estos organismos en cultivo a escala de laboratorio y comercial.

En su medio natural los bancos de abuldén se encuentran asociados a los bosques de
macroalgas, aunque en algunas regiones los abulones habitan en zonas de pastos
marinos (Stevenson y Melville, 1999). Shepherd y Steinberg (1992) mencionan que las
algas cafés son comunmente consumidas por los abulones en distintas partes del
mundo; excepto en Australia, donde las algas rojas son frecuentes como componentes
de la flora local. En las costas del Pacifico de Norte América, las principales especies
de macroalgas a las que se asocian los bancos de abulén son Macrocystis pyrifera,
Eisenia arborea, Laminaria farlowii, Pterygophora californica, Desmarestia lingulata,
Cystoseira osmundacea, Sargassum muticum y Crytopleura crispa (Davis et al., 1994).
En Baja California, las especies caracteristicas de los habitats de los abulones son
algunas rodofitas como Bossiella orbigniana, Corrallina officinalis var. chilensis; algas
pardas como Macrocystis pyrifera y Eisenia arborea, asi como el pasto marino

Phyllospadix torreyi (Guzman del Proo, 1972). En Baja California Sur, las especies que




por su frecuencia dominan los habitats donde se encuentran los abulones son: las
feofitas Cystoseira osmundacea, Eisenia arborea, Sargassum sinicola, Spatoglossum
howelli y las rodofitas Bossiella orbigniana, Corallina officinalis var. chilensis, C.
vancouveriensis, Cryptopleura crispa, Gelidium robustum, Ploclamiun cartilagineum y
Prionitis lanceolada, y el pasto marino Phyllospadix torreyi (Garcia, 1998; Serviere et al.,
2001).

1.1. DIAGNOSIS Y DESCRIPCION DE H. fulgens

El abuldn Haliotis spp. es un molusco gasterépodo marino de importancia comercial,
herbivoro, de simetria bilateral primitiva cuyo cuerpo esta protegido con una concha
univalva. Vive adherido a las rocas del fondo marino, desde la zona entre mareas hasta
profundidades de 50 metros, dependiendo de la especie (Cox, 1962). Se encuentra
distribuido en los océanos Pacifico, Atlantico e indico. Las mayores concentraciones de
bancos de abulén se localizan en las costas de Australia y América Noroccidental (Ortiz
y Ledn, 1988) y las especies importantes desde el punto de vista econdmico se
distribuyen en las aguas templadas de la costa de Japdn, China, la costa del Pacifico
de Estados Unidos y México, Africa del Sur, Nueva Zelanda y el sur de Australia
(Cifuentes et al., 1997).

A nivel mundial, se registran 130 especies y subespecies de abuldn pertenecientes a un
solo género Haliotis spp., pero solo alrededor de 25 son explotadas comercialmente.
Las especies de abulones distribuidos en aguas mexicanas quedan comprendidos en el
grupo de haliétidos de Norteamérica, conformado por ocho especies, de las cuales siete
existen en la costa Oeste de la Peninsula de Baja California e islas adyacentes, desde
la frontera con Estados Unidos hasta la parte Sur de Isla Margarita: Haliotis fulgens
Philippi 1845 (abuldén azul), H. corrugata Wood 1828 (amarillo), H. cracherodii Leach
1817 (negro), H. rufescens Swainson 1822 (rojo), H. sorenseni Barthsch 1940 (chino),
H. assimilis Stichel 1956 (rayado) y H. kamtschatkana Jonas 1845 (pinto) (Astudillo,
1993) (Figura 1).




H. walallensis

H. kamtschatkana

’LH. rufgscens

H. corrugata

Figura 1. Distribucion de haliotidos que existen en la costa Oeste de la Peninsula de Baja California
(Wikipedia, 2005).

De acuerdo a Cox (1962), taxondmicamente el abuldén azul se considera dentro del:

Phyllum Mollusca

Clase Gasteropoda

Subclase Prosobranchia

Orden Archeogastropoda

Suborden Zigobranchia

Superfamilia Pleurotomaraceae

Familia Haliotidae

Género Haliotis

Especie Haliotis fulgens (Philippi, 1845)




La cara externa de la concha es de forma oval o redonda, poco elevada y de color café
obscuro. Presenta costillas espirales y surcos de grosor uniforme; con 5 a 7 orificios
respiratorios abiertos. La cara interna es oval y su coloracién varia desde el verde
palido al azul obscuro. Esta especie ocupa actualmente el primer sitio en los volumenes
de capturas, con alrededor del 80 % en el tamafio maximo que suele llegar hasta los 25
cm de longitud de concha. Su distribucidn geografica comprende desde punta
concepcion, California, E.U.A. hasta el Sur de Isla Margarita, B.C.S. En México, se
distribuye y explota desde Isla Coronado hasta la punta Sur de Isla Margarita, B.C.S
(Robles, 1970; Munoz, 1976; Ortiz y Ledn, 1988). Las mayores concentraciones se
encuentran desde Isla Cedros hasta Punta Abreojos, B.C.S. La distribucién batimétrica
del abulén azul es desde el piso medio litoral hasta los 24 m de profundidad, con una

mayor abundancia entre los 1.5y 9 m (Vega et al., 1994).




2. ANTECEDENTES

Todo hombre, por naturaleza, desea saber
Aristoteles

La alimentacion de los abulones en su medio depende de la disponibilidad y
abundancia de las especies de algas, por lo que la flora asociada a bancos de abulén
juega un papel importante en el ciclo de vida de estos y otros organismos como fuente
de alimento, habitat y refugio. Una vez que las larvas se fijan al fondo se alimentan de
diatomeas bentonicas cambiando progresivamente a macroalgas vivas o en forma de
detritus (Leighton, 2000).

La flora disponible en el medio tiene un gran efecto sobre la dieta de los abulones y
ésta varia de un lugar a otro. Se ha observado que en las preferencias alimenticias de
distintas especies de halidtidos en el mundo, influyen tanto la cantidad como la calidad
del alimento algal (Leighton y Boolotian, 1963). La composicion quimica de las
macroalgas como fuente principal del alimento de abulones juveniles y adultos puede
determinar su digestibilidad, palatabilidad y preferencia por parte del abulén (Santelices,
1986). Los constituyentes quimicos de las macroalgas varian ampliamente con la
diversidad de las algas, con la profundidad, con las diferentes estaciones del afo, la
exposicion al oleaje, las corrientes, la concentracion de nutrientes, temperatura y con la
distribucion geografica (Haug y Jensen, 1954; Levring et al., 1969). La composicion
porcentual de las algas bentdnicas en base a peso seco comprende de 17% a 69 % de
carbohidratos, 6 a 29% de proteinas, 0.1% a 5% de lipidos y una cantidad de cenizas
que oscila entre 25% y 35%. Los carbohidratos son asi los constituyentes mas
importantes. Los carbohidratos forman parte del material de almacenamiento de las
macroalgas: siendo el almidon en las clorofitas (Ulva sp.), laminarina y manitol en las
feofitas (Eisenia arborea, Macrocystis pyrifera, Egregia menziesii) y almidon floridiano
en las roddfitas (Porphyra perforata); asimismo los carbohidratos también forman parte
de la pared celular de éstas: siendo celulosa para las clorofitas, alginina y fucoidina

para las algas pardas y el agar y la carragenina para las algas rojas (Santelices, 1986).

Se han realizado varios estudios sobre los componentes que forman la dieta de
diversas especies de abulon basados en la identificacion de los fragmentos de algas o

en las caracteristicas del recurso natural (materia prima) presentes en el contenido




estomacal de estos organismos, por ejemplo en postlarvas (Kawamura et al., 1998); en
juveniles y adultos de Haliotis kamtschatkana (Norman et al., 1986); H. corrugata y H.
fulgens (Tutschulte y Connel, 1988); H.cracherodii (Leighton y Boolootian, 1963); en
Haliotis iris y H. australis (Poore, 1972); H.rubra (Foale y Day, 1992); H. midae (Barkai y
Griffiths, 1986) y H. asinina (Sawatpeera et al., 1998). En la Peninsula de Baja
California, Serviere y colaboradores (1998) realizaron un estudio sobre analisis de
contenido estomacal de abuldén azul encontrando que el alimento mas comun para
estos organismos fue el pasto marino Phyllospadix torreyi y las macroalgas Sargassum
sp., Eisenia arborea, Cryptopleura crispa y Rhodomenia sp. para la region de la
Bocana, Bahia Asuncion y las Barracas. Shepherd y Steinberg (1992) hicieron una
revision de la literatura disponible sobre dietas y preferencias alimenticias de abulén en
el mundo y mencionan que aunque en ensayos experimentales los abulones muestran
preferencias por las algas rojas, en su medio las algas café son comunmente
consumidas por abulones en distintas partes del mundo; excepto en Australia, donde
las algas rojas son frecuentes como componentes de la flora local. Otros autores han
hecho estudios para determinar dietas especificas y preferencias alimenticias de
diferentes especies a partir de observaciones en campo y ensayos de laboratorio
(Leighton y Boolootian, 1963; Guzman del Préo, 1994).

Leighton y Boolootian (1963) probaron 10 especies de macroalgas como alimento para
el abulon negro Haliotis cracherodii y encontraron que la preferencia alimenticia es
hacia algas café como Egregia laevigata y muy poca preferencia para algas rojas.

Uki (1981) llevd a cabo dos experimentos en los cuales evalué 30 macroalgas del orden
laminariales como alimento para juveniles de Haliotis discus hannai Ino durante 30 dias,
encontrando mejor crecimiento con Laminaria diabdlica y L. japonica. En 1986, Uki y
colaboradores llevaron a cabo estudios relativos al valor alimenticio de 57 especies de
macroalgas (38 feofitas, 25 rodofitas, 7 clorofitas) comunmente encontradas en la Costa
de Sarinku (costa Pacifico del Noroeste Honshu, Japdn), para evaluar el efecto de éstas
sobre el crecimiento de juveniles de abulon Haliotis discus hannai, bajo condiciones de
laboratorio. Encontraron que el maximo incremento en longitud fue en los organismos

alimentados con Eisenia bicylis.




Mercer y colaboradores (1993) realizaron un estudio para determinar el valor nutricional
de 6 especies de algas (Alaria esculenta, Laminaria digitata, L. saccharina, Ulva
lactuca, Palmaria palmata, Chondrus crispus y dos mezclas de las algas). Midieron la
composicién quimica de las macroalgas y establecieron una relacién con la tasa de
alimentacion, crecimiento y composicion quimica de juveniles de Haliotis tuberculata y
Haliotis discus hannai, encontrando que el mejor crecimiento para H. discus hannai fue
con P. palmata, cuya composicidon quimica en base a materia seca fue de: proteinas:
15.93 £ 0.27 — 18.3 £ 0.38 %; lipidos: 2.0 £ 0.33 — 3.7 £ 0.28 %; carbohidratos: 22.4 +
0.55 - 30.6 £ 1.45 % y para H. tuberculata el mejor crecimiento se di6 con la mezcla de
dietas (Tabla 1y 2).

Tabla 1. Crecimiento de H. discus hannaiy H. tuberculata alimentados con diferentes dietas.

H. discus hannai H. tuberculata
Dieta P. palmata *Mezcla
Tasa de alimentacion 5-15 % peso 4-13 % peso
Crecimiento en longitud final 32.12 mm/afo 34.25 mm/afo
Crecimiento en peso final 14.53 g/ano 26.6 g/ano
Tasa diaria de crecimiento 50 mg/dia 100 mg/dia
Eficiencia de conversion alimenticia 8-15% 3-24%
Sobrevivencia 84-95% 84-95%

Informacién tomada de Mercer et al. (1993).
* La mezcla de macroalgas estaba compuesta por: L. digitata, P. palmata, C. crispus y Ulva lactuca

Tabla 2. Composiciéon quimica del hepatopancreas y musculo de H. discus hannai y H. tuberculata
(g/100g) alimentados con diferentes dietas.

H. discus hannai H. tuberculata
Dieta P. palmata *Dieta: Mezcla
Proteinas Lipidos Carbohidratos Proteinas Lipidos Carbohidratos
Hepatopancreas 10.28+0.39 5.17+£0.28 1.74 £ 0.06 12.82+0.19 4.49+0.11 1.43 £ 0.01
Musculo 1229+0.23 1.10+0.03 4321042 14.03 £ 0.43 1.42+0.13 5.33+0.35

Informacion tomada de Mercer et al. (1993).
* La mezcla de macroalgas estaba compuesta por: L. digitata, P. palmata, C. crispusy Ulva lactuca.
En 1994, Mai y colaboradores evaluaron el valor proteico de 6 especies de algas (Alaria
esculenta, Laminaria digitata, L. saccharina, Ulva lactuca, Palmaria palmata, Chondrus

crispus) y dos mezclas de macroalgas en juveniles de Haliotis tuberculata y Haliotis




discus hannai encontrando que las dos especies de abulon tuvieron similar composicion
de aminoacidos, indicando con esto que sus requerimientos de aminoacidos son
similares. En todas las algas evaluadas la arginina fue el aminoacido limitante y en
algunos casos fue la metionina, histidina o treonina. En 1996, llevaron a cabo un
estudio comparativo de nutricion evaluando el papel de los acidos grasos
poliinsaturados de 5 macroalgas (Alaria esculenta, Laminaria digitata, L. saccharina,
Palmaria palmata y Ulva lactuca) sobre la tasa especifica de crecimiento y su relaciéon
con los acidos grasos en juveniles de Haliotis tuberculata y Haliotis discus hannai
encontrando que los acidos grasos poliinsaturados del grupo 20:5n-3 son importantes
en la nutricibn de ambas especies de abulon, los acidos grasos poliinsaturados del
grupo 18:3n-3 contribuyeron al rapido crecimiento de H. tuberculata y los del grupo
18:2n-6 junto con uno del n-3,6 de cadena larga contribuyeron al rapido crecimiento de
H. discus hannai.

Corazani e lllanes (1998) evaluaron el crecimiento en juveniles de abulén Haliotis
discus hannai alimentados con diferentes dietas; 3 dietas naturales (Lessonia
trabeculata, Macrocystis integrifolia y Ulva rigida) y una dieta artificial durante 9 meses.
Encontraron que el mejor crecimiento para H. discus hannai se dié con la dieta artificial
y con Ulva sp. El mejor crecimiento para Haliotis rufescens se encontré con Macrocystis
integrifolia y con la dieta artificial.

Serviere y colaboradores (2001) evaluaron 3 macroalgas diferentes (Eisenia arborea,
Gelidium robustum, Macrocystis pyrifera), un pasto marino (Phyllospadix torreyi) y una
dieta artificial como alimento para juveniles de abulén azul durante 106 dias,
encontrando que el mejor crecimiento se di6 en los organismos alimentados con
Macrocystis pyrifera 22.2 + 0.33 (error estandar) mm y 1.0 + 0.06 (e.e.) g con una tasa
de crecimiento de 53 £ 2 (e.e.) ym de longitud y 6.7 £1.29 (e.e.) mg de peso, una tasa
especifica de crecimiento de 0.0108 g/dia y un factor de eficiencia alimenticia del 63%.
El porcentaje de sobrevivencia fue del 89 al 95% en las dietas naturales y 97% con la
dieta artificial.

Nelson y colaboradores (2002) evaluaron el crecimiento y la composicion lipidica del
abulon azul Haliotis fulgens alimentado con 4 macroalgas (Egregia menziesii,

Chondracanthus canaliculatus, Gigartina canaliculata y Ulva lobata) y con una mezcla
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de las tres macroalgas por un periodo de un afo. Encontraron que el mejor crecimiento
se obtuvo con Egregia menziesii, lo cual indica que esta macroalga tuvo el mejor efecto
en el crecimiento del abuldn azul; asimismo, concluyeron que el tejido del abulén en
algunos casos refleja la composicion de la dieta ya que encontraron que en el pie hay
una acumulacién y metabolismo de lipidos; el hepatopancreas sirve para almacenar
lipidos, aunque estos no son utilizados como fuente de energia principal sino como
moléculas esenciales para el crecimiento y maduracion gonadica. Robles (2003) evaluo
el crecimiento de juveniles de abulén amarillo H. corrugata alimentados con 4
macroalgas diferentes (Macrocystis pyrifera, Eisenia arborea, Egregia menziesii,
Gracialaria sp.) y un pasto marino (Phyllospadix torreyi) durante 138 dias, encontrando
que el mejor crecimiento se dié en los organismos alimentados con E. menziesii. El
porcentaje de sobrevivencia vario del 60% al 88% dependiendo de la dieta.

