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RESTMEN

En este trabaje se utilizaron seia diferentes dietas para
cultivar el caracol P, flagellata, en condiciones de laboratorioe,

en la Escuela de Biologfa de la Universidad de Costa Rica.

La investigacidén pretendiz determinar el crecimiento del cara-
col segiin la dieta, comparar las diferencias en peso y longitud to-
tal de concha con los valores del porcentaje de protelnas alecanzado

por estos en cada dieta.

En la primera parte se determindé gue en condiciones naturales,
eate molusco se alimenta principalmente de microalgas clorofficeas

de las especies Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliguus y Ankis-

trodesmus falcatus,

Las microalgas anteriores se aislaron y se cultivaron en for-
ma individual y mezcladas, Se determind las constantes de creci-
miento de dichos cultivos. También se calculd la cantidad de re-
pollo gque era ingerido por los caracoles, con el fin de evaluar
‘posibles residuos de la agricultura como alimento para estos molus-—

COB.

Luego con dietas de repollo y microalgas se determind el cre-



cimiente de los caracoles y su respectivo porcentaje de proteinas
alcanzado segin la dieta, encontrfindose que con sclo repollo alcan-
zaron los méds altos valores en peso y longitud total de concha,

pero el valor proteinico de los caracoles fue bajo. BEn el trata-
miento con las tres eepecies de microalgas mezeladas mis repolle, se
notd un alto valor proteinico de los caracoles, pero la longitud de
concha ¥ el peso fueron bajos. En la dieta de las treas especies de
miceroalgas mezeladas, loa caracoles alecanzaron altos valores en to-
dos los pardmetros medidos. Esto anterior indicd gque de acuerdo a
la finalidad del cultivo de los caracoles, as{ puede utilizarsec una

u otra dieta segln sea el caso.

- Considerando el tipo de alimentacifn del caracol P. flagellata,
puede adaptarse bidn a policultivos pues se alimenta de microalgas
adheridas al sustrato y tambiénm de hojas tiernas de algunas horta-

lizas, sumentando asi la productividad del policultivo.



INTRODUCCICH

La acuicultura en términos generales se cezdece cemo la pro-
duccibn de biomasa en cuerpos de agua 1imitadea (Soceder, 1981),
tal biomasa se considera ceme uma fuente alterna de produccién de

proteina para consumo humane.

Lo anterior hace sue la acuicultura teme gran impertancia, ya
gque pretende el aprevechamiente de especies animales y vegetales,
con caracteristicas tales come una alta tasa de reproduccidn, cre=
cimiento rfpide, resictencia a enfermedades y adaptabilidad a cen=
dicienes de cultive ( Cell, 1983; Bardach et al 1972 y Merales,
1978).

Para cbtener mayor rendimiente ¥ bajar los cestos de produec~
cibn en zmcuicultura se trata de utilizar alimento barato; es asui
doende cebran importancia especies dulceacuicolas sue se nutren de
la produccifén natural algal de un estanque, Un ejemplo de esto
son los peces conecides ceme lisas (familia Mugilidae), cuyo prin-
eipal alimente son algas filamentosas ¥y diatémeas, secfin anflisis

de contenidos estomacales (De Lemus et al_  13580).

Epifanie (1975, 1978,197%) y De Fauw et 11_1{1933}, sefialan

que lag dietas para moluscos = base de micreoalgas favorecen el




crecimiento em el pese de los erganismos. Algunas microalgas uti-

lizadas en estas pruebas han sido bacilarioficeas tales como Skeleto-

nema cestatum, Nitzschia sp., Chaetoceres sp. y cleroficeas come

Chlorella sp. y Chlamydomonas sp.. En otros casoe, las microalegas
son utilizadas para alimeatar eorganismos como crustficeos cepépodes,

Artemia salina (Branchiepeda:Cladecera) y rotiferos, sue sirven

de alimento a otres animales de impertancia comercial, como le son
larvas de langostas, larvas de peces, camarones de agua dulce ¥

otros, ( Uhlig, 1981; Witt et al., 1981 y Siek, 1976).

