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Abstract.- For the development of marine aquaculture in the Caribbean, the availability of local benthic microalgae as food is desirable.
In this work, 6 strains of benthic microalgae were isolated and their potential for use in aquaculture was evaluated by analyzing their
size, cell density, growth rate, proximal composition, as well as their capacity to produce biomass on plates under culture conditions
indoor and outdoor. Three diatoms (Cylindrotheca closterium, Entomoneis alata, and Plagiotropis lepidoptera), two cyanobacteria
(Komvophoron crassum and Synechococcus sp.) and one chlorophyte (Tetraselmis chuii) were isolated and described. The cyanobacteria
had the smallest cell sizes, while the diatoms had the largest. Under planktonic culture conditions, the highest algal density was
presented by Synechococcus sp. while the highest growth rate occurred in E. alata. Higher protein content and protein/energy ratio
were present in diatoms, carbohydrates in Tetraselmis chuii and cyanobacteria, while those of lipids and energy were recorded in the
diatoms E. alata and P. lepidoptera. Under benthic culture conditions, the highest biomass production and growth rate was obtained in
cyanobacteria and P. lepidoptera. Most of the microalgae exhibited higher values of biomass settled in indoor than outdoor conditions,
as well as similar growth rates in both sites. In conclusion, given the size, proximal composition, settled biomass and growth rate, all
isolated benthic microalgae have the same potential to be used as food in marine aquaculture.
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Resumen.- Para el desarrollo de la acuicultura marina en el Caribe es deseable la disponibilidad de microalgas bentdnicas locales
como alimento. En este trabajo, se aislaron seis cepas de microalgas bentdnicas y se evalud su potencial para utilizarlas en acuicultura
mediante el andlisis de su tamafio, densidad celular, tasa de crecimiento, composicion proximal, asi como su capacidad para producir
biomasa sobre placas bajo condiciones de cultivo bajo techo y en exterior. Se aislaron y describieron tres diatomeas (Cylindrotheca
closterium, Entomoneis alatay Plagiotropis lepidoptera), dos cianobacterias (Komvophoron crassumy Synechococcus sp.) y una cloréfita
(Tetraselmis chuii). Las cianobacterias presentaron los menores tamafios celulares, mientras que las diatomeas los mayores. Bajo
condiciones de cultivo planctdnico, la mayor densidad algal la presentd Synechococcus sp., mientras que la mayor tasa de crecimiento
ocurrié en E. alata. Mayores contenidos de proteinas y relacion proteinas/energia se presentaron en las diatomeas, los de carbohidratos
en Tetraselmis chuii'y las cianobacterias, mientras que los de lipidos y energia se registraron en las diatomeas E. alata y P. lepidoptera.
Bajo condiciones de cultivo bentdnico, la mayor produccién de biomasa y tasa crecimiento se obtuvo en las cianobacterias y en P.
lepidoptera. La mayoria de las microalgas exhibieron mayores valores de biomasa asentada en condiciones bajo techo y en exterior, asi
como similares tasas de crecimiento en los dos sitios. En conclusion, dado el tamafio, composicidén proximal, biomasa asentada y tasa
crecimiento, todas las microalgas bentdnicas aisladas tienen el mismo potencial para ser usadas como alimento en acuicultura marina.
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INTRODUCCION

En los ultimos anos, se han llevado a cabo varios
esfuerzos en desarrollar la acuicultura marina en el Caribe
como alternativa de produccion pesquera (Lovatelli
& Sarkis 2011, Alvarez-Lajonchére & Ibarra-Castro
2013). Muchos de los animales marinos considerados de
interés acuicola atraviesan por fases de su desarrollo en
que son ramoneadores o alimentadores de deposito, que
bajo condiciones de laboratorio requieren de microalgas
bentdnicas como alimento (Reitan et al. 1997, Zupo et al.
2018).

A nivel mundial se han realizado varios esfuerzos
para aislar microalgas marinas bentonicas con fines de
acuicultura. Esto ha permitido que la industria cuente con
cepas propias de zonas subtropicales y templadas de los
océanos Indico y Pacifico (Kawamura ef al. 1998, Renaud
etal. 1999, Correa-Reyes et al. 2001, Knuckey et al. 2002,
Chen 2007, Xing et al. 2007, Kwon et al. 2013, Yang et
al. 2014, Jiménez-Valera & Sanchez-Saavedra 2016). Sin
embargo, en el Caribe estos esfuerzos han sido escasos
(Almaguer et al. 2004, Leal et al. 2013, Barreto-Hernandez
& Velasco 2014), dificultando la obtencion de microalgas
bentonicas nativas, adaptadas a las condiciones locales y
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que brinden una adecuada calidad nutricional, sin el riesgo
de realizar introducciones indeseadas en los ecosistemas
locales.

El cultivo de las microalgas bentonicas puede realizarse
usando técnicas estandar para algas planctonicas (Simental
& Séanchez-Saavedra 2003, Curbelo et al. 2004, Rodriguez-
Nufiez et al. 2015), utiles para producir in6culos en
los cultivos bentoénicos o para alimentar organismos
planctotroficos. No obstante, para ser usadas como alimento
vivo de organismos alimentadores de deposito, deben ser
cultivadas en sistemas bentonicos, ya sea en condiciones
bajo techo (Kawamura et al. 1998, De la Pefia 2007, Xing
et al. 2007, Keun-Ko & Bum-Hur 2011) o bien exterior
(Watson et al. 2004, De la Pena 2007).