En México, Serviere y colaboradores (2002b) realizaron un recorrido por las granjas y
laboratorios de produccion de abuldn que operaban en ese momento en la Peninsula
de Baja California, para obtener informacién sobre las rutinas alimenticias que se
siguen para la alimentacioén de los abulones en sus diferentes fases, especialmente lo
relacionado con las especies de macroalgas que se han utilizado. Encontraron que las
especies de macroalgas utilizadas en la dieta de los abulones juveniles incluian
especies de las divisiones Chlorophyta, Phaeophyta y Rodophyta y un pasto marino
Phyllospadix torreyi. De las especies de macroalgas, resalta el alga café Macrocystis
pyrifera como dieta primordial, debido a que es el alga utilizada en mayor proporcién, en
las granjas y en los laboratorios, a excepcion del laboratorio de la S.C.P.P. La Bocana,
en donde en la localidad no se dispone de poblaciones naturales de dicha especie, y
por ello utilizan el alga café Eisenia arborea. En las granjas también se han utilizado

dietas artificiales con fines de experimentacion.

Por lo que respecta a estudios histoquimicos, cabe mencionar que en la actualidad no
se han realizado estudios en ninguna de las especies de abulon en el mundo, aunque si
se han hecho estudios en moluscos bivalvos (Galstoff, 1964; Donval, 1984; Beninger y
Le Pennec, 1991; Morton, 1992). Los métodos de histoquimica tienen por objeto

localizar sustancias quimicas conocidas, en la célula y en los tejidos, dentro de su
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agregado estructural siendo un método eficaz para aclarar problemas histofisioldgicos,
ya que con ella es posible caracterizar, sobre una base mas amplia, cambios
estructurales en el funcionamiento de los tejidos y células y confrontar esas
observaciones con los resultados de los analisis quimicos (Spannhof, 1966), por lo cual
esta técnica fue utilizada en el presente estudio con la finalidad de ubicar la presencia

de carbohidratos en la glandula digestiva y musculo de los juveniles de abulon azul.
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3. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

“Las ideas no duran mucho. Hay que hacer algo con ellas”
Santiago Ramon y Cajal

El abuléon es un recurso importante en las exportaciones pesqueras mexicanas,
contribuyendo a captacién de divisas y generacion de aproximadamente 20 mil empleos
directos e indirectos en las cuatro zonas o regiones de captura en la peninsula de Baja
California (CONAPESCA, 2003). En las granjas y laboratorios, uno de los principales
problemas esta relacionado con poder satisfacer los requerimientos nutricionales por
medio de la alimentacion adecuada en las primeras etapas de vida, ya que es un factor
fundamental para el desarrollo de esta actividad. Los juveniles consumen diversos tipos
de macroalgas. En general, la especie mas utilizada como alimento para abulén en las
granjas y laboratorios de la Peninsula de Baja California es el alga café Macrocystis
pyrifera. El presente estudio tiene como finalidad evaluar especies de macroalgas
alternativas a Macrocystis pyrifera como alimento de juveniles de abuldén azul en

condiciones de cultivo, a partir de parametros de crecimiento y bioquimico-fisiologicos.

4. HIPOTESIS

E[ optimista encuentra una respuesta para cada problema. E( pesimista ve un problema en cada respuesta.

Anonimo

El abulén azul es capaz de utilizar eficientemente especies de macroalgas con
composicién quimica diferente de carbohidratos, lipidos y proteinas, por lo que la tasa

promedio de crecimiento en talla y peso seran similares.
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5. OBJETIVOS

Nunca se alcanza la verdad total, ni nunca se estd totalmente alejado de ella.
Aristoteles

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de cinco dietas naturales a base de macroalgas en el crecimiento y
composicién quimica de la glandula digestiva y el musculo de juveniles de abuldn azul

en condiciones de cultivo.

OBJETIVOS PARTICULARES

*Analizar la respuesta del crecimiento en longitud y peso de los juveniles de abulon azul
alimentados con cinco dietas monoalgales: Ulva sp., Eisenia arborea, Macrocystis

pyrifera, Egregia menziesii y Porphyra perforata.

*Determinar la composicion de carbohidratos, lipidos y proteinas en la glandula
digestiva y el musculo de juveniles de abulén azul alimentados con las 5 dietas

monoalgales.

*Ubicar la presencia de carbohidratos por medio de la histoquimica en la glandula

digestiva de juveniles de abuldn azul alimentados con las 5 dietas monoalgales.
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6. MATERIAL Y METODOS

EL éxito no se logra con cualidades especiales. Es sobre todo un trabajo de constancia, método, organizacion y equipo
J.®. Sergent

6.1. ENSAYO EXPERIMENTAL

Se realizé un ensayo de crecimiento de juveniles de abulon azul Haliotis fulgens en el
laboratorio de Biomasa Marina del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste,
S.C. (CIBNOR), en la ciudad de La Paz, Baja California Sur, México.

6.1.1. Organismos experimentales

Para el desarrollo del ensayo, 600 juveniles de abulén azul, H. fulgens fueron donados
por el laboratorio de produccion de semilla de la Sociedad Cooperativa de Produccion
Pesquera Progreso, ubicada en La Bocana, Baja California Sur. Los organismos se
transportaron al laboratorio del CIBNOR, S.C. en la ciudad de la Paz, B.C.S. en una
hielera con ambiente humedo utilizando capas de macroalga Macrocystis pyrifera y
acomodados en refugios, manteniendo una temperatura interior de 10 + 1°C. En el
laboratorio, los juveniles se colocaron en acuarios de fibra de vidrio y se mantuvieron
por un periodo de dos meses a una temperatura de 19 + 1 °C, con flujo continuo de
agua de mar y aeracién constante. Durante dicho periodo, los juveniles se alimentaron
con el alga café re-hidratada Macrocystis pyrifera. Para el ensayo experimental se
usaron 510 organismos con una longitud promedio de 31.67 + 0.11 (e.e) mm y peso de
2.46 = 0.02 (e.e) g y se distribuyeron aleatoriamente en 15 acuarios a razén de 34

organismos por acuario.

6.1.2. Sistema de cultivo

Se utilizaron 15 acuarios rectangulares de fibra de vidrio con base concava de 30 cm de
ancho, 50 cm de largo y 35 cm de fondo y con una capacidad maxima de 16-L (Figura
2). En los acuarios se colocaron dos refugios, los cuales estaban formados por tubos de
PVC de 18 cm de longitud, partidos por la mitad y con orificios en la parte superior
(Figura 3). Los acuarios tenian flujo continuo de aire y de agua de mar filtrada a 10 ym
(1 mL/min) y una temperatura de 20 £+ 1°C aproximadamente, la cual se mantuvo por
medio de un enfriador AREA (LAUDA Brinkmann Mod. RE120, 115 V, 60 Hz, 1.35 kW

que regula temperaturas de 0-120 °C) con una capacidad de 1 hp. Durante el ensayo,
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cada tercer dia se cambid el filtro de agua y una vez a la semana se cambiaban las

piedras difusoras, y se limpiaban los goteros que proveian el flujo continuo de agua.

Figura.2. Acuarios para el ensayo experimental con juveniles de abuldn azul.

Figura.3. Refugios utilizados en los acuarios para los juveniles de abulén azul.

6.1.3. Dietas

Las especies de macroalgas utilizadas como dieta fueron: Ulva sp. (Chlorophyta), Eisenia
arborea, Macrocystis pyrifera, Egregia menziesii (Phaeophyta) y Porphyra perforata
(Rhodophyta). Estas especies se seleccionaron con base a su uso como alimento para
abulones en las granjas y laboratorios de la region. Cabe mencionar que Macrocystis
pyrifera es la macroalga usada regularmente en las granjas y laboratorios de abuldn por lo

cual se consideré como la dieta control en el ensayo.
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Las macroalgas fueron recolectadas con el apoyo de algunas Sociedades Cooperativas
de Produccién Pesquera y personal del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas de
Ensenada, Baja California. Las macroalgas se secaron al aire libre, y fueron almacenadas
en cajas de cartdn para su uso durante el ensayo (Tabla 3). Se realiz6é un analisis quimico
proximal (proteina cruda, ceniza, fibra cruda, extracto etéreo, extracto libre de nitrégeno)
de las algas, al inicio del ensayo realizandose por triplicado de acuerdo a los métodos
oficiales de la A.O.A.C. (1980) (Anexo 1).

Tabla 3. Especie y sitios de colecta de las macroalgas usadas como dietas.

ESPECIE LUGAR DE RECOLECTA
Ulva sp. Bocana, B.C.S.
Eisenia arborea Punta Eugenia, B.C.S.

Macrocystis pyrifera | San Isidro, B.C.

Egregia menziesii San Isidro, B.C.

“Kennedy” 40-45 km. al sur de Ensenada,
atras de “La Bufadora”.

Porphyra perforata

6.1.4. Diseno Experimental

Quinientos diez juveniles fueron marcados individualmente con etiquetas de plastico
adheridas a la concha con pegamento y fueron distribuidos al azar en 15 acuarios (34
organismos por acuario). A cada acuario, se le asigné al azar una de las cinco dietas
consideradas (3 réplicas por dieta, N= 15). El ensayo se realiz6 por un periodo de 136
dias.

El alimento fue proporcionado cada 42 hrs por la tarde. Las macroalgas se re-
hidrataban en agua de mar por 5 minutos aproximadamente antes de ser suministradas
ad libitum a los juveniles. Cada tercer dia se realizé una rutina de limpieza de cada uno
de los acuarios que consistia en quitar el alga no consumida y se tallaban las paredes
de los acuarios con una fibra con la finalidad de eliminar las microalgas adheridas a
estas. Los organismos muertos se removian diariamente, se registraban y se
reemplazaban, con la finalidad de mantener la densidad inicial (34 organismos) en cada
acuario. Los organismos de reemplazo no fueron considerados en las estimaciones de

crecimiento y analisis quimico.
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6.1.4.1. Parametros fisicoquimicos del agua

En cada uno de los acuarios se registro la temperatura, salinidad, oxigeno disuelto con
un equipo multiparametro marca YSI, modelo 85 con precision de + 0.5% FS en
conductividad, £ 0.1 UPS en salinidad, £ 0.1 °C temperatura y + 0.3 mg/L para oxigeno
disuelto y el pH, fue medido con un potencidmetro a prueba de agua marca HANNA,
modelo HI9815. Estos parametros se midieron cada semana durante el periodo del
ensayo con la finalidad de asegurarnos de que estos no hubiesen tenido un efecto

directo en los resultados de crecimiento.

6.1.4.2. Crecimiento
Se estimo el crecimiento de los organismos como el incremento en longitud de concha
(um/dia) y peso (mg/dia) a los 36, 78, 108 y 136 dias. La longitud se midi6 con un

vernier caliper y el peso con una balanza electrénica (0.001g) (Figura 4).

Figura.4. Medicién de longitud y peso de juveniles de abulén azul.

Para realizar las biometrias se colocaron los refugios de PVC en cubetas que contenian
sulfato de magnesio al 6% durante 15 minutos para adormecer a los abulones y facilitar
el manejo de los mismos durante las mediciones (Zertuche, Com. personal). Una vez
medidos y pesados se regresaban a una cubeta con agua de mar limpia, y
posteriormente a su acuario correspondiente.

El incremento mensual y total en longitud y peso, la tasa diaria de crecimiento y la tasa
especifica de crecimiento (SGR por sus siglas en inglés) se calcularon utilizando las

férmulas descritas en Corazani e lllanes (1998):
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*Incremento:

||_ = Lf—Li
|p = Pf— Pi

Donde I = Incremento en longitud (mm), L= Longitud final, L; = Longitud inicial; |, =

Incremento en peso (g); Pr = Peso final y P; = Peso inicial
*Tasa diaria de crecimiento:

TDCL = L¢- L, * 1000
T

TDC, = Ps- P; * 1000
T

Donde: TDC, = Tasa diaria de crecimiento en longitud (um/dia), Ls = Longitud final, L; =
Longitud inicial, T = Tiempo (dias); TDC, = Tasa diaria de crecimiento en peso (mg/dia),

P: = Peso final, P, = Peso inicial.

*Tasa especifica de crecimiento:
SGRy (%/dia)= (In(Ls)-In(L;)) x100
T

SGRp (%/dia)= (In(Ps)-In(P;)) x100
T
Donde: SGR_ = Tasa especifica de crecimiento en longitud (%/dia), L; = Longitud final,
L; = Longitud inicial, T = Tiempo (dias); SGR, = Tasa especifica de crecimiento en peso

(mg/dia), Ps = Peso final, P; = Peso inicial.

El porcentaje de sobrevivencia se calculé mediante la siguiente formula:

Sobrevivencia = N *100
N;

Donde: Nf = Numero de organismos vivos al final del experimento, N; = Numero de

organismos iniciales.
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6.1.4.3. Consumo de alimento

La determinacion del consumo de cada dieta se realizd por triplicado para cada réplica
de las dietas durante una semana (N = 3) en el tercer, cuarto y quinto mes del ensayo.
Con base en observaciones hechas del alimento no consumido y recuperado en la
rutina de limpieza, se definieron los gramos promedio a proporcionar de cada alimento

para la determinacion de consumo (Tabla 4).

Tabla 4. Racién de alimento proporcionado por acuario a los juveniles de Haliotis fulgens durante
las estimaciones de consumo.

PESO PROMEDIO POLIMEROS ALIMENTARIOS*
ESPECIE DE MACROALGA
SECA (g) Estructurales De reserva
(Pared) (Citoplasmaticos)
Ulva sp. 12 Celulosa Almidén
Eisenia arborea 13 Acido alginico Laminaran
Macrocystis pyrifera 16 Acido alginico Laminaran
Egregia menziesii 17 Acido alginico Laminaran
Porphyra perforata 11 X}Alg;?s Almidén florideo

*Polisacaridos constituyentes de las macroalgas, informacion tomada de Lee (1989). Informacién complementaria sobre
tipos de azucares y enlaces de los polimeros alimentarios se presentan en el anexo 2.

De cada dieta (macroalga) se pesaron dos raciones, una para ser proporcionada al
acuario correspondiente y la otra para la determinacién del peso seco de la macroalga.
La racion para alimentar a los juveniles se re-hidraté colocandola en cubetas con agua
de mar durante 5 minutos antes de colocarla en los acuarios.

A las 42 horas, de cada uno de los acuarios se hizo un recambio total de agua de mar,
recuperandose la macroalga no consumida por medio de un tamiz de 100 ym y se
realizé la limpieza general del acuario. La macroalga recuperada se colocé en charolas
de aluminio etiquetadas y se llevaron al laboratorio de Bromatologia del CIBNOR, para

la estimacion de peso seco.
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El consumo fue calculado en peso seco de acuerdo a Uki y Watanabe (1992):
C = Consumo:

C = (GS/100) - R

Donde: G = Peso del alimento proporcionado a los organismos por unidad experimental
por dia (g), S = factor para cada dieta (obtenido del experimento de estabilidad del
alimento en el agua), R = es el alimento recuperado (g) después de que fueron

alimentados los organismos.

El factor de conversion alimenticia (FCA) fué calculado de acuerdo a Britz (1996a):

Fc
FCA =
P

Donde: FCA = Factor de conversion alimenticia (g), Fc = Gramos de alimento
consumido (en base seca) por animal por dia, P = Ganancia en peso por animal por dia

(g en peso humedo).