Los gastr8podes tambifn son organismos de importancia para el
desarrolle de la asuicultura, especialmente los herbivores, ceme

es el caso de los caracoles del género Pomacea (=Ampullaria) (Fre-

sobranchia: Ampullariidae). As{ Maita (1978), indica que Fomacea
maculata puede ser empleade en acuicultura debido a sue se alimenta
en cendiciones de laberaterie, de hojas fiernas de plitanc, rdbane,
lechuga, repollo entre otras y en forma natural lo hace de vegeta-

cién aBociada al borde de les rios, como Lenma minor (Lampazo) ¥

Eichornia cassipes (Lirie de agua); alcanzande estos pesos de 11,6

grames en 125 dias de cultive y mortalidades de tres por mil.

Otra eepecie de importancia alimenticia es Pemacea flagellata

(8ay), introducida a Costa Rica como Pomacea zeteki (Marrisen).

P. flarellata se encuentra actualmente en los estangues de la




Estacifn Enrigue Jiménez Nfifiez (EEJIN) en Cafias , Guanacaste, propie-

dad del Ministerio de Agricultura y Ganaderfa.

Algunos individuos de P, flargellata fueron trasladades a la
estacidn de Acuicultura de A,5.B.A.N.A. en 28 Millas, Limdn donde
han mestrade buen rendimiente en crecimiente y reproduccibn, (Vi-

llalobos, 1985; comunicacidn persenal).

Lebe (1986) trabajande cen P. flagellata, evalud aspectos bip-
métrices y de composicidn biogquimica de la cerne, utilizande caraco-
les recelectados en los estanques de la EEJN , hize observaciones
en aspectos reproductives en condiciones de laboratorie, Durante

8u estudio utilizd repello (Brassica sleracea var. capitata) vara

alimentarlos. Bricefie (1986) también alimentd con repollo carace-
lea de esta misma especie, en un estudio de infecciln experimental

con Angiostrongilus cestaricensis {Hematnda:Anginstrnngilidae}, lg=

grandeo infectarles experimentalmente ¥ encontrande unz fuerte scti-

vidad inmunoldgica como respuesta a la presencia del parisito.

De la biologia de esta especie de caracoles se tiene poca in-
formacién., Se sabe gue su principal alimente son las algos gue

se adhieren al sustrato y otras materias vegetales,



OBJETIVOS

El objetivo general de este eastudio, es determinar el creci=-

miento del caracol Pomacea flagellata (Say), utilizando seis di-

ferentes dietas de microalgas ¥ repollo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1=  Determinar las especies de microalgas gue constituyen el prin-

¢ipal alimentc de P. flagellata, en los estangues de la estacidn

Enrique Jiménez Nifiez.

2=  Analizar el valor proteinico de las diferentes dietas, para es=-

tablecer su relacidn con el crecimiento observade,



REVISION DE LITERATURA

El phyllum Mellusca, segln Willows (1973), Merten (1967), Pur=
ehon (1977), Wilbur y Yonge (1968) y Heas (1971), estd constituide
de siete clases: Aplacophora, Monoplaceophora, Foliplacophera, Gas=-
tropoda, Bivalvia (Pelecypoda) y Cephalopoda. Dentro de la clase
Gastropeda se encuentran tres subclases: Proscbranchia, la gue
segin Barnes (1980) y Meglitsch (1933), corresponde a les caracoles

marinoes y dulceacuicelas. pertadores de branquias, la cavidad del

manto y los érgancs gue contiene se encuentran en la parte anterior
del animal. Opistebranchia: en su mayoria animales marinos, gue
tienen una sola auricula y un sole nefridio del lado derescho, pre-
sentan reduccidn o pérdida de la concha y la cavidad del manto ¥
ELn hermafroditas. Pulmenats: caracoles o babosas due tienen una
auricula, un sole nefridio, faltan las branquias y la parte derecha

de la cavidad del manto estd convertida en una clmara vascularizada

para intercambic gaseoso, sin opérculo v son hermafreditas.