Entre las caracteristicas que deben tener las microalgas
bentonicas para ser utiles como alimento vivo en acuicultura
son: 1) tamafio celular apropiado, que permita su ingestion
(entre 2 y 60 um, Brown et al. 1997, Cognie et al. 2001);
2) alta digestibilidad (Kawamura et al. 1995, Onitsuka et al.
2007); 3) alta capacidad para crecer (Barsanti & Gualtieri
2005); 4) alta capacidad para colonizar sustratos de forma
homogénea y densa, asi como competir eficientemente
con otras especies (Searcy-Bernal ef al. 2001, Najmudeen
2017); 5) tolerancia a condiciones de cultivo bajo techo
como exterior (De la Pefia 2007); y 6) altos valores de
contenido de proteina (Utting 1986) y relacion proteina/
energia (Saucedo et al. 2013).

El presente estudio se realizoé con el proposito de
contribuir al establecimiento de un cepario de microalgas
bentonicas nativas del Caribe, y determinar el potencial
de las mismas para su uso como alimento en acuicultura.

MATERIALES Y METODOS

Se aislaron 6 microalgas bentdnicas y se analiz6 su tamafio,
densidad, tasa de crecimiento y su composicion proximal
bajo condiciones de cultivo plancténico, asi como su
produccion de biomasa sobre sustratos bajo condiciones
de cultivo bajo techo y en exterior.

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LAS MICROALGAS

Las microalgas fueron aisladas de muestras de perifiton (1-5
mg) tomadas en el intermareal rocoso a partir del raspado
de rocas o de placas de PVC ancladas a 1 m de profundidad
en Taganga (11°16°4,27”N; 74°11°45,67”W) y El Rodadero
(11°12,5°43,5”N; 74°14°34,7”W), Santa Marta, Colombia,
entre marzo 2012y enero 2013. En esta zona, la temperatura
oscila entre 23 y 32 °C, la salinidad varia entre 31 y 36, y el
pH entre 7,25 y 8,5 (Vivas-Aguas et al. 2015).

Las muestras fueron inoculadas en tubos de ensayo
con 10 mL de medio de cultivo de Guillard F/2 (Guillard
& Ryther 1962) preparado con agua de mar a 30 £+ 1
de salinidad. Luego se transportaron al Laboratorio de
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Moluscos y Microalgas de la Universidad del Magdalena,
Colombia (11°16°58”N; 74°10°48”W) donde se incubaron
en condiciones constantes de intensidad luminica (1.500
+ 2 Lux), temperatura (22 + 0,5 °C) y agitacion manual
dos veces al dia. Diariamente se tomaron muestras (1 mL)
de cada tubo de ensayo con cultivo primario las cuales se
examinaron bajo un microscopio de luz NIKON® Eclipse
E100, en aumentos de 40x y 100x para detectar la presencia
de microalgas y aplicar la técnica de diluciones seriadas
de 1:10 a aquellas muestras positivas (Guillard 1973). Los
cultivos diluidos positivos fueron usados para aplicar la
técnica de rayado en placa (Hoshaw & Rosowski 1973).
Para ello, con un asa metalica se tomaron muestras de cada
cultivo y se sembraron individualmente en cajas Petri con
medio de cultivo Guillard F/2 (15 mL) y agar (20 g L' de
medio). El procedimiento fue repetido varias veces usando
como indculo muestras de las diferentes colonias que se
desarrollaban en este medio hasta verificar el aislamiento de
una sola especie, de acuerdo a la tipificacion de la colonia
y su verificacion bajo el microscopio.

Las microalgas que se lograron aislar fueron mantenidas
en medio Guillard F/2 sélido en placas de Petri y liquido
en tubos de ensayo bajo las mismas condiciones descritas,
en la Coleccion de Microalgas Marinas de la Universidad
del Magdalena, Colombia (UMC-MA, Registro Nacional
de Colecciones Bioldgicas N° 205). A los cultivos en
medio sélido se les hizo una renovacion mensual del
medio, mientras que a los mantenidos en medio liquido
esta operacion se realizé cada 15 dias. La identificacion
de las microalgas aisladas a nivel de especie asi como
su caracterizacion se realizd bajo el microscopio de luz
a aumentos de 100x en la mayoria de las cepas. Para
Synechococcus sp. 'y Tetraselmis chuii fue necesario usar
microscopia electronica de barrido (SEM) luego de que las
células fueron centrifugadas, enjuagadas con una solucioén
tamponada de fosfato sédico (pH= 7,3), fijadas con una
solucion de glutamato aldehido (2,5%), lavadas con agua
destilada, deshidratadas en etanol (30, 50, 70 y 100%) y
recubiertas con oro de paladio. Las especies de microalgas
fueron identificadas siguiendo los textos de Hoek et al.
(1995) y Vidal (2010). La longitud o medida de mayor
tamafio de las células de cada microalga se estimo a partir de
la medicion de 20 células tomadas al azar usando la reglilla
del microscopio de luz. El area se determin6 mediante el
programa Scion Image 4 (Scion Corporation). La forma de
crecimiento de cada microalga se estableci6 siguiendo los
criterios de Kawamura & Hirano (1992).

CULTIVO EN SISTEMA PLANCTONICO

Cada una de las cepas aisladas se cultivo en 4 recipientes
cerrados de vidrio de 500 mL esterilizados y provistos con
el medio Guillard F/2 (250 mL). Cada cultivo réplica fue
mantenido en condiciones de iluminacion artificial constante
de 1.500 Lux, temperatura de 25 = 1 °C, salinidad de 30 +



1, pH de 7,75 + 1,42 y una densidad inicial de 5,6 = 0,6 x
10% cél mL". Los in6culos de cada tratamiento provinieron
de un mismo cultivo, y estos cultivos fueron previamente
aclimatados por lo menos durante 3 generaciones a
las condiciones experimentales de cada tratamiento.
Diariamente, se repuso la pérdida de agua por evaporacion
de cada réplica, afiadiendo agua destilada hasta completar
el nivel inicial.