6.1.4.4. Determinacion de peso seco

Se procedié a determinar la humedad de la muestra inicial y de las macroalgas
recuperadas. Las muestras se colocaron en crisoles previamente puestos a peso
constante y se procedio a pesarlas en una balanza analitica de precision £ 0.001; una
vez pesadas las muestras se secaron en una estufa a 70°C durante 24 hrs. Una vez
transcurrido el tiempo de secado se retiraban las capsulas de la estufa y se dejaban
enfriar en un desecador por 30 minutos, para posteriormente proceder a pesar la

muestra en la balanza analitica y realizar los calculos correspondientes.

Determinacion de humedad (%):
% H =_Pm;- Pm; * 100

Pmi

Donde: %H = porcentaje de humedad, Pm; = Peso muestra inicial (g), Pm; = Peso

muestra final (g).
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Determinacion de peso seco del alimento:

Determinacion de peso seco = (P,-(Pa+Pp)/100)

Donde: P,= Macroalga proporcionada a los organismos (g), P, = Porcentaje de

humedad de la macroalga almacenada.

6.1.4.5. Estabilidad del alimento

Las estimaciones de la estabilidad del alimento en el agua se realizaron en cada réplica
de cada dieta por triplicado (N=9) durante el tercer mes del ensayo. En cada acuario,
sin organismos, se coloco una racion de la dieta correspondiente (similar a la distribuida
durante el ensayo de consumo) y se dejo durante 42 hrs. Posteriormente, se siguio el
mismo procedimiento descrito en el apartado de consumo para la recuperacion y

estimacion del peso seco de cada racion.

Estabilidad del alimento en el agua:

% de estabilidad del alimento = A, *100
Ap
Donde: A: = Alimento recuperado base seca (g), A, = Alimento proporcionado base

seca (g).

6.2. ANALISIS QUIMICO DE GLANDULA DIGESTIVA Y MUSCULO

6.2.1. Preparacion de muestras

Se realizaron dos muestreos durante el ensayo de crecimiento; el primero en la fase
inicial, tomando 5 organismos para los analisis quimicos y el segundo muestreo al finalizar
el ensayo de crecimiento, tomando al azar 5 organismos de cada acuario, para un total de

15 por dieta.
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6.2.1.1. Glandula digestiva

Cada organismo fue disectado para extraer la glandula digestiva, la cual fue pesada y
liofilizada para su almacenamiento. En el momento de realizar los analisis quimicos se
transfirieron 100 mg de la muestra liofilizada y pulverizada a un tubo de ensaye para
rehidratarse con 1 mL de solucion salina (Cloruro de sodio a 35 UPS) y fue
homogenizada en un equipo POLYTRON (Brinkman Instruments, Wesbary, N.Y.). En
este tejido homogeneizado se realizaron las determinaciones de proteinas,

carbohidratos y lipidos totales segun se indica en la seccion 6.2.2.

6.2.1.2. Musculo

En cada organismo se realiz6 la diseccidon para obtener el musculo del pie, el cual fue
pesado vy liofilizado para su almacenamiento. En el momento de realizar los analisis
quimicos se transfirieron 100 mg de la muestra liofilizada y pulverizada a un tubo de
ensaye para rehidratarse con 1 mL de solucién salina (Cloruro de sodio a 35 UPS) y fue
homogenizada en un equipo POLYTRON (Brinkman Instruments, Wesbary, N.Y.). En
este tejido homogeneizado se realizaron las determinaciones de proteinas,

carbohidratos y lipidos totales segun se indica en la seccion 6.2.2.

6.2.2. Determinaciones quimicas

6.2.2.1. Proteinas

Para la determinacion de proteinas se utilizé el método de Bradford (1976), el cual se
basa en la reacciéon de los grupos amino libres con el azul Cromassie en presencia de
acido fosforico y metanol. EI complejo formado por la proteina y el colorante provoca un
desplazamiento en la absorcion maxima del colorante desde 465 a 595 nm. La
absorcion es proporcional a la concentracién de proteina (albumina en suero bovino) de
manera lineal desde 1ug a 140ug usando una solucién reactiva comercial (Sigma).

Una alicuota de 10uL del homogeneizado de tejidos se pone a digerir en 90uL de NaOH
0.1N durante 120 minutos, posteriormente se toman 10uL del digerido, se pone en un
tubo de vidrio limpio y se agrega un mililitro de reactivo de Bradford, se deja la reaccion
5 minutos y se proceda a tomar las lecturas al espectrofotdmetro (Spectronic Genesys
II) a 595 nm.
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Se elaboré una curva tipo con la solucion estandar (Albumina bovina), cuya
concentracion es de 5mg/mL, con las siguientes concentraciones: 5.0, 2.5, 1.25, 0.625,
0.3125 y 0.15625 mg/mL. Como blanco se utilizé una solucion salina isotonica (35

UPS). La concentracion de proteinas se calcula:

Conc. de Proteinas (mg/g) = (Abs.Sol.Prob. x FD) / (m x peso de la muestra)

Donde: FD = Factor de dilucion y m = Es la pendiente en la curva tipo.

6.2.2.2. Carbohidratos
Se utilizé un método basado en (Roe et. al, 1960) para medir carbohidratos. La muestra
(glandula digestiva 6 musculo) homogeneizada se utilizé directamente. Primero se
tomaron 0.2 mL de homogeneizado de cada muestra y se mezclaron con 0.2 mL de
Acido Tricloro Acético (TCA) al 20% en tubos eppendorf de 0.65 mL, esto con la
finalidad de precipitar proteinas que interfieren en la medicion de carbohidratos. Los
tubos se centrifugaron a 3600 rpm (1376 g) por 10 minutos a 4°C en una centrifuga
refrigerada (Eppendor 5810 R). Se recupero el sobrenadante en tubos eppendorf de
0.65 mL.

Posteriomente se tomo 100 pyL de sobrenadante, se coloc6 en un tubo de vidrio y
se le agrego 1ml de solucion de antrona 0.1% diluida en H2SO4 al 72%. Se calent6 a
bafio maria a 90 °C durante 5 minutos y se enfrio en bafio de hielo. Esto da un
compuesto colorido, que es directamente proporcional a la concentracion de
carbohidratos presentes en la muestra. Se midi® su absorbancia en un
espectrofotometro (Spectronic Genesys IlI) a 620 nm. Paralelamente se elaboré una
curva tipo, a partir de una solucion estandar de dextrosa de 2mg/mL, con las siguientes
concentraciones: 1.0, 0.5, 0.25, 0.125, 0.065 y 0.325 mg/mL La cantidad de

carbohidratos se calcula con la siguiente relacién:

Conc. de carbohidratos (mg/gr) = (Abs.sol.prob.x FD) / (m x Peso de la muestra)

Donde: FD = Factor de dilucion y m = Es la pendiente en la curva tipo.
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6.2.2.3. Lipidos

Para las determinaciones de lipidos totales en la glandula digestiva y musculo se utilizé
el kit Diagnostica Merck (método No. 3321) basado en el método de |la
sulfafosfovainillina segun Barnes y Balckstock (1973), con el cual los lipidos de la
muestra reaccionaron con el reactivo fosforico-vainillina, obteniéndose un producto
color rosa, cuya concentracion es directamente proporcional a la concentracién de
lipidos de la muestra. Se tomd una alicuota de 50 pL del homogeneizado y se coloco en
un tubo de ensaye, se le agregaron 500 pL de acido sulfurico concentrado y se
calentaron a bano Maria por 10 minutos a 90°C; pasado este tiempo se enfriaron en
bano de hielo. Una vez frios se tomaron 20 uL de cada tubo y se trasfirieron a una
microplaca (placa Elisa) de 96 pozos. Por ultimo se les agregd a cada pozo 200 pL de
solucion reactiva de lipidos (fosfovainillina al 0.2% en acido sulfurico al 80%), se incubd
a temperatura ambiente por 40 minutos y se leyd en un lector de microplacas (BioRad
550) a 540 nm. Junto con las muestras se corrid una curva de calibracién con solucién
estandar de lipidos (Lin-Trol Sigma L2648), las concentraciones que se usaron fueron:
10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, .3125, 0.15625 y solucion salina (35 UPS) como blanco. La

cantidad de lipidos se calcula con la siguiente relacion:

Conc. de lipidos (mg/gr) = (Abs.sol.prob.x FD) / (m x Peso de la muestra)

Donde: FD = Factor de dilucion y m = Es la pendiente en la curva tipo.

6.3 ANALISIS ESTADISTICOS

Se revisaron los supuestos de normalidad (Kolmogorov-Survinov) y homogeneidad de
varianza (Bartlett). Los datos de crecimiento, tasa diaria de crecimiento, tasa especifica
de crecimiento, consumo Y los resultados de los analisis quimicos en glandula digestiva
y musculo fueron analizados mediante un analisis de varianza de una via ANOVA
seguido de un analisis de Tuckey para la comparacion de medias, considerando la dieta

(macroalgas) como variable independiente (Sokal y Rohlf, 1995). El nivel de
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significancia considerado fue p<0.05. Los analisis estadisticos se realizaron con el

paquete Statistica, Versién 5.0.

6.4. ANALISIS HISTOQUIMICO DE LA GLANDULA DIGESTIVA

6.4.1. Aplicacion de la técnica histologica

Durante el ensayo experimental, se realizaron dos muestreos para el analisis
histoquimico: el primero en la fase inicial y el segundo al finalizar el ensayo de crecimiento.
En el muestreo inicial se tomaron 5 organismos para el analisis (ya que todos los
organismos estaban alimentados con la misma dieta: Macrocistys pyrifera (dieta control).
En el muestreo final se tomaron 5 organismos de cada acuario (N= 15 por dieta).

Se procedioé a hacer la diseccién de la glandula digestiva de cada organismo, cada porcion
de glandula disectada (de aproximadamente 1 cm o0 menos), se coloco en un “cassette
histolégico” de plastico etiquetado para su fijacién. Los “casetes” se colocaron en un
frasco con el fijador Davidson por 18 a 24 h. (Howard, 1983). Una vez fijadas las muestras
fueron procesadas mediante la técnica histolégica convencional para tejidos animales
descrita por Humason (1979), la cual consiste en la deshidratacion, aclarado, inclusién en
parafina, corte y tincién (Anexo 3). Para evidenciar los tejidos se utilizd la técnica de
tincion general de Hematoxilina-Eosina y para la determinacién de carbohidratos el
método de Azul Alciano-Schiff (Spanhoff, 1966). Una vez tehidos los cortes se montaron
con resina sintética dejandose secar para después limpiarlos. Posteriormente, se
observaron las laminillas en un microscopio compuesto Olympus CH20 para hacer las
descripciones correspondientes a la glandula digestiva. Se tomaron microfotografias
representativas de las laminillas en un microscopio compuesto Olympus BX41 y con una
camara Hitachi KP-D50 color Digital.
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7. RESULTADOS

St buscas resultados distintos, no hagas siempre lo mismo
Albert Einstein

7.1. PARAMETROS FISICOQUIMICOS DEL AGUA

Los valores promedio de los diferentes parametros fisicoquimicos del agua registrados
durante el experimento fueron: temperatura 20 °C + 1.1 (d.e.), salinidad 37.4 UPS + 0.5
(d.e.), volumen de flujo de 16.2 mL/10 seg £ 3.1 (d.e.), oxigeno disuelto 7.0 mg/L + 0.1
(d.e.) y pH 8 £ 0.1 (d.e.). No se presentaron diferencias significativas entre tratamientos

durante el desarrollo del ensayo experimental (P > 0.05).

7.2. ANALISIS PROXIMAL DE LAS MACROALGAS PROPORCIONADAS COMO
ALIMENTO

La composicion proximal de las macroalgas utilizadas como alimento para los juveniles
de abulén azul se presenta en la Tabla 5. El valor mas bajo de proteina cruda de las
macroalgas proporcionadas fue encontrado en Ulva sp. (UL) 4.77 %, y el valor mas alto
lo presentd Porphyra perforata (PP) 16.87 %. Los valores de lipidos entre las dietas
fueron similares para Ulva sp., Eisenia arborea (EA), Macrocystis pyrifera (MP) y
Egregia menziesii (EM); el valor mas bajo se presenté en Porphyra perforata (PP) 1.45
%. Los valores de cenizas mas altos lo presentaron MP, 42.10 % y UL, 36.53 % y el
valor mas bajo se obtuvo en PP, 4.00 %. El contenido de fibra cruda vari6 desde 1.79 %
para UL hasta 5.92 % para EM. Los porcentajes de extracto libre de nitrégeno fueron
similares para UL, 53.41%; EA, 52.32 % y PP, 55.83% (Tabla 5).

Tabla 5.- Composicion quimica proximal de las macroalgas utilizadas para alimentar a los juveniles
de abulén azul.

UL EA MP EM PP
Humedad (%) 15.75+0.14 9.76 + 0.09 8.98 +0.17 13.74 £ 0.36 13.21+0.22
Proteina Cruda (%) 4.77 £0.80 12.02 + 0.04 16.39+0.16 11.89 £ 0.01 16.87 £ 0.41
Extracto etéreo (%) 3.50 £ 0.20 3.94 £ 0.02 3.63+£0.32 3.70 £ 0.31 1.45+0.22
Cenizas (%) 36.53 + 0.33 28.75+0.34 42.10 £ 0.21 31.41+£0.48 24.00 £ 0.06
Fibra cruda (%) 1.79 £ 0.06 297+0.27 2.96+0.18 5.92 + 0.01 1.85+0.05
E.L.N. (%) 53.41 52.32 34.92 47.08 55.83

*Resultados expresados en base seca (excepto humedad), como valores promedio + desviacién estandar (3 réplicas por muestra).
Ulva sp. = UL; Eisenia arborea = EA; Macrocystis pyrifera MP; Egregia menziesii = EM; Porphyra perforata = PP, E.L.N.: Extracto
libre de nitrégeno.
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7.3. ESTABILIDAD EN EL AGUA DE LAS DIETAS (macroalgas experimentales)

Los valores de estabilidad en el agua de los alimentos fueron expresados como
porcentaje de materia seca, variando entre 58.85 % para MP hasta 79.24 % para EM.
Se presentaron diferencias significativas entre MP y EM, y de éstas con las otras
macroalgas (P<0.05) (Tabla 6).

Tabla 6.- Estabilidad en el agua de las macroalgas proporcionadas
como alimento para los juveniles de abuldon azul.

Valores de Estabilidad

Dieta (%)
Ulva sp. 69.96 + 1.6"
Eisenia arborea 7452 + 4.5
Macrocystis pyrifera 58.85 +2.7°
Egregia menziesii 79.24 + 2.6°
Porphyra perforata 74.43 +4.0°

Valores promedio de tres réplicas + desviacién estandar. Valores
con diferentes superindices indican diferencias significativas (P<0.05).

7.4. CRECIMIENTO DE JUVENILES DE ABULON AZUL

El patron de la curva de crecimiento tanto para longitud como para peso de los juveniles
de abuldon azul se caracterizé por presentar dos etapas. La primera etapa donde el
crecimiento en longitud y peso fue similar entre todos los tratamientos hasta los 78 dias
y la segunda etapa después de los 78 dias, donde se empieza a notar una separacion
en las curvas de crecimiento entre UL y EA con respecto a las de MP, EM, PP (Figuras
5y 6). Sin embargo, a pesar de que se ve esa separacion en la curva de crecimiento de
longitud de la concha de UL y EA con respecto a las de MP, EM, PP, estadisticamente
no se detectaron diferencias significativas durante el ensayo P>0.05 (Tabla 7).

Los valores de crecimiento en longitud de la concha y peso de los juveniles alimentados
con Ulva sp. fueron los mas bajos, alcanzando una longitud promedio 31.92 mm (Tabla
7) y un peso promedio de 2.57 g durante el ensayo. El crecimiento en peso fue
significativamente inferior al de juveniles alimentados con MP, EM y PP (Tabla 8).