La subclase Prosobranchia segiin Morten (1967), ha side divi-
dida en tres drdenec a saber, Archaegastropoda en donde se inelu=
yen caracoles "primitives" que suelen tener dos branquias bipecti=-
nadas, dos aurfculas y dos nefridies, aunsue la branauia derecha
puede estar reducida o no existir; concha espiral o secundariamen-

te simétrica; la mayor parte de las especies son marinas.




Les miembros del orden Mesogastropcda poseen un& sola bronmuia
unipectinada, una surficula y un nefridie en el ladeo izsuierdo; son
principalmente marinos pere hay muchos génercos de agua dulce v te—

rrestres; este es el mayor de les tres Ordenes.

En el orden Neogastropeda los individues tienem tambifn una
Bela branquia unipectinada, un osfradic bipectinado, sistema nervio-
80 concentrado y una concha con una muesca o un canal sifonal. En

su mayor parte san especies marinarg y carniveras,

El orden Mesogastropoda ha sido dividido en una serie de super-
lamilias; una de &stas es Viviparidacea, en la cual se encuentra la
familia Ampullariidae (Burky y Burky, 1977). Segin Novikeff (1963)
¥ Pennak (1953) todos sus miembros tienen opérculo concéntrico, po-
simultineamente una braneuia y un saco pulmunar; el corazén
una auricula sencilla y probéscide dividida con dos tenticulos;
mente viven en sustratos ledosos, son dioices ¥y tienen una ri-
tipe taéninglnaadal la cual, seglin Hyman (1967), consiste de gie=
te dientes en hilere transversazl, con une central ¥y a cada lado une

lateral y dos marginales.

Dentro de la familia Ampullariidae, Malek (1950) incluye los
generos Afropomus (Pilsby y Bequeaert), Saulea (Gray), Asolene (D'=

pingny), Pila (Reding) de Africa y Asia, Lanister (Montfort) en




Africa: Marisa (Gray) en Sur América y Pomacea (=Ampullaria)(Ferry)

en Centro y Sur América, Sur de Estados Unidos e Islas del Caribe
(Malek y Cheng, 1976 y Pointier,1974). Dentro de este filtimo gé-
nero se encuentra 2. costaricana, que es endémieca de la cuenca del
Tempieque, Costa Rica, P. conoidea y P. flagellata gue se encuentran
en la misma zona (Martens, 1890), aue como se indicd antes fue intro-

ducida,

Lobo (1986) describe a P. flagellata (seglin Martens, 1890), de 1la
siguiente munera: " se caracteriza por tener una conch; de forma muy
variable, principalmente distinguible por su forma ovalada, con espi-
ra bastante obtusa y sutura superficial; la superficie de 1ls concha
h? suave y ligeramente brillante, con numercsss impresiones, 21 pe-
Tistoma relativamente grande y expandido, condiciln observable espe-

pinlmanta en lado externoc en la mitad inferior del mismo.

La concha es generalmente de golor amarillo - verdoso (oliva)
ido, lisaéamenta méis oscura en la mitad inferior. Los especime-
viejos adquieren una coleracifn vicleta como occurre en la mayo-
de las especies de este género. En las conchas frescas, las es-
s superiores son a menudo de color violeta, e inclusive, algunas
sces se vulven negruzcas. El interior de la abertura es general-

ente de un color parde plirpura oscura'.

Sobre esta especie los finicos trabajos dicponibles son los de



Lebo (1986), Bricefio (1986) y la descripcidn de Martens (1890), $in
embargo, sobre otros miembros del miemo género si hay informacidn
diversa diponible. En su gran mayorfa esti referida a su importan-
cia come fuente de alimento de aves, tortugas y lagartes (Snyder y
Kale, 1983; Beissinger, 1983; Kushlen, 1975; Bourne y Berlin, 1982
¥ Collett, 1977). También estes autores mencionan gue en gsaneral
estos caracoles son actives durante la noche mientras se alimentan;
slgunas de las especies estudiadas sen: P. urceus (Miller), F. pa-
ludoga (B8ay), P, haustrum (Reeve), P. delieides (Reevs), F. chemni-

tzi y P. maculata (Perry).