Diariamente, se tomaron 3 muestras (1 mL) en 3 réplicas
de cultivo de cada microalga, luego de despegar las células
adheridas a las paredes del recipiente y homogenizar la
solucion por agitacion. Estas muestras se colocaron en
un hematocitometro Neubauer y se cuantifico la densidad
celular bajo un microscopio de luz. La tasa de crecimiento o
duplicacion de células por dia (1) para cada réplica se estimo
de acuerdo con la ecuacion descrita por Wood et al (2005):

p=(LaN -LaN)/(t -t)

Donde N, = densidad celular al tiempo 1 (t,) and N =
densidad celular al tiempo O (t).

A una de las réplicas de cada tratamiento se le monitored
diariamente la temperatura (°C), el pH mediante un equipo
medidor YSI (precision 0,1 °C y 0,1, respectivamente) y la
salinidad con un refractoémetro portatil (precision 1 ppt).
La intensidad luminica se midi6é con un luxémetro Lutron®
L-X-101 (precision 1 Lux).

ANALISIS PROXIMALES

Para establecer el contenido proximal de cada una de las
cepas aisladas, estas se cultivaron en el sistema planctonico
descrito en el apartado anterior, pero usando recipientes
plasticos de mayor tamafio (2 L) y provistos de aireacion.
En el cuarto dia de cultivo, se colecté una muestra (13 g de
biomasa humeda) de cada cultivo réplica. Estas muestras
fueron obtenidas mediante centrifugacion en frio (4.000
rpm por 11 miny a 12 °C) y posteriormente se lavaron con
formiato isotonico para eliminar los cristales de sal.

La determinacion de la humedad, contenido organico
y cenizas se realiz6 de acuerdo a los procedimientos
establecidos en el método 930,04 (AOAC 2000). La
cuantificacion de lipidos se realizo por el método de Folch
modificado por Bligh & Dyer (1959), mientras que la de
proteinas se realizo siguiendo el método de Kjeldahl (AOAC
2000) y el de carbohidratos se calculd de la diferencia del
contenido organico y el de proteinas y lipidos (AOAC
2000). El contenido de energia de cada microalga se
estimo de la sumatoria del producto del contenido de estas
macromoléculas organicas por sus equivalentes energéticos
1 mg de proteina= 20,1 J, 1 mg de carbohidratos= 17,2 J
y 1 mg de lipidos= 35,3 J (Brokordt & Guderley 2004).
La relacién proteina / energia se estim6 de dividir el peso
seco de proteina sobre la cantidad de energia en Joules (J)
presentes en un mg de dieta.

EXPERIMENTO DE CULTIVO BENTONICO

Se evaluo la produccion de biomasa adherida sobre sustratos
duros para cada una de las microalgas aisladas en dos lugares
de cultivo: 1) bajo techo, a una temperatura de 25,1+ 1,0 °C
e iluminacién artificial constante de 888 + 20 Lux y 2) en
exterior, a una temperatura de 28,1 £ 2,0 °C, e iluminacion
artificial en la noche y natural durante el dia de 1655 +
305 Lux. Cada uno de los tratamientos se llevo a cabo por
cuadruplicado, usando acuarios plasticos de 12 L cubiertos
con peliculas plasticas transparentes. En cada acuario se
suspendieron verticalmente 12 placas de PVC transparentes
y plegadas (25 x 15 cm) y se agregaron 10 L de medio F/2
elaborado con agua de mar microfiltrada a 1 um e indculos
de microalgas para generar una densidad inicial de 9,4 + 1,6
x 10° cél mL"". El manejo de los indculos y de la evaporacion
del agua fue el mismo descrito en los cultivos planctonicos.
Todas las réplicas fueron mantenidas a valores constantes
de salinidad (35 + 1) y pH (8,02 = 0,07).

Cada 48 h se determind la biomasa seca de las microalgas
asentadas sobre los sustratos a partir de una placa tomada
al azar de cada acuario réplica. Todo el material fijado en
cada placa fue desprendido y colectado individualmente
con ayuda de un pincel y agua de mar microfiltrada (1
um). Este material fue filtrado con ayuda de una bomba de
vacio sobre filtros de fibra de vidrio previamente lavados
y pesados (diametro de poro de 0,45 um). Los filtros con
muestras fueron secados (70 °C x 48 h) y posteriormente
pesados (Strickland & Parsons 1972). La biomasa seca se
cuantifico a partir de la diferencia entre el peso final de los
filtros con muestras y el peso inicial de los filtros. La tasa
de crecimiento (u) para cada réplica se estimé mediante la
misma ecuacion empleada en los cultivos planctonicos, pero
teniendo en cuenta la biomasa de las microalgas en lugar
de la densidad celular. Tres veces al dia se registré el pH,
temperatura, salinidad e intensidad luminica en cada réplica.