Al final del periodo del ensayo el mayor crecimiento en longitud de la concha con un
promedio de 33.91 mm y peso de 3.64 g se observo en los juveniles alimentados con
EM, seguidos por MP con longitud de 33.85 mm y peso 3.59 g y PP con longitud 33.72
mm y peso 3.50 g (Tablas 7 y 8).
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Cabe mencionar que en observaciones realizadas durante el ensayo, la morfologia de
la concha fue diferente entre los juveniles alimentados con PP y EM, siendo la concha
mas aplanada y alargada, y el pie mas delgado en los juveniles alimentados con PP, y
para los organismos alimentados con EM la concha era mas ovalada, convexa y el pie

mas gordo.

34.0

33.0

Longitud de la concha
(mm)

31071 | | | |
0 36 78 108 136
Dias
| uL EA ——MP —A EM —@—PP|

Figura 5.- Crecimiento en longitud (mm) de la concha de juveniles de abulén azul alimentados con
5 macroalgas diferentes. N = 3 (media + e.e). Ulva sp. = UL; Eisenia arborea = EA; Macrocystis
pyrifera = MP; Egregia menziesii = EM y Porphyra perforata = PP.

4.3

Peso (grs)

23" ‘ ‘ ‘ ‘
0 36 78 108 136
Dias
‘ uL EA —— MP —&—EM ——PP

Figura 6.- Crecimiento en peso (g) de juveniles de abulon azul alimentados con 5 macroalgas
diferentes. N = 3 (media + e.e.). Ulva sp. = UL; Eisenia arborea = EA; Macrocystis pyrifera = MP;
Egregia menziesii = EM y Porphyra perforata = PP.
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Tabla 7.- Crecimiento en longitud (mm) de la concha de juveniles de abulén azul alimentados con 5
macroalgas diferentes. Ulva sp. = UL; Eisenia arborea = EA; Macrocystis pyrifera = MP; Egregia
menziesii = EM y Porphyra perforata = PP.

Dias
Dieta 0 36 78 108 136

31.39 £ 0.89 31.95+095 3193+1.06 31.44+1.77 31.29 +1.88

uL' 32.20 £ 0.71 3256+0.72 3245+0.76 31.43+0.76 31.53+0.80
32.00 £ 0.65 32.06+0.65 32.52+0.63 33.09+0.80 32.93+£0.90

Promedio? 31.86 £ 0.42 3219+0.33 32.30+0.32 31.99+0.96 31.92 +0.89
31.02+0.94 31.50+£091 3140+£0.90 31.62+0.87 32.44 £ 0.93

EA' 31.27 £ 0.90 3220+1.01 33.11+112 3345+1.14 33.21+£1.10
31.59 +0.74 31.88+0.74 32.19+0.83 31.76 £0.90 32.02+1.10

Promedio? 31.29 +£0.29 31.86+0.35 3223+0.96 32.28+1.02 32.56 +0.60
32.16 £ 0.79 32.83+0.82 33.31+0.83 33.97+0.90 34.47 £ 0.90

MP' 31.44 £ 0.94 31.90+£098 3254+1.03 32.88+1.17 33.27 £1.23
31.11+£0.76 31.58+0.73 31.78+0.79 33.44+0.96 33.81£0.91

Promedio? 31.57 £+ 0.54 3210+ 065 3254+0.77 33.43+0.55 33.85 +0.60
31.71+0.91 3217 +0.92 33.34+0.98 34.06+1.15 35.30+1.10

EM' 31.41+£0.74 31.72+0.75 32171074 32.73+x0.75 32.85+0.75
32.26 + 0.56 32.60+0.61 3263+0.64 33.12+£0.70 33.59 £ 0.74

Promedio? 31.79+0.43 32.16+0.44 32.71+£0.59 33.30+0.68 33.91+£1.26
32.35+0.78 32.81+0,76 33.09+0.75 32.93+0.70 33.62+0.78

PP’ 31.72+0.79 32.37 +0.73 33.36%+ 0.66 33.59 + 0.65 34.63 £+ 0.59
31.27 £ 0.83 31.51+0.83 32.11+0.78 3244 +0.77 32.92+0.79

Promedio? 31.78 £ 0.54 32.23+0.66 32.85+0.66 32.99+0.58 33.72 + 0.86

™" Media (e.e.), N < 34.
2-Valores promedio de las tres réplicas + desviacion estandar. Al final del ensayo no se detectaron

diferencias significativas (P> 0.05).
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Tabla 8.- Crecimiento en peso (g) de juveniles de abuldn azul alimentados con 5 macroalgas
diferentes. Ulva sp. = UL; Eisenia arborea = EA; Macrocystis pyrifera = MP; Egregia menziesii = EM

y Porphyra perforata = PP.

Dias
Dieta 0 36 78 108 136

2.46 £0.23 2.71£0.25 2.67 £0.29 2.68 £0.49 2.74 £ 0.49

uL’! 252+017 2.76 £0.19 2.60+0.19 2.30£0.15 2.35+0.17
246 £0.14 2.64 £0.16 2.58+£0.15 2.58+£0.18 2.63+0.21

Promedio® 2.48 £0.03 2.70 £ 0.06 2.62 £0.05 252 +0.20 2.57 £ 0.20°
2.38+0.21 2.56 +0.21 2.691+0.22 270+0.21 2.88£0.23

EA' 249 +0.27 2.58 £0.27 2.93+0.31 3.24£0.34 3.17£0.34
2.39+0.18 2.57+0.18 2.84 £0.25 2.90+£0.29 2.88 £0.35
Promedio? 2.42 £ 0.06 2.57 +£0.01 2.82+0.12 2.95+0.27 2.98 £ 0.17*
2.56£0.18 2.93+0.21 3.23+0.25 3.49+0.27 3.82+£0.30

MP' 2.51+0.27 2.78 £0.33 3.06 £0.43 3.32+0.51 3.61+0.62
249 +0.27 2.50+0.19 2.73+0.27 3.23+0.30 3.33+£0.30

Promedio® 2.52+0.04 2.74 £0.22 3.01+£0.25 3.35+£0.13 3.59 + 0.25°
243 +0.21 2.86 £ 0.25 3.29+0.30 3.59+0.38 4.23+0.43

EM’ 2.37+0.17 274 +0.21 2.95+0.22 3.16 £0.23 3.39£0.26
247 +£0.13 2.75+0.14 2.89+0.16 3.02+0.21 3.30£0.22

Promedio® 242 +£0.05 2.78 £0.07 3.04 £0.22 3.26 £ 0.30 3.64 +0.51°
2.52+0.19 2.83+0.19 3.11+0.21 3.27 £0.22 3.40£0.27

PP’ 250+0.17 2.79+0.17 3.15+0.17 3.40+0.19 3.72+0.18
2.33+0.16 259+0.18 2.89+0.19 3.16 £ 0.22 3.39+£0.24

Promedio® 245+0.10 274 £0.13 3.05+£0.14 3.28+£0.12 3.50 £ 0.19°

""Media (e.e.), N < 34.

2" Valores promedio de las tres réplicas + desviacion estandar. Valores promedio con diferentes superindices
indican diferencias significativas (P< 0.05).

La tasa diaria de crecimiento en longitud de la concha y peso fue heterogénea durante
el ensayo (Tablas 9 y 10). Los juveniles alimentados con UL tuvieron durante todos los
periodos la menor tasa de crecimiento tanto para longitud como para peso, teniendo
como promedio durante el ensayo 1.56 um/dia y siendo significativamente inferior al
resto de las dietas (Tabla 9). Asimismo, presentd durante el segundo y tercer periodo
una tasa diaria de crecimiento en peso de 0 mg/dia y como promedio durante todo el
ensayo tuvo la tasa de crecimiento en peso mas baja 0.39 mg/dia siendo
significativamente inferior a MP, EM y PP (P< 0.05) (Tabla 10). La tasa diaria de

crecimiento en longitud promedio de la concha de los juveniles varié de 6.51 um/dia en
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EA para el segundo periodo a 28.94 um/dia en EM para el cuarto periodo, y la tasa
diaria de crecimiento en peso promedio vari6 de 2.91 mg/dia en EA para el primer
periodo a 14.48 mg/dia en EM para el cuarto periodo. La tasa de crecimiento en
longitud mas alta durante el periodo la tuvo MP, 18.08 um/dia seguida de EM, 17.45
um/dia y PP, 15.11 um/dia (Tabla 9). La tasa diaria de crecimiento en peso mas alta
durante todo el periodo la presenté EM, 9.15 mg/dia, seguida de MP, 8.15 mg/dia 'y PP,
8.11 mg/dia. Se encontraron diferencias significativas entre EA y EM (P< 0.05). Cabe
mencionar que los valores de tasa diaria de crecimiento en peso mas homogéneos
durante el ensayo los presenté PP (Tabla 10).
Tabla 9.- Tasa diaria de crecimiento en longitud (um/dia) de los juveniles de abulén azul

alimentados con 5 macroalgas diferentes. Ulva sp. = UL; Eisenia arborea = EA; Macrocystis pyrifera
= MP; Egregia menziesii = EM y Porphyra perforata = PP.

Periodo
Dieta 0-36 36-78 78-108 108-136 0-136
3.80 +1.65 0.40+0.21 0.79£0.68 4.60£4.20 143 +0.84
uL’ 10.25 £ 6.11 1.02£0.34 0.71£0.71 0.00 £0.00 1.97 £1.08
1.56 £ 0.54 1.10£0.71 0.13+£0.13 0421042 1.28 £0.44
Promedio® 5.20 £ 4.51 0.84 £0.38 0.54 £ 0.36 1.67 £2.54 1.56 + 0.36°
4.85+229 3.06 + 0.96 7.30 £ 2.08 20.56 + 14.58 7.91+3.13
EA' 22.77 £ 14.85 8.08 £2.85 6.24 £ 2.21 5.36 £ 2.11 12.59 £ 5.06
448 £2.15 8.38 £ 2.05 15.24 £ 3.22 26.52 £ 5.09 15.50 £ 2.42
Promedio® 10.70 £ 10.45 6.51 £2.99 9.59 £4.92 17.48 + 10.91 12.00 + 3.83°%
1552 £5.77 11.96 = 3.20 19.09 £ 3.74 17.84 £ 2.91 16.51 £ 2.50
MP' 12.91 £ 4.31 18.08 + 3.60 7.52 +£2.37 13.90 £ 3.73 14.06 £ 2.37
12.87 £4.25 12.29 £ 2.70 42.76 £ 19.79 27.52 £ 5.06 23.67 £4.71
Promedio® 13.77 £ 1.52 1411+ 3.44 23.12 £ 17.96 19.75+£ 7.01 18.08 + 4.99°
10.43 +2.35 26.54 £ 9.28 23.71+4.64 4425 +13.71 27.24 + 4.61
EM’ 9.95 + 3.55 7.79+£1.98 15.38 £ 3.32 22.72 £ 3.99 12.51 £ 2.07
12.57 +5.49 7.26+2.15 2.86 +1.67 19.84 + 5.06 12.60  3.07
Promedio® 10.98 £ 1.39 13.86 £ 10.98 13.98 £ 10.49 28.94 + 13.34 17.45 + 8.48°
8.891£2.62 12.70 + 4.88 15.75 + 4.07 32.07 £7.36 14.45 + 3.33
PP’ 13.64 £4.73 15.67 + 3.02 14.36 £ 2.93 28.15+4.39 16.82 + 2.58
5.22+1.20 14.47 + 3.07 16.84 + 3.28 22.99 £ 3.64 14.05+2.24
Promedio® 9.25+4.22 14.28 + 1.49 15.65+1.24 27.74 £ 4.55 15.11 + 1.55°

" Media (e.e.), N < 34.
2-Valores promedio de las tres réplicas + desviacion estandar. Valores promedio con diferentes superindices
indican diferencias significativas (P< 0.05).




Tabla 10.- Tasa diaria de crecimiento en peso (mg/dia) de los juveniles de abulén azul alimentados
con 5 macroalgas diferentes. Ulva sp. = UL; Eisenia arborea = EA; Macrocystis pyrifera = MP;

Egregia menziesii = EM y Porphyra perforata = PP.

Periodo
Dieta 0-36 36-78 78-108 108-136 0-136

403+0.86 -142+0.92  -1.54+0.92 3.15+5.33 1.39 + 1.03

uL' 6.94+238 -366+0.79 -2.34+0.63 0.12+1.16  -0.03+0.29
508+098 -357+075 -470+0.74 145+1.05  -0.20 + 0.31

Promedio® 5.35+1.47  0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 157+152  0.39+0.87°
352+043 4.38+0.68 0.48 + 0.80 4.80 +0.86 3.45+0.36

EA’ 1.37+0.88 5.09+0.79 8.78 + 1.00 1.14 £ 0.68 422 +0.49
3.84+084 545+1.38 8.43 + 1.51 3.83+1.98 5.87 + 1.08

Promedio® 2.91+1.34  4.97+0.54 5.90 + 4.69 326+1.90  4.51+1.24
957+1.15  6.37+1.42 6.04 + 1.14 11.88+1.81  8.93+0.89

MP’ 6.15+1.00  6.08 +2.63 466 +1.25 10.24 +4.40  7.51+1.99
025+537 6.08+1.57  11.14+2.20 8.58 + 1.31 8.00 + 1.03

Promedio® 5.32+4.71  6.18+0.17 7.28 + 3.41 10.23+1.65 815+0.72%
11.18+1.38  7.97 +1.89 8.61+1.73 23.06+3.04 12.92+1.65

EM' 10.50 + 1.16  4.18 +0.92 3.83+1.23 1272+162  7.97+0.65
795+105 4.25+0.97 1.01£2.19 7.67+1.25 6.57 + 0.60

Promedio® 9.88+1.70 547 +217 4.48 + 3.84 1448 +7.85  9.15+ 3.34°
785+072 6.95+1.06  10.54 +2.00 7.67 +3.26 7.92+1.27

PP 725+1.00 7.10+0.85 9.05 + 1.20 9.15+ 1.39 8.12+0.70
6.95+0.85  7.20+1.02 9.93+1.53 10.32+1.21  829+0.77

Promedio’  735+046  7.08+0.13 9.84 +0.75 9.05+1.33  8.11+0.19%

"“Media (e.e.), N < 34.

2-Valores promedio de las tres réplicas + desviacion estandar. Valores promedio con diferentes superindices

indican diferencias significativas (P< 0.05).

El promedio de la tasa especifica de crecimiento en longitud (TEC) en general fue
similar en cuatro de las dietas, excepto para UL que presenté una tasa especifica de
crecimiento, en promedio durante el periodo del ensayo experimental, de 0 %/dia y no
mostro diferencias significativas con EA, pero si mostré diferencia con MP, EM y PP (P<
0.05). MP y EM mostraron el mismo valor promedio de la tasa especifica de crecimiento
en longitud siendo de 0.06 %/dia durante el ensayo (Figura 7). La tasa especifica de

crecimiento en peso promedio durante el ensayo experimental para UL fue de 0.02




%ldia presentando diferencia inferior con el resto de las dietas (P< 0.05). El promedio
mas alto durante todo el ensayo experimental se obtuvo en EM, 0.31 %/dia seguido de
PP, 0.30 %/dia y MP, 0.28 %/dia (Figura 7). MP, EM y PP no mostraron diferencias

significativas, y EA mostré diferencias con respecto a EM.

TEC (%/dia)

UL EA MP EM PP
Dietas

B Longitud M peso

Figura 7.- Tasa especifica de crecimiento en longitud y peso de juveniles de abulon azul
alimentados con 5 macroalgas diferentes. N = 3 (media + e.e.) Valores con diferentes superindices
indican diferencias significativas (P< 0.05). Ulva sp. = UL; Eisenia arborea = EA; Macrocystis
pyrifera = MP; Egregia menziesii = EM y Porphyra perforata = PP.