Algunos otros trabajos informan sobre caracteristicas relacio-
nadas con les desoves. Asi Filho (1965) hizo conteos de masas de
hueves todes los meses durante tres afios, encontrande gue hay una
correlacidn inversa y positiva entre el volumen de precipitacién
pluvial y el numere de masas de P. haustrum, en condiciones de
estanaue. En ambiente natural Kushlan {1978) ha intentado expli-
car la estrategia de la coloracibn de las masas de huevos de P,
paludesa; concluye gue 2stos no sen criptices sine evidentes, lo
que parece ser un caricter importante para evitar la depredacidn
por parte de los principeles depredadores, como lo son las aves
y algunos peces , aunque no evita la depredacidn por parte de

invertebrados, principalmente saltamontes.




Hay trabajes erientados hacia la adaptacibn sque tienen caraco-
les de eate génere, para scohrevivir a condiciones adversas comoe por
ejemple la sequia. Tal adaptacién conocida como estivacidén, ha sus-
sitado una serie de estudiocs, de resistencia a la desecaci®n, como
en P. haustrum (Andrade, 1978, 1981); rezulaciér de la temperatura
corporal cusndo hay expesicién directa al sol, (Burky et al., 1972);
256 de eclesidn de huevos en relacién al cicle-estival (Pachece
8l.,1971); caracteristicas respiratorias durante su cicle esta-
(Pereira y Pachece, 1971). Asimismo se han realizade estu-
fios comparativos de estructuras de les epitelios del intestine de

, urceus, en los sue se menciona la presencia de altas densidades

» células mucoides, en diferentes procesos de autefagia celular;
srgas formas de lisosomas y presencia de cuerpes densos aue su-
en acumulacienes de reserva proteica. También aparecen célu-
2= basales sue pueden ser las respenssbles de la regeneracibn de

s tejidos una vez superada la épeca seca ( Pachece, 1973; Fache-
'y Scorza, 1971). Pacheco (1971 a,b) hizo anflisis ultraestruc-
es del epitelio superior del rifibn de P. urceus, encontran-
formacibén de uratos duranie la etapa estival, ¢ cea se vprodu-
:'Iﬁumulauinnuﬂ de fcido firico en tsl concentracidn que se forman
screciones le aue permite economizar al mfximo el agua. Las re-
de carbohidratos durante la estivacidn ha sido tambifn moti-

2 estudio.



Seglin Cedefie et 21.(1971); Cedeflio-Ledn (1984) y Little (1968),
las reservas de carbohidratos son regul&das por el hepatopfincreas;
en el primer mes se utiliza el glicdgeno del hepateplncreas pero
luego se usa el del pie, las gbnadas (en los machos) y el galac-
togeno de la glindula del albumen en las hembras, aunsue segin
McMahon et al, (1957), las hembras de P. zeteki, no tienen galac-

tbgeno en la glandula de albumen sino gzlucégeno.

También se han realizado estudies para estimar y predecir la
Siomasa, utilizande peses y mediciones lineales de las conchas
urne y Berlin, 1982; Cellett, 1977: Guedes et al, 1981); en ge~

ral se ha encontrade una fuerte correlacidn para Ampullaria cana-

culata, entre el pese total ¥y el peso de la carne, pese de concha
pese de la carne, Con P. paludosa se ha trabajade en regenerascién
concha ¥ se ha legrado determinar diferencias tante en Ja de loa
istales, como en la cantidad de materiales mue sen depesitades

en la zona regenerada (Meenakshi et al. 1975).