ANALISIS ESTADISTICOS

Con el fin de establecer la existencia de diferencias
significativas en la produccion celular y de biomasa entre
las cepas microalgales y/o condiciones de cultivo, se
llevaron a cabo analisis de varianza de medidas repetidas
auna o dos vias, verificando el cumplimiento del supuesto
de esfericidad. Para establecer la existencia de diferencias
significativas en los valores de u y la composicion proximal
de las diferentes microalgas, se llevaron a cabo analisis de
varianza a una via. Finalmente, se realizaron analisis de
correlacion de Spearman con el proposito de establecer
la existencia de alguna correlacion entre la constante de
crecimiento relativo de las diferentes cepas, su tamafio,
peso, area, relacion area/peso y composicion proximal. Para
todos los casos se verific el cumplimiento de los supuestos
de homogeneidad de varianza y normalidad. Los analisis
estadisticos se efectuaron mediante el programa estadistico
IBM® SPSS® Statistics 20. Para las decisiones se us6 un
nivel de significancia del 95%.
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RESULTADOS

CARACTERIZACION MORFOLOGICA

De las 6 microalgas bentonicas aisladas, tres fueron
diatomeas pennadas, dos cianobacterias y una clorofita. La
diatomea Cylindrotheca closterium mostré movimientos
rapidos, no formd colonias en medio liquido, present6 débil
adhesion al sustrato y el mayor tamafio de todas las especies
aisladas (Fig. 1A, Tabla 1). Las diatomeas Entomoneis alata
y Plagiotropis lepidoptera tampoco formaron colonias en
medio liquido, presentaron movimientos lentos, fuerte
adhesion al sustrato y tamanos relativamente grandes (Figs.
1B-C, Tabla 1). En cuanto a las cianobacterias Komvophoron
crassum 'y Synechococcus sp., éstas no mostraron
movimiento y sus células presentaron los menores tamafios
entre todas las microalgas aisladas (Fig. 1D-E, Tabla 1).

Mientras K. crassum presentd un tipo de crecimiento eréctil
y colonial en medio liquido, Synechococcus sp. creci6 de
forma postrada, adhiriéndose fuertemente al sustrato y no
formé colonias en medio liquido. Finalmente, la clorofita
flagelada Tetraselmis chuii exhibié movimiento en las
células mantenidas en el plancton cuando los cultivos se
mantuvieron con agitacion, en ausencia de ésta, presentd
fuerte adhesion al sustrato, y un tamafio intermedio con
relacion a las demas microalgas aisladas (Fig. 1F, Tabla 1).

EXPERIMENTO DE CULTIVO EN SISTEMA PLANCTONICO

Los cultivos plancténicos de las microalgas aisladas
iniciaron con una densidad promedio de 5,6 x 10° cél
mL! y alcanzaron valores maximos de 46 y 97,5 x 10° cél
mL"! (Fig. 2) entre los 4 y 10 dias de cultivo. Los mayores
valores de densidad algal se obtuvieron con las microalgas

Figura 1. Microalgas bentodnicas aisladas en Santa Marta, Colombia. A) Cylindrotheca closterium, B) Entomoneis alata, C) Plagiotropis
lepidoptera, D) Komvophoron crassum, E) Synechococcus sp. y F) Tetraselmis chuii. Fotos tomadas por los autores con microscopio 6ptico
(100x) / Benthic microalgae isolated in Santa Marta, Colombia. A) Cylindrotheca closterium, B) Entomoneis alata, C) Plagiotropis lepidoptera,
D) Komvophoron crassum, E) Synechococcus sp. and F) Tetraselmis chuii. Photos taken by the authors with an optical microscope (100 x)
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Tabla 1. Caracterizacion de 6 cepas de microalgas bentdnicas aisladas en el litoral rocoso de Santa Marta, Caribe Colombiano. Valores
promedio y errores estandar de la longitud, area, peso, relacién area/peso, y forma de crecimiento de acuerdo a Kawamura &
Hirano (1995) / Characterization of 6 strains of benthic microalgae isolated in the rocky coast of Santa Marta, Colombian Caribbean.
Average values and standard errors of length, area, weight, area/weight ratio, relative growth constant (K), maximum density and

shape of growth according to Kawamura & Hirano (1995)

Microalga Longitud Are? Peso_l Relaci(’)r; ére'fll/peso For_mg de
(um) (um”) (ngcél™) (um” pg™) crecimiento

Bacillariophyta

Cylindrotheca closterium 61,07+ 14 945+6" 139+1° 0,67 +0,01° A

Entomoneis alata 38,32+ 0,7° 76 £2°¢ 178 £5° 0,42 +0,19¢ B

Plagiotropis lepidoptera 4441 +£3,7° 239+31*° 897 2,66+ 0,12* B
Cyanophyta

Komvophoron crassum 135£03% 32+01° 9742° 0,03 +0,24° C

Synechococcus sp. 239+02¢ 55+02° 64=9¢ 0,08 +0,01¢ B
Clorophyta

Tetraselmis chuii 10,60 £0,9° 39+22' 7259 0,53 + 0,03 B

Las letras diferentes indican diferencias significativas entre microalgas (P < 0,05)
A= Formas postradas de débil adhesion y con movimientos rapidos, B= formas postradas fuertemente
adhesivas y con movimientos lentos, C= formas no méviles de crecimiento eréctil
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Figura 2. Densidad celular (cél mL?) de 6 especies de microalgas benténicas del Caribe mantenidas en condiciones de cultivo
plancténico bajo techo. Las barras verticales corresponden al error estandar / Cell density (cell mL?) of 6 species of benthic
microalgae from the Caribbean maintained under indoor planktonic culture conditions. The vertical bars correspond to the

standard error

Synechococcus sp. seguido por T. chuii, y luego E. alata,
mientras que los menores se evidenciaron en P, lepidoptera,
C. closteriumy K. crassum (gl =5, F =476,028, P<0,001).
Los valores de tasa de crecimiento x oscilaron entre 0,39 y
0,79 div dia "' (Tabla 2), siendo mayores los obtenidos en E.
alata, siguiéndole K. crassum, mientras que los menores se
presentaron en 7. chuii, C. closteriumy P. lepidoptera (gl=
5, F=811,240, P< 0,001, Fig. 3).