CONSUMO Y FACTOR DE CONVERSION ALIMENTICIA

En la evaluacion de consumo aparente, los valores mas bajos se obtuvieron en los
organismos alimentados con UL 0.0477 g/org/dia y PP 0.0416 g/org/dia y no
presentaron diferencia significativa entre ellos, pero si fueron significativamente
inferiores comparados con los organismos alimentados con EA, MP y EM. El valor mas
alto de consumo lo presenté EA 0.1276 g/org/dia y tuvo diferencia mayor con todas las
dietas (P< 0.05). No se detectaron diferencias significativas entre MP y EM (Tabla 11).
Los valores mas altos del factor de conversién alimenticia se obtuvieron en los

organismos alimentados con UL 32.09 y EA 31.84, no presentando diferencia
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significativa entre ellas, pero si presentando diferencia significativamente mayor con
respecto a MP, EM y PP (P < 0.05). El valor mas bajo de FCA se obtuvo en los
organismos alimentados con PP 5.44, no presentando diferencia significativa con MP y
EM, (Tabla 11).

Tabla 11.- Evaluacion de consumo aparente (g/org/dia) y factor de conversién alimenticia; FCA =
(org/dia), de los juveniles de abulén azul alimentados con 5 macroalgas diferentes. Ulva sp. = UL;
Eisenia arborea = EA; Macrocystis pyrifera = MP; Egregia menziesii = EM y Porphyra perforata =

PP.
Dieta Consumo FCA
glorg/dia (orgl/dia)
UL 0.0477 + 0.0042° 32.09+ 10.63°
EA 0.1276 + 0.0014° 31.84 £5.24°
MP 0.1009 + 0.0113° 13.11 £2.19°
EM 0.1036 + 0.0074° 12.77 £ 4.27°
PP 0.0416 = 0.0053% 5.44 + 0.89°
Valores promedio de las tres mediciones hechas durante tres meses y
tres réplicas + desviacion estandar. Valores con diferentes superindices
indican diferencias significativas entre las
dietas (P< 0.05).
SOBREVIVENCIA

El porcentaje de sobrevivencia de juveniles alimentados con las 5 dietas vario entre el
44% y 69%, encontrandose la menor sobrevivencia en los juveniles alimentados con UL
y la mayor sobrevivencia con MP, seguido de PP con el 68% y EA con el 65% (Figura
8). En el analisis estadistico no se presentaron diferencias significativas (P > 0.05). En
una de las réplicas de EM se tuvo un problema técnico, en el cual uno de los acuarios
se quedo sin aireacidn por 24 horas, lo que originé una mortalidad masiva y por lo cual

se decidio concluir con el ensayo experimental a los 136 dias.
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Figura 8.- Sobrevivencia (%) de juveniles de abuldn azul alimentados con 5 macroalgas diferentes.
N = 3 (media £ d.e). Ulva sp. = UL; Eisenia arborea = EA; Macrocystis pyrifera = MP; Egregia
menziesii = EM y Porphyra perforata = PP.

7.5. ANALISIS QUiM[COS DE LA GLANDULA DIGESTIVA Y MUSCULO DE
JUVENILES DE ABULON AZUL

a) Glandula digestiva

Los valores promedio finales de proteinas (mg/g) con todas las dietas se encontraron
por debajo del valor inicial (Tabla 12). En promedio los valores de proteina variaron de
113.42 mg/g a 179.77 mg/g, siendo el valor mas bajo para juveniles alimentados con UL
y presentando diferencias significativas con el resto de las dietas; el valor mas alto lo
presentaron los juveniles alimentados con EM, 179.77 mg/g. En el analisis de
carbohidratos se encontraron valores superiores al inicial: los valores mas grandes
fueron de 447.84 mg/g para los juveniles alimentados con UL y de 311.98 mg/g para los
juveniles alimentados con PP, ambos presentando diferencias significativas con el resto
de las dietas. Los valores mas bajos de carbohidratos se obtuvieron en los organismos
alimentados con EA, 99.51 mg/g y EM, 98.30 mg/g (Tabla 12).

Los valores de lipidos en la glandula digestiva de los juveniles alimentados UL, EA y
MP fueron mas bajos en relacion al valor inicial (Tabla 12). Los juveniles alimentados

con UL presentaron el valor mas bajo de lipidos totales (17.15 mg/g); se detectaron

36



diferencias significativas con los juveniles alimentados con PP, que presentd el valor
mas alto (23.30 mg/g). En este ultimo se detectaron diferencias significativas mayores

también con los juveniles alimentados con UL, EA y MP.

Tabla.- 12.- Proteinas, carbohidratos y lipidos en la glandula digestiva (mg/g) de los juveniles de
abuldén azul alimentados con 5 macroalgas diferentes. Ulva sp.= UL, Eisenia arborea =UL,
Macrocystis pyrifera = MP, Egregia menziesii = EM y Porphyra perforata = PP.

Dias Dieta Proteinas Carbohidratos Lipidos
(mg/q) (mg/q) (mg/q)
0 Inicial 184.31 + 34.17 132.49 + 15.91 19.99 + 2.11
uL 113.42 + 9.58° 447.84 + 35.34° 17.15 + 0.93°
EA 166.93 + 9.13° 99.51 + 10.11° 18.09 + 1.082
136 MP 169.20 + 14.20° 119.77 + 19.63° 18.21 + 0.89%
EM 179.77 £ 9.90° 98.30 + 7.58° 21.41 + 1.20%
PP 159.42 + 9.37° 311.98 + 43.65° 2330+ 1.62°

Valores promedio de tres réplicas * desviacion estandar. Valores con diferentes
superindices indican diferencias significativas entre las dietas, (P< 0.05).

b) Musculo.
Los valores del analisis de proteinas fueron superiores al valor inicial, encontrandose

los valores mas altos en juveniles alimentados con EM, 122.59 mg/g y UL, 90.25 mg/g.
Los juveniles alimentados con EM mostraron diferencias significativas mayores a los
juveniles alimentados con EA, MP y PP. En cuanto a los carbohidratos, el valor mas
bajo se obtuvo en los juveniles alimentados con EA, 9.54 mg/g y el valor mas alto con
los juveniles alimentados con PP; no se detectaron diferencias significativas entre las
dietas. Los valores presentados de los juveniles alimentados con UL y MP fueron
similares al valor inicial 16.61 mg/g (Tabla 13). Los valores de lipidos fueron
homogéneos en todas la dietas, excepto en los juveniles alimentados con UL que fue la
que tuvo el valor mas bajo de concentracion de los mismos (2.80 mg/g); sin embargo no

se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos.




Tabla 13.- Proteinas, carbohidratos y lipidos en musculo (mg/g) de los juveniles de abulon azul
alimentados con 5 macroalgas diferentes. Ulva sp.= UL, Eisenia arborea = EA, Macrocystis pyrifera
= MP, Egregia menziesii = EM y Porphyra perforata =PP.

Dias Dieta Proteinas Carbohidratos Lipidos
(mg/g) (mglg) (mg/g)
0 Inicial 63.97 £ 35.55 16.61 +7.89 3.27 £1.25
UL 90.25 + 46.28%° 16.50 + 3.63 2.80+0.94
EA 83.22 + 43.44° 9.54 £ 2.52 3.82+£0.72
136 MP 78.41 £21.12° 16.75 + 15.21 3.77+1.10
EM 122.59 + 42.41° 20.47 + 15.85 3.87 £0.50
PP 66.88 + 29.21° 23.16 £+ 10.84 3.91+1.57

Valores promedio de tres réplicas * desviacion estandar. Valores con diferentes
superindices indican diferencias significativas entre las dietas, (P< 0.05).

7.6.’DESCRIPCI()N HISTOLOGICA E HISTOQUiMIQA DE CARBOHIDRATOS EN LA
GLANDULA DIGESTIVA DE JUVENILES DE ABULON AZUL

En los cortes transversales realizados en la glandula digestiva de los juveniles de abulén
azul alimentados con las diferentes dietas, se observo que se presenta un arreglo tipico de
los moluscos gasteropodos (Figura 9). La glandula digestiva se encuentra formada por
una composicion de tubulos ciegos arreglados en forma glandular acinosa en donde se
observan los adendmeros que forman la parte ciega del tubulo (Figura 9). Las células
epiteliales de los adenémeros se encontraron agrupadas en una forma redondeada con
un haz de luz cuyo diametro dependio de la fase de digestidén en la que se encontraba el
organismo al momento de la diseccion.

En el presente trabajo se observé una fase digestiva de absorcion que a continuacion se
describe:

Fase de absorcion.- Las células epiteliales de los adendmeros en esta fase se observaron
de forma vacuolar, irregulares con nucleos ovalados basodfilos centrales, las células
descansaban sobre una membrana basal delgada acidéfila y por lo regular no se
observaba bien el haz de luz de los tubulos; esta fase digestiva se observé en todos los
organismos alimentados con las 5 dietas proporcionadas a los juveniles de abuldn azul
(Figuras 10, 11, 12, 13 y 14). Por medio de la tincion de azul alcian PAS se evidencio la

presencia de mucopolisacaridos acidos en la glandula digestiva de los juveniles de abulén

38



azul alimentados con las diferentes dietas; la gran mayoria de las células contenian

granulaciones citoplasmaticas (Figuras 10, 11, 12, 13y 14).

Figura 9.- Microfotografia de la glandula digestiva de un organismo juvenil de abulon azul
alimentado con Porphyra perforata. Fase: absorcion. Descripcion general de la glandula digestiva.
A) Ciegos que forman la glandula digestiva (gla), Nefridio (ne), tincion hematoxilina-eosina, 20 x. B)
glandula digestiva (gla), epitelio cilindrico en forma de vacuola (ecv), membrana basal (mb), nucleo
(nu), tincion hematoxilina-eosina, 40 x.

Figura 10.- Microfotografia de la glandula digestiva de un organismo juvenil de abulon azul
alimentado con Ulva sp. Fase: absorcion. A) Ciegos que forman la glandula digestiva (gla)
células epiteliales de forma vacuolar (ecv), nucleos basdfilos (nu), tincion hematoxilina-eosina, 40
x. B) Mucopolisacaridos acidos (mpa), tincién azul alcian 40 x.

Figura 11.- Microfotografia de la glandula digestiva de un organismo juvenil de abulon azul
alimentado con Eisenia arborea. Fase: absorcion A) Ciegos que forman la glandula digestiva (gla),
tincion hematoxilina-eosina, 40 x. B) Mucopolisacaridos acidos (mpa), tincién azul alcian 40 x.
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Figura 12.- Microfotografia de la glandula digestiva de un organismo juvenil de abulon azul
alimentado con Macrocystis pyrifera. Fase: absorcion. A) Ciegos que forman la glandula digestiva
(gla), tincion hematoxilina-eosina 40 x. B) Mucopolisacaridos acidos (mpa), tincion azul alcian 40 x.

Figura 13.- Microfotografia de la glandula digestiva de un organismo juvenil de abulén azul alimentado
con Egregia menziesii: Fase: absorciéon. A) Glandula digestiva (gla), epitelio cilindrico en forma de
vacuola (ecv), membrana basal (mb), tincion hematoxilina-eosina 40 x. B) Mucopolisacaridos acidos

(mpa), tincién azul alcian 40 x.

Figura 14.- Microfotografia de la glandula digestiva de un organismo juvenil de abulon azul
alimentado con Porphyra perforata. Fase: absorcion A) Ciegos que forman la glandula digestiva (gla),
granulos citoplasmaticos (gcp), tincion hematoxilina-eosina 10 x. B) Mucopolisacaridos acidos (mpa),

tincién azul alcian 10 x.
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8. DISCUSION

No entiendes realmente algo a menos que seas capaz de explicdrselo a tu abuela
Albert Eisntein

Los patrones de crecimiento observados en los juveniles de abulén azul Haliotis fulgens
en el presente ensayo se atribuyen al efecto de las dietas, principalmente, debido a que
al inicio del ensayo los juveniles no presentaron diferencias significativas en longitud de
la concha y peso entre las distintas réplicas. Asimismo, las variables fisicoquimicas que
podrian afectar su crecimiento durante el ensayo, como temperatura, salinidad y
oxigeno del agua, no variaron significativamente entre las réplicas.

Los constituyentes quimicos de las macroalgas varian de una especie a otra, por la
profundidad, las estaciones del afio, la exposicidbn al oleaje, las corrientes, la
concentracion de nutrientes, la temperatura y distribucion geografica (Levring et al.,
1969; Haug y Jensen, 1954). La composicidon en proteinas, carbohidratos y lipidos de
las macroalgas usadas para alimentar a los juveniles fue diferente entre las especies;
sin embargo, sus perfiles quimicos coinciden con los reportados para otras macroalgas
consumidas por herbivoros marinos, esto es, 15 % de proteina, 3-5% de lipidos y 20-
30% de carbohidratos (Santelices, 1986), excepto en Ulva sp., que presentd un valor
bajo de proteinas (5%) y en referencia al contenido de lipidos Porphyra perforata
presentd un contenido bajo de éstos (1.45 %).

Los carbohidratos representan el mayor porcentaje en la composicion de las
macroalgas, estos forman parte del material de almacenamiento siendo el almidén en
las clorofitas, laminaria y manitol en las fedfitas y floridoficina y almidén florideo en las
roddfitas. Son importantes como constituyentes de la pared celular, por ejemplo, la
celulosa de las clorofitas, la alginina y fucoidina de las fedfitas, y la carragenina de las
roddéfitas. Las proteinas de las macroalgas contienen al menos 22 aminoacidos. El
contenido de lipidos en las macroalgas es generalmente bajo. En algas rojas varia de
0.4 a 3.2 %, en algas café puede alcanzar hasta un 6.3% del peso del alga. Se han
identificado alrededor de 15 acidos grasos poliinsaturados y 5 esteroles en diferentes
macroalgas (Santelices, 1986). Los carbohidratos, proteinas y lipidos, asi como el resto
de los constituyentes de los alimentos son los principales suministros de energia para
los organismos (Guyton, 1983). Estas diferencias quimicas en las macroalgas pueden

influir en las preferencias y el aprovechamiento de los juveniles para su crecimiento, sin
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embargo, Mai y colaboradores (1996) no encontraron relacion entre la composicion de
macronutrientes o aminoacidos con el crecimiento, por lo que sugieren que las
diferencias entre dietas sobre el desempefio de abulones se puede deber a
micronutrientes (e.g. acidos grasos esenciales) presentes en el alimento natural. En el
presente trabajo se encontraron diferencias en cuanto a la composicion proximal de las
diferentes dietas utilizadas lo cual tuvo una relacion con el consumo, crecimiento y
sobrevivencia. El valor nutricional del alimento depende no solamente de su
composiciéon quimica, sino de otros factores como biodisponibilidad, palatabilidad,
digestibilidad y absorcién (Mercer et al., 1993). Uki y Watanabe (1992) establecieron
con dietas artificiales que los requerimientos nutricionales para el abulén Haliotis spp.

son: 28% de proteina, 5% de lipidos y 8% de minerales.

En cuanto a crecimiento, se encontraron tallas y pesos similares entre los juveniles
alimentados con las distintas dietas durante los primeros 78 dias, lo cual puede ser
relacionado con una baja eficiencia digestiva de los juveniles al inicio del ensayo y con
un periodo de adaptacion fisiolégica a las dietas por parte de los organismos tal como lo
reportado en el experimento realizado por Mercer y colaboradores (1993) con las
especies H. discus hannai y H. tuberculata. Al final del ensayo, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el incremento total de la longitud de la
concha entre las dietas; sin embargo, se observé un mayor crecimiento en longitud en
los juveniles alimentados con Egregia menziesii, seguidos de Macrocystis pyrifera y
Porphyra perforata, coincidiendo en ser estas macroalgas las que presentaron la mayor
cantidad de proteinas. El peso de los organismos alimentados con Ulva sp. y E. arborea
fue menor en relacién a las otras dietas. Esto puede deberse a que Ulva sp. presentd
una baja concentracién de proteinas (4.77%) en base seca. En cuanto a E. arborea,
quizas pudieron afectar otros factores que se discutiran posteriormente ya que esta
macroalga presento un buen porcentaje de proteina (12.02%) en base seca.