No se encontrd ninguna correlacion significativa entre los
valores de densidad maxima o  de las microalgas en cultivo
plancténico con su tamaifio (n= 6, r=-0,600, P> 0,208), peso
(n=06,1=0,086, P> 0,05), area (n=6, r=-0.116, P> 0.05)
y relacion area/peso (n= 6, r=-0,143, P > 0,05).
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Tabla 2. Composicion proximal y parametros de crecimiento de 6 microalgas bentdnicas aisladas en el
Caribe y cultivadas en sistema planctonico. Los valores corresponden a los promedios * errores estandar
/ Proximal composition and growth parameters of 6 benthic microalgae isolated in the Caribbean and
cultured in batch planktonic. The values correspond to the averages + standard errors

Microalgas l?::;ls;d Ho Proteinas  Carbohidratos Lipidos Energila protI: ie;:/celggrg‘,a
'y M 9~ 0, 0, 0, e
(x 10°cél mL™) u(div dia™) (%) (%) (%) (Jmg™) (mgJ ™)
Bacillariophyta
Cylindrotheca closterium 522+72¢ 0,40 £ 0,00 36,5+ 0,4° 35,8+ 1,6° 155+0,8 18,49+0,1¢ 1,94 £0,013*
Entomoneis alata 682+4,7°  0,79+0,00° 27,6+02° 22+05%  502+0,1° 2348+0,1° 1,16+0,011°
Plagiotropis lepidoptera 472+1,8"  039+0,000 26,6+0,6° 46+0,6°  456+02° 22,04+0,1° 1,19+0,023°
Cyanophyta
Komvophoron crassum 50,7319 0,75+0,01°  86+02¢ 547+12° 237+04% 19,14+0,1¢ 0,43 +0,014¢
Synechococcus sp. 97,4+26,6" 0,55+0,00° 12,8+1,0° 56,2 +0,8" 27,1+0,1°  21,19+£03° 0,51 +0,063°
Clorophyta .
Tetraselmis chuii 97,5+9,9°  0,41+0,00° 10,7059 67,0+ 1,1° 37037 1465+0,1°  0,68+0,001°
u: duplicacion de células por dia; letras diferentes denotan diferencias significativas
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Figura 3. Producciéon de biomasa (mg mm2) de 6 especies de microalgas bentdnicas del Caribe cultivadas en sistema benténico sobre
placas de PVC inmersas en acuarios de 10 L con F/2, bajo techo y en exterior. Las barras verticales corresponden al error estandar /
Biomass production (mg mm) of 6 species of benthic microalgae from the Caribbean grown in benthic system on PVC plates immersed
in aquariums of 10 L with F/2, under indoor and outdoor conditions. The vertical bars correspond to the standard error

COMPOSICION PROXIMAL

El contenido de proteinas oscild entre 9 y 37% del peso
seco (Tabla 2), siendo mayor en C. closterium, seguido de
los de E. alata y P. lepidoptera y menores en K. crassum
y Tetraselmis chuii (gl= 5, F= 344,354, P < 0,001). El
porcentaje de carbohidratos oscilé entre 2 'y 67% en peso
seco (Tabla 2), presentando los mayores valores en 7. chuii,
siguiéndole las cianobacterias, y los valores mas bajos los
presentd C. closterium (gl= 5, F= 664,358, P <0,001). El
contenido de lipidos estuvo entre 4 y 50% del peso seco
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total (Tabla 2), mostrando los mayores valores E. alata,
seguida de P, lepidoptera 'y Synechococcus sp. mientras que
el valor mas bajo lo presentd 7. chuii (gl= 5, F=1626,929,
P <0,001). En cuanto al contenido de energia, ésta varid
entre 14,65y 23,48 J mg™! (Tabla 2) presentandose mayores
valores en E. alata seguida de P. lepidoptera, y los mas
bajos en T. chuii (gl=5, F=220,97, P <0,001). La relacion
proteinas / energia estuvo entre 0,43 y 1,94 (Tabla 2), siendo
mayores los valores en C. closterium y los mas bajos en K.
crassum’y Synechococcus sp. (gl=5,F=282,40, P<0,0001).



Se encontrd una correlacion significativa entre los valores
de densidad méxima en cultivo planctonico y el contenido
de lipidos (n= 6, = 0,559, P = 0,016). No se encontr6
ninguna correlacion significativa entre los valores densidad
maxima y u de las microalgas con el contenido de proteinas
(n=6,r=-0,199, P=10,427), carbohidratos (n= 6, r= 0,342,
P =0,165), energia (n= 6, r= 0,358, P = 0,145) ni relacion
proteinas / energia (n= 6, r=-0,386, P=0,114) de las dietas.

EXPERIMENTO DE CULTIVO EN SISTEMA BENTONICO

Las placas de PVC desprovistas de microalgas alcanzaron
valores maximos de biomasa algal seca adherida entre 1,1
y 35 mg mm?luego de 5 a 11 dias de cultivo (Fig. 3). Las
mayores biomasas sobre placas la presentaron K. crassum
y le siguié Synechococcus sp. mientras que las menores se
registraron en C. closterium y E. alata. Las microalgas K.
crasum, T. chuii. P. lepidoptera'y C. closterium mostraron
mayor produccion de biomasa en condiciones dentro del
laboratorio (P < 0,05) mientras que en Synechococcus sp.
se verificd mayor produccion de biomasa cuando se cultivo
en exterior (P < 0,05) y en E. alata no se encontraron
diferencias en los dos ambientes (P > 0,05). Los valores de
4 oscilaron entre 0,12 y 0,74 (Tabla 3), mayores valores se
obtuvieron con las microalgas K. crassum, Synechococcus
sp. y P. lepidoptera, mientras que los menores se presentaron
en las microalgas C. closterium y T. chuii (gl= 5, F= 92,60,
P<0,001). Para la mayoria de microalgas no se encontraron
diferencias significativas en el crecimiento en condiciones
bajo techo y en exterior, solo en E. alata, mayores valores
se registraron en las mantenidas en exterior (g 1= 5, F=
5,21, P=0,0316).

DiscusIiON

El presente estudio puede considerarse entre los primeros
esfuerzos reportados sobre el aislamiento y evaluacion
del potencial de microalgas bentonicas del Caribe para
ser usadas como alimento en maricultura. Se proveen
las caracteristicas morfologicas, composicion proximal
y crecimiento de 6 cepas pertenecientes a 3 divisiones
algales, las cuales demuestran su potencial nutritivo y
productivo para ser usadas como alimento en acuicultura.
Con esta informacion y la disponibilidad de las mismas en la
Coleccion de Microalgas UMC-MA 205 de la Universidad
del Magdalena, puede contribuir a su utilizacion en el
desarrollo de la acuicultura especialmente de la region
Caribe, asi como de otras zonas o especies tropicales.

Los diversos tamafios de las microalgas aisladas permiten
utilizarlas como alimento en diferentes fases del desarrollo
de organismos acuaticos de interés comercial y/o para
el zooplancton usado en su alimentaciéon. Los pequefios
tamafios de las cianofitas aisladas (< 2,5 pum) serian
consideradas de gran potencial para alimentar larvas de
bivalvos (Raby et al. 1997) u organismos zooplanctonicos
usados como alimento vivo (Motwani & Gorokhova 2013),
cuyas pequefias bocas y carencia de estructuras externas de
trituracion les impide ingerir particulas de mayor tamaio.
Adicionalmente, su capacidad para producir sustancias
extracelulares poliméricas que facilitan su adhesion al
sustrato (Scott et al. 1996), puede actuar como fuente de
alimento durante las fases de asentamiento y post-larvas
(Kawamura et al. 1995). Por otro lado, el tamafo intermedio
de la clorofita 7. chuii (10 pm) resulta apropiado para
ser usado en larvas de gasteropodos (Aldana-Aranda et

Tabla 3. Composicién proximal y parametros de crecimiento de 6 microalgas bentdnicas aisladas en el Caribe y cultivadas en
sistema bentdnico en lote bajo techo y en exterior usando F/2. Los valores corresponden a los promedios t errores estandar /
Proximal composition and growth parameters of 6 benthic microalgae isolated in the Caribbean and cultured in benthic systems
under indoor and outdoor conditions using F/2. The values correspond to the averages + standard errors

Biomasa maxima

Biomasa méaxima en

ubajotecho  u en exterior

Microalgas bajo techo (mg cm?)  exterior (mg cm?) (div dia™) (div dia™)

Bacillariophyta

Cylindrotheca closterium 6,57+ 0,34 1,28 0,06 0,24+0,04°  0,12+0,04°

Entomoneis alata 4,88 +0,34° 4,65 +0,34° 0,37+0,01° 0,56 + 0,00°

Plagiotropis lepidoptera 6,12+ 0,29¢ 5,45+0,19¢ 0,69 + 0,00° 0,67 +0,01*
Cyanophyta

Komvophoron crassum 27,73 £ 1,57* 35,06 = 3,52° 0,57 +0,00° 0,74 +£0,02°

Synechococcus sp. 18,87 + 0,29h 28,24 + 0,32h 0,61 +0,02* 0,72 +0,01*
Clorophyta

Tetraselmis chuii 11,32+ 1,23 2,88+ 0,34 0,31+0,01°  0,2340,06"

u: duplicacion de células por dia; letras diferentes denotan diferencias significativas
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al. 1991), camarones (Ronquillo et al. 1997, Okauchi &
Tokuda 2003, Pérez-Morales et al. 2016) y peces (Reitan
et al. 1997). Mientras que los grandes tamafios de las
diatomeas aisladas (> 30 pum), las hace utiles para post-
larvas y juveniles de gasterépodos (Kawamura et al. 1995,
Capinpin 2015), equinodermos (Shi et al. 2013) y crustaceos
(Martins et al. 2014).

La forma de crecimiento de alta adhesion al sustrato
de E. alata, P. lepidoptera y T. chuii, sugiere que estas
microalgas pueden ser altamente digeribles para post-
larvas de gasteropodos, ya que se ha reportado que las
microalgas con este tipo de crecimiento son facilmente
fragmentadas por parte de la radula y su contenido puede
ser absorbido (Kawamura et al. 1995, Onitsuka ez al.
2007). Resultados positivos en el desarrollo gonadal,
crecimiento y/o supervivencia han sido hallados en post-
larvas de gasteropodos usando como alimento especies de
diatomeas del mismo género (Carbajal-Miranda et al. 2005,
Viana et al. 2007, Koike et al. 2011), pero aparentemente
Tetraselmis suministrada en monocultivo no proporciona
estos resultados (Leighton 2008).