En el presente ensayo, los juveniles presentaron tasas de crecimiento promedio en
longitud y peso inferiores a las 20 ym/dia y 10 mg/dia respectivamente, siendo estas
muy heterogéneas entre las réplicas de una misma dieta, y entre dietas, teniéndose que

el promedio durante todo el periodo del ensayo varié de 1.56 ym/dia y 0.39 mg/dia para
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los juveniles alimentados con Ulva sp. a 18.08 ym/dia y 8.15 mg/dia para los juveniles
alimentados con Macrocystis pyrifera. En estudios realizados con diferentes especies
de abulén usando dietas naturales, las tasas de crecimiento han variado de 80 a 174
pm/dia para Haliotis discuss hannai (Sakai,1962; Uki, 1981; Uki et al., 1986), de 15 a 53
pm/dia para Haliotis midae (Simpson y Cook, 1998), de 2 a 70 um/dia en H. asinia. En
estudios realizados con dietas artificiales se ha obtenido un crecimiento de 10 a 107
pm/dia para Haliotis iris (Preece et al., 1999) y de 134.81 pym/dia y 3.205 pg/dia para
Haliotis tuberculata (Lopez et al., 1998). En ensayos experimentales con H. fulgens se
han reportado tasas de crecimiento entre 120 y 140 pm/dia alimentados con
Macrocystis pyrifera fresca (Leighton y Peterson, 1998), de 46 uym/dia y 5.49 mg/dia y
de 19 ym/dia y 1.52 mg/dia alimentados con M. pyrifera y Eisenia arborea rehidratada
respectivamente (Serviere et al., 2001); de 39 uym/dia y 16.0 mg/dia con M. pyrifera
rehidratada (Ponce et al. 2004) y de 12 a 16 um/dia alimentados con M. pyrifera fresca
(Viana et al., 1993; Viana et al., 1996). Asi mismo, se han observado crecimientos de
43 ym/dia a 21.49 pym/dia en organismos alimentados con Egregia spp. para H. fulgens
y H. corrugata con E. menziesii respectivamente (Nelson et al., 2002; Robles, 2003) y
para Haliotis cracherodii con Egregia laevigata (Leighton y Boolootian, 1963). La
diferencia en las tasas de crecimiento entre los juveniles alimentados con las mismas
dietas en diferentes estudios puede estar relacionado con diferencias en la composicién
quimica de la macroalga usada en cada ensayo experimental, el tamafio de los
organismos Y el disefio experimental (Ponce et al., 2004). Sin embargo, a pesar de que
las tasas de crecimiento obtenidas en este ensayo fueron bajas en comparacion con
otros estudios realizados, en general, la informacion obtenida muestra el valor nutritivo
de algunas como E. menziesii con la cual se obtuvieron buenos resultados tal como los
encontrados por Leighton y Peterson (1998) y Nelson y colaboradores (2002) y P.
perforata para ser utilizadas como alimento alternativo a M. pyrifera para juveniles de
abuldn azul.

Para que el alimento consumido por los organismos sea aprovechado requiere de una
buena digestion y absorcion, en las que una minima parte sea desechada y la mayor
proporcion provea la energia para su crecimiento y sobrevivencia. Al respecto, el abuldn

posee un sistema de digestion eficiente para degradar carbohidratos del tipo de
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diversas fibras y polimeros como celulosa, agar, alginato, carragenano y almidén, con la
ayuda de enzimas y bacterias digestivas endogenas (Oshima, 1931; Nakada & Sweeny,
1967; Leighton, 1998; Mody & Chauhan, 1993, Viana, 2002).

En el presente ensayo el consumo y aprovechamiento de macroalgas por los juveniles
fue diferente, afectando su crecimiento. Los juveniles alimentados con Ulva sp. tuvieron,
durante todos los periodos, el menor crecimiento, tasa de crecimiento en longitud y
peso respecto de las otras dietas, de igual forma se obtuvo el menor consumo pero el
mayor factor de conversién alimenticia, significando esto ultimo que el poco alimento y
poco nutritivo que los juveniles consumian no estaba siendo eficientemente
aprovechado para el crecimiento, debido principalmente a la baja cantidad de proteina
que contenia esta macroalga. El mayor crecimiento de los juveniles alimentados con
Ulva sp. fué en el periodo de los 0-36 dias, durante el periodo de aclimatacion,
disminuyendo posteriormente. Leighton y Boolotian (1963) mencionan que en general
hay una relacion entre la capacidad de una especie de alga para promover ganancia de
peso acelerado y el factor de conversion alimenticia del abuldn. Para el caso de los
organismos alimentados con E. arborea, estos presentaron valores altos de consumo y
factor de conversidén alimenticia, reflejandose esto en un lento crecimiento en
comparaciéon con M. pyrifera, E. menziesii y P. perforata.

Se ha reportado que Eisenia biciclys puede contener metabolitos secundarios como los
bromofenoles, que tienen actividad antiherbivora y antibacterial (Freile, 2001), es decir
que bromofenoles producidos por la macroalga hacen que esta no sea consumida por
los organismos. Debido a que E. arborea presentd una buena cantidad de proteina
(12.02%), pero produjo un crecimiento deficiente en los organismos alimentados con
esta macroalga, se podria sugerir que quizas E. arborea contenia algun tipo de
metabolitos, y que por lo tanto, afectaron la fisiologia digestiva de los organismos
alimentados con esta macroalga, repercutiendo en el crecimiento.

M. pyrifera y E. menziesii presentaron también altos valores de consumo y factor de
conversion alimenticia menor que Ulva spp y E. arborea, coincidiendo con los mejores
resultados de crecimiento, tanto para longitud como para peso, es decir el alimento
consumido fue eficientemente utilizado para el crecimiento. No obstante los valores de

FCA no son tan altos en comparacién con los encontrados por Serviere y colaboradores

44



(2001) para H. fulgens alimentado con Phyllospadix torreyi (30%) y M. pyrifera (63%).
Mercer y colaboradores (1993) encontraron un decremento en la tasa de consumo
proporcional al incremento en el crecimiento. En nuestro ensayo se encontré un
decremento en las tasas alimentacién de E. menziesii y P. perforata, pero no en M.
pyrifera. ElI consumo y el factor de conversion alimenticia de los organismos
alimentados con P. perforata fue bajo, y con esta macroalga se obtuvieron buenos
resultados de crecimiento, lo cual significa que el alimento fue digerido y asimilado por
los organismos, y que con una cantidad minima de alimento el abulon puede tener un
buen crecimiento. Probablemente se deba a que su composicion quimica podria cubrir
los requerimientos nutricionales de los juveniles de abulon azul mas adecuadamente

que otras macroalgas.

El incremento en peso esta relacionado con la calidad y cantidad del alga consumida
por los organismos (Leighton y Boolootian, 1963). Shepherd y Steinberg (1992)
mencionan tres factores que pueden afectar la aceptabilidad del alimento algal en la
naturaleza por los organismos, los cuales son: la presencia de metabolitos quimicos, la
morfologia algal y el valor nutricional. Entre las especies de macroalgas utilizadas como
dietas, M. pyrifera, E. menziesii, P. perforata y Ulva sp. tienen un talo suave y Eisenia
arborea presenta un talo rigido, lo cual puede hacerla menos palatable a los
organismos. Sin embargo, el consumo fue mayor en E. arborea indicando que para este
estudio la dureza del talo aparentemente no influyé negativamente en su consumo, por
lo que los resultados de crecimiento pueden estar mas relacionados con el valor
nutricional de la macroalga, o con la produccion de metabolitos secundarios como se
menciond anteriormente, y por lo tanto, verse afectado el proceso digestivo en los
juveniles de abulén azul y por ende el crecimiento.

Ulva presentd un valor nutritivo bajo, dado que los organismos alimentados con esta
especie tuvieron un bajo consumo y alto factor de conversidn alimenticia, teniéndose
que a pesar de que comian la macroalga no se nutrian, lo que hizo que los juveniles
disminuyeran de peso y no crecieran. Esta condicion se vio reflejada en los cortes
histolégicos para la determinacién de los carbohidratos en la glandula digestiva, en

donde se observo que el tejido estaba en proceso de necrosis.
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Se han descrito algunas preferencias de alimentacién de los abulones por algas
feofitas, debido a que son generalmente las mas abundantes en su habitat (Dawson et
al., 1960; Leighton y Boolotian, 1963; Hirose, 1974; Uki et al., 1986; Mai et al., 1995,
Serviere et al., 1998). Asi mismo, en diferentes estudios realizados los organismos
alimentados con fedfitas han dado mejores resultados de crecimiento que los
organismos alimentados con algas rojas (Leighton y Boolootian, 1963; Hirose, 1974; Uki
et al., 1986; Mai et al., 1995). Leighton (1966) encontr6 que los organismos
pastoreadores de aguas poco profundas revelaban preferencias muy fuertes por
Egregia sp. En lo que respecta a Macrocystis pyrifera, ha mostrado tener un mejor valor
alimenticio que otras especies disponibles en las costas de Baja California Sur como
Eisenia arborea, Gelidium robustum, Phyllospadix torreyi y Laminaria farlowii para H.
fulgens (Leighton, 1966; Serviere et al., 2001; Ponce et al., 2004), por lo cual esta
especie fue utilizada como dieta control, ademas por considerarse el principal alimento
de las especies de abuléon que se distribuyen en la Peninsula de Baja California
(Leighton y Boolotian, 1963; Leighton, 1966). En la costas de las Islas del Sur de Nueva
Zelanda se han determinado también buenos resultados de crecimiento con especies
de abulén como H. iris y H. australis alimentados con algas rojas abundantes en la flora
local (Poore, 1972). Ello coincide con los resultados de crecimiento que obtuvimos en el
presente trabajo con los juveniles alimentados con Porphyra perforata.

Se ha mencionado que los abulones tienen una preferencia de alimentacion media por
Ulva (Sakai, 1962; Kikuchi et al., 1967; Paul et al., 1976; Kolike et al., 1979; Uki et al.,
1986; Mercer et al., 1993). Sin embargo, para otras especies como para H. tuberculata
y H. discus hannai la especie de Ulva lactuca y Ulva sp., respectivamente, han dado
buenos resultados de crecimiento, pero cabe mencionar que estas especies
presentaban altos valores de proteina (13.10%) (Uki y Watanabe, 1992, Mercer et al.,
1993). Sin embargo, para el presente estudio los resultados obtenidos de crecimiento
de los juveniles alimentados con Ulva sp. se pueden atribuir a la baja cantidad de
proteina que esta alga presentd en el analisis bromatoldgico, asi como al bajo consumo
y por lo tanto al bajo consumo de proteina.

Se observé que en los organismos alimentados con E. menziesii, el pie se veia mas

gordo que la concha y en los organismos alimentados con Porphyra perforata el pie era
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mas delgado y con concha mas alargada. Uki y colaboradores (1981) mencionan que
algunas especies de algas hacen que la concha crezca mas rapido que el cuerpo del
organismo, mientras que otras macroalgas hacen lo contrario, tal y como se observo en
nuestros organismos. Esto es relevante ya que en sistemas de cultivo para engorda de
organismos uno de los aspectos mas importantes es el peso del pie, por lo anterior y
con base a los resultados de crecimiento obtenidos, se considera que E. menziesii es
un buen alimento para los juveniles de abulon azul. Sin embargo, los resultados que
menos variacion tuvieron entre ellos en todos los parametros de crecimiento evaluados
(tasas de crecimiento, FCA, consumo) de los juveniles de abuldén azul se presentaron
en los juveniles alimentados con Porphyra perforata, por lo cual esta macroalga también
puede ser considerada como un alimento alternativo a M. pyrifera para juveniles de
abulén azul, ya que también aunado a esto, dio buenos resultados de crecimiento y
para cualquier sistema de produccién es importante contar con alimento que cubra los

requerimientos nutricios (Viana, 2002).

En cuanto a la sobrevivencia de los juveniles de H. fulgens vario entre el 44% y 69% en
un periodo de 136 dias. La menor sobrevivencia se obtuvo en los organismos
alimentados con Ulva sp., pero como se menciond anteriormente, y en base a todos los
parametros evaluados, se debié a la mala calidad nutricional de esta macroalga.
Durante el ensayo se tuvo un error técnico en el cual se quedd un acuario sin aeracion
por 24 horas de los organismos alimentados con E. menziesii, lo que origind una
mortalidad masiva, y por lo cual se decidié concluir con el ensayo experimental a los
136 dias. Sin embargo, de haber continuado el experimento se podria haber esperado
que con esta macroalga se hubiera obtenido una sobrevivencia mayor al 76%, como el
obtenido con M. pyrifera. En un estudio realizado por Serviere y colaboradores (2001)
durante 106 dias con H. fulgens alimentado con diferentes dietas, se obtuvo una

sobrevivencia superior a 90% con todas las dietas utilizadas.

La composicién quimica del tejido de los juveniles de abuldén azul es afectado por las
dietas proporcionadas (Nelson et al., 2002). Los valores de proteina en la glandula

digestiva de los juveniles de abuldn azul en este ensayo se encontraron por debajo del
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valor inicial de (184.31 mg/g) en todas las dietas (Tabla 13), en contraste con lo
encontrado por Ponce y colaboradores (2004) donde los niveles mas altos de proteina
en la glandula digestiva de juveniles de H. fulgens alimentados con M. pyrifera fueron
de 107.2 mg/g, mayores que su valor inicial de 88.7 mg/g. Estas diferencias pueden
estar relacionadas con los patrones de temperatura de cada uno, ya que en este
ensayo se mantuvo la temperatura constante 20 +1.1 °C y en el de Ponce y
colaboradores (2004) se simularon durante el ensayo los patrones de temperatura
registrados durante un afio normal (18 °C a 21 °C) y un afo “Nifio” (20 °C a 28 °C).

Por ser herbivoros, los abulones en principio, deberian poder degradar carbohidratos
estructurales, ya que se han identificado en extractos de contenido estomacal, la
presencia de enzimas digestivas con caracteristicas para hidrolizar alginatos, celulosa y
agar (Oshima, 1931; Nakada y Sweeny, 1967; Mody y Chauhan, 1993). En este
sentido, se encontré la concentracion mas alta de carbohidratos en la glandula digestiva
para Ulva sp. seguida por P. perforata, y ambas macroalgas presentando diferencias
significativas con el resto de las dietas, que tuvieron un valor mas bajo que el inicial
(Tabla 13). Mercer y colaboradores (1993) mencionan que se considera que los niveles
de polisacaridos en la glandula digestiva pueden presentarse a partir de dos fuentes,
una como algas ingeridas que reflejan la etapa de la digestion y la segunda por la
deposicion debido a condiciones patoldgicas. Para el caso de Ulva sp., y debido a los
resultados de crecimiento obtenidos, se puede asumir que los altos niveles presentados
se deben a condiciones patolégicas debido a la desnutricién y adelgazamiento que
presentaban los organismos alimentados con esta macroalga; mientras que para el
caso de P. perforata, y con base a los resultados de crecimiento, se asume que la alta
concentracion de carbohidratos en la glandula digestiva es debido a la etapa de
digestion en la cual se encontraba el organismo al momento del muestreo para la
determinacion de los mismos.

En cuanto a los lipidos, se observaron altas concentraciones de éstos en la glandula
digestiva con las dietas proporcionadas, a diferencia del musculo en donde las
concentraciones de estos fueron bajas y no hubo grandes variaciones entre las
diferentes dietas. En las dietas que dieron los mejores resultados de crecimiento se

encontraron los niveles mas altos de almacenamiento de lipidos en la glandula
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digestiva, sirviendo de tal forma como reservorio de ellos tal como lo menciona Mercer y
colaboradores (1993) para Haliotis discus hannai y Nelson y colaboradores (2002) y
Ponce y colaboradores (2004) para Haliotis fulgens. Estos autores concluyeron que el
tejido del abulén en algunos casos refleja la composicion de la dieta y que hay una
acumulacion y metabolismo de lipidos y que aunque la glandula digestiva sirve para
almacenar, estos lipidos no son utilizados como fuente de energia principal sino como
moléculas esenciales para el crecimiento y maduracion gonadica. En el musculo del pie,
los valores de proteina fueron superiores al valor inicial, encontrandose los valores mas
altos en E. menziensii y Ulva sp. El pie no solamente es el mayor reservorio de energia,
sino también es donde mas se consume debido al movimiento y a las propiedades de
adhesion del organismo. Los aminoacidos libres, especialmente la taurina, juega un
papel importante en la produccion de energia rapida para la adhesién del organismo,
mientras que la energia para la locomocion proviene principalmente de los
carbohidratos (Gade, 1988; Sato et al., 1991). En cuanto a los niveles de carbohidratos
encontrados en el musculo, los valores fueron relativamente mas altos que en el valor
inicial para aquellos organismos con los cuales se obtuvo un mejor crecimiento (E.
menziesii, M. pyrifera y P. perforata), pero aun asi nuestros resultados no reflejan que el
musculo del pie funja como lugar de almacenamiento de carbohidratos tal como fue

encontrado para H. cracheroidii (Weber, 1970) o H. fulgens (Ponce et al., 2004).

Por medio del analisis histolégico de la glandula digestiva se observd que presenta un
tipico arreglo glandular de absorcion como en los gasterépodos marinos (Morton, 1983).
Paniagua y Nistal (1991) mencionan que los tubulos digestivos estan formados por
células arraigadas en acinos con diferentes numeros y tipos de células, determinando
que cada acino o tubulo es una glandula tubular ramificada compuesta, en donde el
epitelio de revestimiento es cilindrico simple y muestra cuatro tipos celulares:1) Células
delgadas, basdfilas secretoras. 2) Células de calcio, que excretan sales calcicas a la luz
intestinal. 3) Células digestivas con numerosos lisosomas que contienen sustancias
absorbidas en degradacion. 4) Células excretoras con una gran vacuola conteniendo
cuerpos densos que son excretados a la luz, proviniendo posiblemente de las células

digestivas. En el caso de los juveniles de abulon azul con la técnica de tincion de
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Hematoxilina-Eosina se pudieron diferenciar las células del tipo 4 debido a la fase de
digestion en la cual se encontraban los organismos. Con la técnica de azul alcian PAS
para la determinacion de mucopolisacaridos acidos, se pudieron observar las células
vacuolares con granulaciones citoplasmaticas del tipo 4, comprobando asi la presencia de
mucopolisacaridos acidos lo cual indica sintesis y secrecion de mucus, coincidiendo con la
alta concentracion de carbohidratos encontrada en los analisis quimicos (Johnston et al.,
1993).
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9. CONCLUSIONES

La ciencia, a pesar de sus progresos increibles, no puede ni podrd nunca explicarlo todo. Cada vez ganard nuevas zonas a
lo que hoy parece inexplicable. Pero las rayas fronterizas del saber, por muy lejos que se eleven, tendrdn siempre delante un
infinito mundo de misterio.

Gregorio Maraiion

o La hipdtesis planteada en el presente trabajo se rechaza, ya que las tasas
promedio de crecimiento en talla y peso entre juveniles de abulén azul no fueron
similares al ser alimentados con macroalgas con diferente composicion quimica,
mostrando que el abulén no es capaz de asimilar diferentes especies de

macroalgas con la misma eficiencia.

o Se puede considerar a Egregia menziensii y Porphyra perforata como alimento
de calidad nutricional alternativo a Macrocystis pyrifera para el abulén azul, ya
que con estas tres macroalgas se obtuvo un buen crecimiento y sobrevivencia,

asi como también presentaron los mas altos valores de proteinas.

o Eisenia arborea no se recomienda para utilizarse como alternativa de alimento
para juveniles de abuldén azul debido al bajo crecimiento que se obtuvo con esta

macroalga.

o Los organismos de abuldon azul alimentados con Ulva sp. no mostraron crecimiento,
posiblemente debido a la baja composicion proteica de ésta, por lo cual no se

considera un alimento de calidad para juveniles de abulén azul.

o La sobrevivencia de los juveniles de abulén azul fue diferente entre las distintas

dietas utilizadas, siendo superior al 50%, excepto con Ulva sp.

o La glandula digestiva sirve como reservorio de lipidos y carbohidratos, tal como se

ha encontrado para otras especies de abulon.
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10. RECOMENDACIONES

“Co que un hombre es capaz de imaginar, otros serdn capaces de realizar”
John Fitzgerald Kennedy

e Realizar ensayos experimentales con duracidon mayor a 6 meses con Egregia

menziensii'y Porphyra perforata, alternando su uso y en dietas mixtas.

e Llevar a cabo analisis quimicos de diferentes partes del talo de las macroalgas
Egregia menziensii y Macrocystis pyrifera, ya que se observo una preferencia de
ramoneo de los areocistos por los juveniles de abulén azul y en base a los

resultados llevar a cabo ensayos experimentales.

e Realizar estudios para conocer la capacidad enzimatica digestiva de polisacaridos
que tiene el abulon azul, debido a que estos componentes quimicos son los
mayores constituyentes de su alimento natural, y representan la principal fuente de
energia metabdlica (ATP) (Tacon, 1989).

e Realizar estudios histoenzimaticos simultaneos con ensayos experimentales de
alimentacion de abulén azul con la finalidad de identificar el sitio de la sintesis y
determinacion y secrecion de enzimas digestivas encargadas de la digestion,
absorcion y excrecion de los organismos, para comprender mejor su fisiologia

digestiva.

e Determinar los requerimientos nutricionales del abulén, con la finalidad de disenar

alimentos mas eficientes.

e Llevar a cabo estudios de la flora microbiana y la posible participacion en el

proceso digestivo de los juveniles de abuldn azul.

e Para futuros experimentos aumentar el numero de replicas de una mismas dieta.
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12.1. ANEXO 1. METODOLOGIA DE LOS ANALISIS QUIMICOS PROXIMALES

1.-DETERMINACION DE PROTEINA CRUDA

Algunos métodos fundamentan la determinacion de proteinas en productos alimenticios en
el hecho de que la proteina, en su mayor parte contiene nitrogeno, de tal manera que la
determinacion de nitrégeno total es muchas veces un estimado del contenido total de
proteina (en la que se incluyen polipéptidos y aminoacidos). Por estos métodos se
determina el nitrégeno total tanto organico (nitrégeno amino y amido) como nitrégeno no
proteico (urea, quitina, etc.). Un ejemplo de estos métodos es el propuesto por Kjeldahl, el
cual se basa en la completa conversion de todas las formas de nitrogeno a una sal
inorganica de amonio; de tal manera que el punto final del analisis involucra la
determinacion de este producto. Es el método mas comun y por lo tanto permite comparar
facilmente resultados con otros laboratorios.

El principio sobre el cual se basa esta determinacidén es en la consideracién de que la
mayoria de las proteinas tienen una cantidad aproximada del 16% de nitrogeno, y a partir
de este porcentaje se puede obtener el factor "6.25", y al multiplicar dicho factor por la
cantidad de nitrogeno obtenido nos indica el contenido de proteina de la muestra

analizada.

100 g proteina
Factor = =6.25
16 g de nitrégeno

% N x factor = % proteina cruda.
1.1-Método Microkjeldahl-Tecator (Manual del usuario Tecator).

Materiales y reactivos:

Sistema de Digestion Tecator™ Sulfato ferroso amoniacal hexahidratado
(Mod. DS12, serie 959)

Destilador automatico Tecator®

(Mod. 1030, serie 13363) Catalizador (Kjeltabs K;SO4 y CuSO,)
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Bano de agua refrigerado Acido sulfurico concentrado

(Sistema de enfriamiento) Acido bérico 1 %

Papel encerado para pesar (VWR) Rojo de metilo

Balanza analitica Verde de bromocresol
Tubos de digestion Tecator Agua destilada

Pipeta de repeticiéon Eppendorf Hidroxido de sodio 40%
Punta para pipeta Eppendorf de 50 ml Acido clorhidrico 0.05 N
Vaso de precipitado 100 ml Metanol

Bomba de vacio Algodén

Campana de extraccion de humos

Procedimiento:
a) Digestion
1. Prender el sistema de digestion TECATOR® (Mod. DS12, serie 959), el destilador
automatico TECATOR® (Mod. 1030, serie 13363) y el sistema de enfriamiento del

destilador.
2. Pesar de 0.05 g a 0.1 g de muestra y colocarla en los tubos de digestion Kjeldahl, secos
y limpios.
3. Pesar aprox. 0.1 g de sulfato ferroso amoniacal, cuyo contenido de nitrégeno es
conocido, para usarlo como estandar y colocarlo en otro tubo de digestion. Colocarlo en

un tubo independiente.

Nota: Los tubos a utilizar deberan estar previamente enjuagados con agua destilada y

puestos a secar en la estufa, de no haber sucedido asi, se recomienda hacerlo.
4. Adicionar a cada uno de los tubos 1.6 g de catalizador (Special Kjeltabs C 3-5).
5. Anadir 3 mL de acido sulfurico concentrado a cada uno de los tubos.

6. Una vez que el digestor alcanzé los 400°C aprox., meter los 12 tubos con muestra a
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digerir colocando la tapa de succidn sobre la boca de los tubos y prender la bomba de

succion.

NOTA: Mantener el flujo maximo de succion por 5 min. Una vez transcurrido este tiempo
ajustar la intensidad de succion de manera tal que la nube de condensacion del acido

permanezca o se mantenga mas o menos a 3/4 de la altura del tubo.
7. Una vez que la muestra se torna verde cristalina indicara que la digestién ha terminado.

NOTA: El tiempo en que esto suceda dependera de la cantidad de proteina que contenga
la muestra, por lo que se recomienda estar al pendiente, ya que un exceso en el tiempo de

digestion puede ocasionar pérdida de nitrégeno.

8. Retirar los tubos del digestor y dejar enfriar las muestras con la tapa de succion aun

puesta.

9. Una vez que las muestras se han enfriado a temperatura ambiente, agregarles 10 mL
de agua destilada y colocar la tapa de succion sobre el bafio de agua tibia o caliente y
una succion maxima, esto con el fin de lavar el sistema de succién. Una vez hecho lo

anterior, se apaga la bomba de succion.
b) Destilaciéon

1. Verificar que todos los recipientes periféricos del destilador automatico Tecator® (Mod.
1030, serie 13363) contengan sus respectivas soluciones (agua destilada, solucion
receptora, alcali y acido para titulacion) en cantidad suficiente. En caso de detectar algun

faltante, preparar el reactivo.

2. En la posicion HELP lavar el sistema por medio de la inyeccién de vapor siguiendo los

siguientes pasos:
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a) Colocar un tubo de digestion con aprox. 10 mL de agua destilada en la posicién de
destilacion con la puerta de seguridad cerrada y con el aparato en la posicion HELP.
Poner el switch de STEAM en la posicion de encendido (STEAM) por 5 minutos
aproximadamente. Una vez pasado este tiempo, volver el switch a la posicion OFF, y
entonces retirar el tubo para cambiar el agua. Repetir esta operacion hasta que el agua
del tubo de destilacion sea clara.

b) Verificar que la bureta de titulacion no contenga burbujas, en caso de contenerlas,
sacarlas operando la bureta con el switch TITRANT (lo cual se lograra desalojando aprox.

1/8 del volumen de la bureta y volviéndola a llenar).

Nota: Cuando la puerta de seguridad se encuentra arriba, la direccion de inyeccion o
succion de la bureta esta dirigida hacia el recipiente contenedor de HCI; cuando la puerta

esta cerrada entonces se dirige hacia el vaso (cristal) de recepcion.

c) Siguiendo en la posicion HELP inyectar solucion receptora repetidas veces hasta que

ésta presente un color rojo-vino.

3. Una vez verificado todo lo anterior, colocar el aparato en la posicion AUTO para de esta

manera empezar con la destilacion.

4. Destilar en primer lugar un blanco (10 mL de agua destilada), y en caso de que la
lectura sea muy alta (mayor a 0.05) correr otros blancos hasta que esta lectura

disminuya y se mantenga constante.

Nota: Debido a que el contenido en nitrégeno en el agua destilada dependera de su
origen, se recomienda obtener un valor medio del mismo para tomarlo como valor de

referencia del blanco.

5. Continuar con el estandar (sulfato ferroso amoniacal) y después con las muestras

problema.
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6. Una vez que se han finalizado las determinaciones, apagar el aparato y lavarlo segun el

manual del destilador.

Nota: Una vez lavado el aparato, llenar con agua destilada el recipiente receptor de

titulacion. Ante cualquier duda consulte al encargado del laboratorio.

Calculos:
(V1-Vo) X0.05X0.014 X100

% Nitrégeno =

gr. muestra
donde:
V4 = Mililitros de HCI gastados en la titulacion de la muestra
Vo = Mililitros de HCI gastados en la titulacion del blanco
N = Normalidad del HCI
g = Peso de la muestra en gramos

0.014 = Miliequivalentes del HCI

% Proteina cruda = (% N) X Factor 6.25 (generalmente)

2.-DETERMINACION DE CENIZAS

Se denomina ceniza al residuo fijo, seco que queda después de calentar una muestra
biologica a 550°C en mufla. La fraccion de ceniza representa el material mineral contenido
en el material biologico. Durante la incineracién se eliminan, por combustion, todas las
sustancias organicas contenidas en el alimento, y al final queda un material de coloracion

gris o blanca, dependiendo de la naturaleza de la muestra.
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Incineracion en mufla

Materiales y reactivos:

Capsula o crisol de porcelana Silica-gel
Balanza analitica Etanol
Mechero Bunsen 6 Parrilla de calentamiento Gilicerol

Estufa Thermolyne serie 9000
Desecador
Bano Maria

Campana de extraccion de humos

Procedimiento:

1. Pesar 5 g de muestra solida (puede utilizarse el material residual de la determinacion de
humedad) y colocarla en una capsula de porcelana previamente puesta a peso constante
a 500°C.

2. Carbonizar gradualmente la muestra sobre llama de mechero Bunsen o parrilla de

calentamiento, hasta obtener una masa carbonizada.

3. Incinerar en mufla a 550-570°C (Para quemar completamente al carbdn) durante 24 hr.

4. Retirar la capsula, colocarla durante 30 minutos en la estufa a 100°C y luego enfriar en

un desecador durante 30 minutos.

5. Pesar.

Calculos:

Peso crisol con cenizas - Peso crisol vacio
Cenizas = X100

Peso muestra
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3.-DETERMINACION DE FIBRA CRUDA

Varias técnicas quimicas estan disponibles para la estimacién de carbohidratos en
alimentos vegetales y animales. El método mas comunmente empleado divide a los
carbohidratos en dos fracciones, fibra cruda y extracto libre de nitrégeno (ELN). La fibra
cruda es el residuo organico insoluble, remanente después de extraer un material libre
de grasa con acido y alcali diluidos, bajo condiciones controladas. La fibra cruda es
generalmente considerada como el componente carbohidrato no digerible de un
determinado ingrediente o dieta. Entre los alimentos de origen vegetal, la fibra cruda se
compone principalmente de varias porciones de celulosa, hemicelulosa y lignina (esta
ultima no es un carbohidrato, sino un compuesto aromatico complejo), mientras que en
productos animales, la fibra cruda se compone de varias proporciones de glucanos,

mananos y aminoazucares.

Hidroélisis sucesiva

Materiales y reactivos:

Sistema de extraccion para fibra Ac. sulfurico al 1.25%
FIBERTEC M6 Octanol

Crisoles de vidrio 30 mL. Agua destilada

Bomba de vacio Hidroxido de sodio 1.25%
Placa de calentamiento Vaso de precipitado 600 mL.
Bomba manual para lavados Alcohol etilico

Estufa Thermolyne Serie 9000

Mufla

Procedimiento:

1. Pesar 2 g de muestra, previamente desengrasada, en el crisol de extraccion. Se

puede utilizar lo que queda después de desengrasar la muestra en el Soxhlet.

2. Colocar con cuidado los crisoles en el equipo FIBERTEC bajar la palanca para
embonar los crisoles con el refrigerante y colocar cada una de las palancas individuales
en CLOSED
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3. Calentar a ebullicion el H,SO4 al 1.25 % (0.255 N) y agregarle con ayuda del embudo
150 mL a cada crisol y 5 gotas de octanol (antiespumante).