Los altos valores de densidad celular en sistema de
cultivo plancténico presentados por la cianobacteria
Synechococcus sp. y la clorofita 7. chuii (> 96 x 105 cél
mL") sugieren que estas especies son ideales en cultivos
planctonicos o indculos con alta densidad algal sin importar
que esto se logre en un periodo de tiempo relativamente
largo (8 a 10 dias). Mientras que los altos valores de
crecimiento u en sistema plancténico obtenidos con las
microalgas E. alata y K. crassum (> 0,7 div dia™') indican
que estas microalgas son apropiadas para producir algas en
menor densidad o in6culos en un corto periodo de tiempo (<
4 dias). Los valores de densidad y/o crecimiento logrados
en este estudio son menores a los reportados en especies
similares como Synechococcus elongatus (24,3 x 10° cél
mL", Sanchez-Saavedra et al. 2010), Entomoneis puntuclata
(1,73 div dia!, Knuckey et al. 2002) y Komvophoron sp.
(2,98 div dia’!, Jiménez-Valera & Sanchez-Saavedra 2016),
pero mayores a los reportados para el género Tetraselmis
(1-3x 10° cél mL'y 0,11-0,56 div dia!, Brown et al. 1998,
Jiménez-Valera & Sanchez-Saavedra 2016). Se ha sugerido
que las microalgas de menor tamafio presentan mayores
valores de crecimiento que aquellas mas grandes debido
a que tienen una mayor relacion superficie/volumen y
una estructura menos compleja, lo que hace que absorban
nutrientes a una mayor velocidad e inviertan menos recursos
en producir organelos (Reynolds 2006). En el presente
estudio, la falta de correlaciones entre ¢l crecimiento de las
microalgas estudiadas con su tamafio, area, peso y relacion
area/peso no soportan esta hipotesis, al igual que no lo hacen
otros estudios con diatomeas (Correa-Reyes et al. 2001,
Knuckey et al. 2002).
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Altos contenidos de proteinas y relacion proteina/energia
fueron hallados para las diatomeas C. closterium, E. alata'y
P, lepidoptera (26% y 1,16 mg J!) siendo valores mayores
o iguales a lo reportado previamente para especies tales
como Cylindrotheca fusisformis (20% y 0,72 mg J!, Shi
et al. 2013), Cylindrotheca sp. (8% y 0,83 mg J!, Chen
2007), E. punctulata (16% y 0,99 mg J', Knuckey et al.
2002), P. lepidoptera (11-33% 0,86-2,50 mg J!, Correa-
Reyes et al. 2001, Sanchez-Saavedra 2006) y Chaetoceros
muelleri (0,58 mg J', Saucedo et al. 2003). Altos valores de
crecimiento y/o supervivencia se han registrado en moluscos
alimentados con géneros de diatomeas obtenidas en este
estudio (Knuckey et al. 2002, Uriarte et al. 2006, Chen
2007, Viana et al. 2007). Entre mayor es el contenido de
proteinas de las microalgas usadas como alimento, mayores
son los valores de supervivencia y/o crecimiento de post-
larvas y juveniles de bivalvos (Utting 1986), gasteropodos
(Bautista-Teruel & Millamena 1999, Carbajal-Miranda
et al. 2005), equinodermos (Heflin ez al. 2012), asi como
de crustaceos (Huo et al. 2014) y peces (Arce-Uribe
& Luna-Figueroa 2003) alimentados con zooplancton
enriquecido con microalgas de alto contenido proteico.
Las proteinas del alimento son principalmente usadas
para el crecimiento, sin embargo, cuando en la dieta no se
suministran suficientes fuentes energéticas, los animales
usan las proteinas como fuente de energia (Cowey &
Sargent 1972, Bautista-Teruel & Millamena 1999). De alli
que la alta relacion proteina/energia se considere importante
para maximizar el crecimiento (Saucedo et al. 2013, Huo
et al. 2014). Teniendo en cuenta los altos contenidos de
proteinas y relacion proteinas/energia de las diatomeas
aisladas en este estudio, puede considerarse que estas tienen
un alto potencial nutritivo para organismos acuaticos de
alimentacion bentonica.

Los altos contenidos de lipidos de las diatomeas E. alata
y P. lepidoptera (> 45% de peso seco) son mayores a los
reportados previamente en especies como E. punctulata
(29%, Knuckey et al. 2002), y P. lepidoptera (8-12%,
Sanchez-Saavedra 2006, Correa-Reyes et al. 2009). Aunque
los lipidos son muy importantes porque proveen energia,
fosfolipidos, acidos grasos poliinsaturados y vitaminas
(Fleming et al. 1996), su exceso en la dieta puede afectar
negativamente la ingesta, crecimiento y supervivencia, asi
como aumentar la adiposidad en los tejidos (Zhao et al.
2015). Luego, estas diatomeas pueden ser especialmente
utiles si son suministradas mezcladas con otras microalgas
de bajo contenido de lipidos o bien antes de alcanzar etapas
del desarrollo con altas demandas energéticas como las de
desove o asentamiento. Durante estas etapas, los lipidos
acumulados en los tejidos de larvas y post-larvas tempranas
pueden usarse como reservas energéticas, permitiéndoles
superar las limitaciones alimentarias exdgenas que
experimentan (Gallager et al. 1986, Carboni et al. 2012).



Los altos contenidos de carbohidratos registrados para 7.
chuii, K. crassum'y Synechococcus sp. (> 50%) son mayores
que los reportados para los géneros Tetraselmis (8-26%,
Brown et al. 1998, Renaud et al. 1999, Matias-Peralta et
al. 2012), Komvophoron (4-12%, Jiménez-Valera 2016)
y Synechococcus (15%, Becker 1994). Altos contenidos
de carbohidratos en la dieta (35-60%) se han asociado a
mayor crecimiento larvario y de juveniles tempranos en
moluscos (Brown et al. 1998) y en equinodermos (Xia et
al. 2015). Los carbohidratos son importantes en la dieta
de organismos acuaticos debido a que son una fuente
inmediata de energia (Mann & Gallager 1985), sin embargo,
su exceso puede inhibir la ingesta (Fleming et al. 1996).
Cianobacterias de los géneros hallados en este estudio han
sido usadas eficientemente como alimento por organismos
zooplanctoénicos como Artemia (Jiménez-Valera & Sanchez-
Saavedra 2016), copépodos (Motwani & Gorokhova 2013)
y rotiferos (Hirayama et al. 1979), asi como por juveniles de
camaron (Kent et al. 2011) y larvas de bivalvos (Gallager et
al. 1994). Es asi como la clordfita y cianobacterias aisladas
pueden resultar muy utiles para ser mezcladas con otras,
especialmente en fases del desarrollo donde hay demandas
altas de energia como en las fases post-larval y juvenil.

Los altos valores de produccion de biomasa adherida a
sustratos (> 28 mg cm™) presentado por las cianobacterias K.
crassum 'y Synechococcus sp. sugieren que estas microalgas
son ideales para alimentar organismos que tienen altos
requerimientos de biomasa algal tales como ‘spats’ y
juveniles de abalones (Parker et al. 2007, Araya et al. 2010).
Mientras que los mayores valores de crecimiento en sistema
bentonico presentados por K. crassum, Synechococcus
sp. y P. lepidoptera (> 0,6 div dia"') resultan ideales para
producir una biomasa algal moderada en el menor tiempo
posible, lo cual es requerido en el asentamiento y las post-
larvas tempranas de abalones que no toleran exceso de
biomasa algal (Leighton 2008). Los valores de biomasa
y/o crecimiento hallados en este estudio son mayores a los
reportados previamente en cianobacterias como Microcoleus
vaginatus (1,1 mg cm?, Lan et al. 2017), Nannochloropsis
oculata (1,6 mg cm?, Shen et al. 2014), Scenedesmus
obliquus y Nitzschia palea (0,3 mg cm, Schnurr et al.
2013).

La mayor produccion de biomasa adherida a sustratos
obtenida en el sistema de cultivo bentdnico bajo condiciones
bajo techo en comparacion con los cultivos en exterior en
la mayoria de las microalgas estudiadas, coincide con lo
encontrado en otras microalgas cultivadas en el tropico
como Chaetoceros calcitrans, Chaetoceros muelleri
(Velasco et al. 2016) y Amphora sp. (De la Pefia 2007),
asi como en el invierno y/o primavera para C. muelleri
(Lopez-Elias et al. 2005) y Nannochloropsis sp. (Pérsico
et al. 2011). Los cultivos algales en condiciones exterior
estuvieron expuestos a mayores valores de intensidad
luminica, los cuales pueden causar fotoinhibicién (Wahidin
et al. 2013) y a muy altas temperaturas, las cuales pueden

provocar el descenso del crecimiento (Sandnes et al.
2005). Adicionalmente, en condiciones exterior existe
una mayor probabilidad de que los cultivos se contaminen
con zooplancton, otras microalgas, bacterias y/o virus,
lo cual afecta negativamente su crecimiento debido a su
consumo, produccion de agentes alguicidas, reduccion de
la disponibilidad de nutrientes por competencia y/o cambios
estructurales de las células algales (Grossart 1999, Wang et
al. 2013, Lan et al. 2015).

La mayor o igual produccion de biomasa adherida de las
cianobacterias Synechococcus sp. y E. alata cultivadas en
exterior en comparacion a aquellas mantenidas bajo techo,
sugiere que estas microalgas son tolerantes a los cambios
ambientales y pueden aprovechar las condiciones de alta
temperatura e iluminacion para producir mas biomasa, como
se ha registrado previamente en otras cianobacterias como
Microcoleus vaginatus (Lan et al. 2015).

En conclusion, todas las microalgas bentonicas aisladas
parecen tener un potencial para ser producidas y usadas
como alimento en acuicultura ya que aportan diferentes
nutrientes y caracteristicas que las hacen ttiles para este fin.
Las diatomeas E. alata, P. lepidoptera y C. closterium tienen
tamafos grandes, ademas de que aportan altos contenidos
de proteinas y optima relacion proteina/energia. E. alata
adicionalmente presenta altos valores de crecimiento en
sistema plancténico y bentdnico, y aporta altos contenido
de lipidos y energia, por lo que podrian servir para alimentar
bivalvos, gasteropodos, equinodermos, crustaceos y
organismos zooplanctonicos usados como alimento vivo
de peces. Las cianobacterias K. crassum 'y Synechococcus
sp. presentaron caracteristicas ideales para ser usadas como
alimento de gasteropodos, zooplancton y larvas de bivalvos,
tales como pequefios tamafios celulares, alto contenido de
carbohidratos, ademas de los altos valores de crecimiento
y biomasa adherida al sustrato, especialmente cuando son
cultivadas en exterior. Mientras que la cloréfita T. chuii
tiene una alta capacidad de produccion algal en cultivo
plancténico, un tamafio intermedio y puede aportar un alto
contenido de carbohidratos, siendo apropiada para alimentar
bivalvos y equinodermos. El paso a seguir es validar los
resultados obtenidos a una mayor escala de produccion,
asi como probar su uso en especies tropicales de interés
en acuicultura.
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