4. Prender el equipo y colocar la perilla de control de temperatura en 6. Verificar que
este conectada la bomba de recirculacién de agua. Cuando este hirviendo se baja la

perilla de control de temperatura a 4 y dejar hervir por 30 minutos.

5. Bajar la temperatura a cero (0) conectar la bomba de vacio y colocar la primera
palanca en Filtrado. Inmediatamente iniciar el filtrado con el primer crisol y asi

continuar con el siguiente hasta completar los 6 crisoles.

6. Enjuagar ahi mismo con agua destilada caliente, hacer 3 lavados con 50 mL de agua
cada lavado, con la bomba manual se toman los 50 mL y se adicionan en cada crisol,
se conecta la bomba de vacio y se filtra. Este paso se repite 3 veces hasta completar
los lavados.

7. Calentar a ebullicion el NaOH 1.25 % (0.255 N) y agregarle, con ayuda del embudo,
150 mL a cada crisol y 5 gotas de octanol (antiespumante). Se repite lo sefalado en los

pasos 4,5y 6.

8. Posteriormente a los lavados con agua destilada hirviendo, se hace un lavado con 50

mL. de alcohol, se conecta la bomba de vacio y se filtra.

9. Se apaga el equipo las palancas se regresan a REST. Se coloca la base de crisoles

y se levanta la palanca para separar los crisoles del equipo.

10. Se ponen los crisoles a secar en la estufa a 130° C por 2 horas.

11. Se dejan enfriar 20 minutos en el desecador, y se pesan los crisoles.

12. Se ponen los crisoles en la mufla a 520° C por 30 min.
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13. Se pasan los crisoles a la estufa a 130° C por 20 min.

14. Se dejan enfriar 20 minutos en el desecador, y se pesan los crisoles.

Calculos:

(Pcs - Pcc)
% Fibra Cruda = X100

% Fibra cruda = a

Pcs = Peso en gramos del crisol a 130°C
Pcc = Peso en gramos del crisol mas cenizas

M = Peso en gramos de la muestra

Nota: Para conocer el valor real del % de fibra cruda en la muestra es necesario conocer:

% lipidos de la muestra

% humedad de la muestra,

Se suman estos valores, se hace una diferencia a 100, y este se toma como valor “B”

para hacer la correccion mediante una ecuacion comunmente llamada regla de 3.

) B x= valor corregido de fibra cruda
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4.-DETERMINACION DE LiPIDOS (extracto etéreo)

Los lipidos, también conocidos como "grasas". Son un grupo muy grande de
compuestos organicos que tienen la caracteristica, entre otras, de ser muy solubles en
solventes no polares, tales como éter, benceno, cloroformo, acetona, hexano, etc., e
insolubles en agua.

No hay reaccion quimica especifica alguna para todo el grupo de los lipidos, por lo que
la forma mas comun de determinarlos consiste en extraerlos cuantitativamente del
material en que se encuentran, y precisamente como vehiculo extractor se emplea a
solventes no polares.

El contenido de lipidos en los ingredientes alimenticios es usualmente determinado por
extraccion con solventes como éter de petroleo (AOAC, 1980; MAFF, 1981). Otros
solventes que también han sido usados en la extraccion de lipidos incluyen

cloroformo:metanol (Bligh y Dyer, 1959; Folch et al., 1957).

4.1 Método de SOXHLET Avanti

Este método consiste en un aparato de reflujo, el cual consta de refrigerante, ademas
de un depdsito (dentro del cual se coloca la muestra dentro de un dedal de celulosa), y
de vasos de aluminio donde se recolectan los lipidos extraidos. El sistema esta
montado sobre una parrilla de calentamiento, lo que permite que el solvente en el vaso
se evapore, mismo que se condensa al pasar por el refrigerante y cae sobre la muestra
en el depdsito, y una vez que el nivel del éter llega a su punto maximo el depdsito se
vacia hacia el vaso, con lo que inicia otro ciclo de extraccidn, mismo que se repite hasta
el final del tiempo determinado. La eficiencia de este método depende del

pretratamiento de la muestra y la seleccién del disolvente.

Materiales y reactivos:

Balanza analitica Eter de petrdleo
Pinzas Papel filtro Whatman No. 1 (Cat. No.
1001 110)

Desecador Nalgene
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Estufa Thermolyne

Cartucho de celulosa Whatman (Cat. No. 2800258)
Campana extraccién de humos

Placas de cristalizacion

Aparato SOXTEC Avanti

Procedimiento:

1. Antes de iniciar primeramente se abre la llave del agua.

2. Se enciende el panel de control e inmediatamente el programador (el equipo dara una
lectura que corresponde al ultimo programa que se utilizd, si se desea cambiar el

programa oprimimos la tecla (+) o (-) segun se requiera.

3. Seleccionamos nuestro programa.

4. Previamente se tienen a peso constante los vasos de aluminio que se requieren para la

determinacion.

5. Manejando el cartucho con pinzas, se pesa la muestra utilizando balanza analitica.

Tomas cada cartucho y lo colocas en la gradilla, colocandolos manualmente en el aparato.

6. Se suben dentro del aparato oprimiendo la tecla de flechas.

7. Utilizando pinzas o guantes se colocan los vasos de aluminio con 80 ml. de éter de
petroleo.
8. Se oprime la tecla de temperatura y cuando se iguala la temperatura de la parrilla con la

del programa elegido, se oprime la tecla de inicio.

9. En este momento se inicia el programa que tiene una duracién de 70 min. Que se
dividen en 15 minutos de inmersion, 40 minutos de goteo del solvente, 10 de recuperacion

del solvente, y 5 minutos de presecado.
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10. En este momento que termina el programa la pantalla del master control vuelve a

inicio.

11. Se oprime la tecla de flechas para subir los cartuchos.

12. Se retiran los vasos del equipo y se colocan en la campana durante 5 /10 minutos (con

la finalidad de que se evapore el solvente remanente).

13. Se oprime la tecla de flechas para bajar los cartuchos y se colocan en la gradilla para

ponerlos a secara 103°C /1 hr.

14. Se toman con pinzas cada uno de los vasos y se ponen en la estufa a 103 °C/ 2 hrs.
Utilizando pinzas se sacan los vasos de la estufa y se colocan en el desecador 30 minutos
para que enfrien.

15. Se pesan.

16. Por diferencia de peso y aplicando la formula encontramos el porcentaje de lipidos que

tiene la muestra.

Nota: Esto en caso de que esta misma muestra se utilice también para determinar fibra

cruda, en caso de no ser asi, se puede trabajar hasta con 0.5 g de muestra.

Calculos:

Extracto etéreo = Peso del vaso +lipidos extraidos — Peso del vaso vacio X 100

gr. de muestra
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5.-EXTRACTO LIBRE DE NITROGENO

El extracto libre de nitrdgeno (E.L.N.) es una medida indirecta de los carbohidratos
"solubles" o "digeribles" presentes en el alimento. Se obtiene mediante la sumatoria de los
valores porcentuales determinados para la humedad, proteina cruda, lipidos (extracto
etéreo), fibra cruda y ceniza, y substrayendo el total de 100. Es necesario hacer notar que
la inclusién o no en esta sumatoria del porcentaje de humedad, dependera de como se
quiere expresar el resultado, esto es, si se quiere expresar el ELN en base seca no se
tomara en cuenta a la humedad, y los porcentajes de proteina cruda, extracto etéreo, fibra
cruda y cenizas, deberan estar también expresados en base seca.

En alimentos basados en vegetales, esta fraccién se compone principalmente de azucares

libres, almidén y otros carbohidratos digeribles.

Calculos:

E.L.N. = 100 — ( % Proteina + % Extracto etéreo + % Fibra cruda + % Cenizas)

6.-DETERMINACION DE HUMEDAD.

Todos los alimentos, incluyendo los deshidratados, contienen cierta cantidad de agua, de
ahi la importancia de determinar con precision en qué cantidad se encuentra presente, ya
que el agua es un factor determinante en la inhibicion o propagacion de las diferentes
reacciones quimicas, enzimaticas o microbiolégicas que pueden aumentar o reducir el
valor nutritivo y la calidad de los alimentos (Badui, 1986).

Para determinar humedad se utilizo el método de perdida de peso, que es el mas usado.

Método de pérdida de peso

Materiales y reactivos:

Capsula o crisol de porcelana Silica-gel
Balanza analitica

Estufa Thermolyne Serie 9000
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Desecador Nalgene
Campana de extraccion de humos

Pinzas para crisol

Procedimiento:

1. Se pesd con exactitud 2 gr de muestra en una capsula 6 crisol de porcelana,
previamente puesta a peso constante, extendiendo la muestra en una capa lo mas fina

posible sobre la base de la capsula 6 crisol.

2. Se colocé la capsula y su contenido en una estufa a 70°C y se deseco durante 24 hrs.

3. Se retird la capsula de la estufa y se dejé enfriar en un desecador durante 30 minutos.

4. Se peso la muestra seca en una balanza analitica.

5. Se colocé la capsula en la estufa por 1 hora aprox. a 70°C y se desecd por 30 minutos.

6. se peso, y repitio el paso anterior hasta obtener un peso constante.

Calculos:

Peso crisol + muestra hiimeda - Peso crisol + muestra seca
% Humedad = X100

Peso muestra huimeda
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12.2. ANEXO 2. INFORMACION COMPLEMENTARIA DE LA TABLA 4

Informacién complementaria de la Tabla 4 sobre tipos de azucares y enlaces de los polimeros
alimentarios, de las macroalgas utilizadas para alimentar a los juveniles de H. fulgens (Dawes, 1998).

POLIMEROS ALIMENTARIOS

ESPECIE
Estructurales | Tipo de azucar Tipo de enlace De reserva Tipo de Tipo de
(Pared) (Citoplasmaticos) azucar enlace
a-D-
Amilosa glucopiranosa,
enlaces
(10—)4)
Ulva sp. Celulosa | Glucosa (18—4) Almidon a-D-
glucopiranosa.
Amilopectina Uniones
(la—4)y
uniones
(1a—6).
Secuencias MM,
acido B3-D- MG, enlaces B(1—3)y
o Acido alginico manuronico (M) | glucosidicos 8 (1-4); Laminaran Glucano enlaces de
Eisenia arborea y acido a-L- bloques GG, GM, cadena lateral
gulurénico (G). | enlaces glucosidicos B (1—6)
a (1-4).
Secuencias MM,
acido B-D- MG, enlaces B(1—=3)y
; . - manuronico (M) | glucosidicos 8 (1-4); . enlaces de
Il\)/i/e;;reigyst/s Acido alginico y acido a-L- bloques GG, GM, Laminaran Glucano cadena lateral
gulurénico (G). | enlaces glucosidicos B (1—6)
a (1-4).
Secuencias MM,
acido 3-D- MG, enlaces B(1-3)y
Egregia . . manuroénico (M) | glucosidicos B (1-4); . enlaces de
menziesii Acido alginico y acido a-L- bloques GG, GM, Laminaran Glucano cadena lateral
gulurénico (G). | enlaces glucosidicos B (1—6)
a (1-4).
Enlaces ,11,3yp 1,4
Agar Galactosa D-galactosa y 3,6 a (1—-4)
Porphyra anhidro-L-galactosa Almidé . Glucano cadenas
— midon florideo
perforata B-D-xilopiranosas Insoluble laterales
Xylanos D-xilosa mediante enlaces B (1—6)

(1B—4)
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12.3. ANEXO 3. TECNICA HISTOLOGICA (Humason, 1979)

Antes de iniciar la deshidratacion con alcohol etilico los organismos deben ser enjuagados

con agua corriente durante 45 min.

A.-- Deshidratacion

Alcohol 50 % 45 min.
Alcohol 60 % 45 min.
Alcohol 70 % 45 min.
Alcohol 80 % 45 min.
Alcohol 90 % 45 min.
Alcohol 90 % 45 min.

Alcohol 100 % 45 min.
Alcohol 100 % 45 min.

B.-Aclarado

Alcohol-Xilol 30 min.
Xilol 15 min.
Xilol-parafina 45 min.

C.- Inclusion en parafina de 57° C de fusion

parafina | 45 min.
parafina Il 45 min.
parafina Il 45 min.

D.- Los fragmentos de tejido se colocan en cubos de parafina 54-58° C

A los cubos de parafina conteniendo la glandula digestiva se le realizaron cortes
histolégicos en un micrétomo de rotacién Reichert-Jung 2040 con un grosor de 5 a 7
micrometros, estos cortes se colocaron en un bafio Maria con gelatina a una

temperatura de 54°C, colocandolos posteriormente en los porta objetos cuidando de
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que no quedaran burbujas sobre el tejido. Se obtuvieron 4 porta objetos con muestra de

la glandula digestiva y aproximadamente de 2 a 3 cortes por porta objeto.

2.-TECNICAS DE TINCION

Para evidenciar los tejidos se utilizo la técnica de tincidon general de Hematoxilina-
Eosina y para la determinacion de mucopolisacaridos acidos el método de Azul Alciano-
Schiff para carbohidratos (Ortiz, H. 1996).

2.1.- TINCION HEMATOXILINA-EOSINA (Humason, 1979).

Este es un método de tincidon general con coloraciones acido-basicas, por lo que los componentes acidos
tienen una afinidad con la Eosina y se tifien de rosa a rojo, los componentes basicos se tifien de azul a
morado.

1.- Desparafinacion de los cortes de uso.

Xilol | 5 min.

Xilol 1 5 min.

Xilol 5 min.
2.- Aclarado

Carbol/xilol/Creosota (CXC) 3 min.

3.- Hidratacion

Alcohol 96 % 2 min.
Alcohol 96 % 2 min.
Alcohol 70 % 2 min.
Alcohol 70 % 2 min.

Lavado en agua destilada 5 min.
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4.-Tincion
Hematoxilina de Harris 1.5 min.
Agua destilada 5 min.
Alcohol acido durante 30 segundos para quitar el exceso de colorante
Agua-amoniacal durante 30 segundos para virar el color
Lavado en agua 5 min.

Eosina 1-2 min.

5.- Deshidratacion

Alcohol 96 % 2 min.
Alcohol 96 % 2 min.
Alcohol 100 % 2 min.
Alcohol 100 % 2 min.

6.- Aclaramiento

Xilol | final 5 min.
Xilol Il final 5 min.
Xilol Il final 5 min.

Montar con resina sintética

2.2.- TECNICA DE TINCION AZUL ALCIANO- SCHIFF (Ortiz, 1996).
Este método de tincién es especifico para carbohidratos, los mucopolisacaridos
acidos se tifien de color azul, los mucopolisacaridos neutros se tifien de color magenta

y las mucinas epiteliales se tifien de purpura a azul oscuro.

1.- Desparafinar

Xilol | 5 min.
Xilol I 5 min.
Xilol 11l 5 min.

2.- Tenir con azul alciano durante 3 min.
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3.- Lavar en agua destilada durante 3 min.

4.- Acido periédico por 15 min.

5.- Lavar en agua corriente por 5 minutos y enjuagar con agua destilada
6.- Colocar en el reactivo de Schiff 45 minutos- 2 h. en el refrigerador
7.- Enjuagar en agua sulfurosa 3 cambios de 3 min.

8.- Lavar con agua corriente durante 5 min.

9.- Tedir con hematoxilina férrica de Weigert por 5 min.

10.- Enjuagar en agua destilada 2 min.

11.- Acido picrico 1 min.

12.- Alcohol del 96% 2 cambios de 2 min.

13.- Alcohol absoluto 2 cambios de 2 min.

14.-Xilol 2 cambios de 5 min.

15.- Montar en resina.

Una vez tefidos los cortes se montaran con resina sintética o en gelatina glicerinada
dejandose secar para después limpiarlos y facilitar la observacién en un microscopio

compuesto.
Las laminillas se analizaron al microscopio para hacer las descripciones.

Posteriormente se tomaron las microfotografias necesarias para la representacion de la

composicion histoquimica observada.
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