Se han llevado a cabo estudics desde el punte de vista micro=

bieldgice, y se ha logradeo sbservar tromitodos (Schistosoma dermati=-

tis) y contaminacidn per salmonelas, les cuales pueden afectar al
hembre &i no se tiene ninglin contrel (Hanning y Leedon, 1978; Barte

lett y Trust, 1976).

10



Segin Lim Boo Liat et al.(1978), el ampulldrido Pila scutata es

‘usado como fuente de mlimento para muchas ﬁnﬁunidadea humanas ssocia=-
das a los campos de cultiveo de arrnz anegado, como son los pueblos del
sudoeste de Asia (China, India y Malasia); esto tiene repercusidn des-
‘@e el punto de vista médico ya que estos caracoles son vectores de
ynrisitna; pero se pueden tomar algunas medidas para evitar este nro-
‘blema, como seria hervir los organisrmos por mis de ur minuteo para
matar las larvas de los parfsitos. Bricefio (1986) gefiala que para

evitar la transmisién de Angiostrongylus costaricensis, ademfs de lo

recomendado anteriormente, se debe refrigerar los caracoles no menos
72 horas a unos 4 - 6 grados Celcius o utilizar concentraciones de
ido acftico al 0.1 % tambiln durante no menos de 72 horas.

En cultivos de gastrOpodos son pocas las especies de importan-
& directa ya que su utilizacién estf restringidas al Indo-Pacifico,
ia Orientel, Europa y algunas regiones del Norte ¥ Centro America,
(Lauchner, 1980 y Bardach et al., 1972). Ejemplo de estos son o1
alén [Haliotis spp. (Gastropoda:Haliotilidae)] en el Facifico (Japén

California); concha real [Strcmhus sigag (Strumhid&ei] en Bahamas

Indias Occidentales (Brownell, 1977); Littorea (Litorinidae) ¥ Bu-

inum undatum (Bussinidae), especialmente en Inglaterra, Franecia y

lgica (Lauchener, 1980). Los casos anteriores son organismos ma-

os aunque también en Francia se cultivan algunos caracoles terres—
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tres del género Helix; sin embargo, sobre especies de agua dulce

la informacién es escasa, ejemple de estos trabajos son les de
Maita (1978) y Filhe (1956), los cusles tienden a ser ilustratives
¥ preliminares y ne sefialan ningln sistema a seguir para cultivo a

gran escala,

En cuanto a la utilizacién de cultivos de microalgas vars
alimentar molusces, la mayoria de los trabajes estln dirigidos
hacia el engorde de bivalvos, peces y crustficeos como conénodes ¥

Artemia salina (Branchiopoda: Cladocera), gque & la vez se utili-

zardn para alimentar peces o larvas zooplanctdnicas (Epifanio, 1975
1979 a,b; Uhlig, 1980; De Lemus et al, 1980; Witt et al., 1931 y
De Pauw et al., 1983). Para uso en la alimentacidn de caracolcs
8e han realizado pocos trabajos, Asi Brownell (1977), alimentd

Strombus gigas, S. costatum y 5. pugilus con microalras, pero no

determind cufles microalgas eran su principal alimente, ni la can-
tidad consumida por les organismos; sélo estudid el comvortamisnto
de alimentacidn de las larvas veliger y de los juveniles. Tambifn
legré determinar que estos organismos son aptos para cultivarlas en

forma de policultive cen peces, tertugas y crusticeos,

Dorezus y Harman (1977) estudiaron los efectos del forrajeo de
dos especies de caracoles de agua dulce sobre el nerifiton, ¥y de-
mostraren que ambas especies actuande juntas pueden ser eficicntes

para eliminar el exceso de perifiton, aumentande la calidad del agua,



13

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacidn se realizd en condiciones de laboratorio en
la Escuela de Biologfa de la Universidad de Costa Riea, durante los
meses de setiembre de 1985 a mayo de 1986 , wtilizando caracoles

de la especie Pomacea flagellata (Say) y micrealgas de la Estacién

Enrigue Jiménez Nhiez (EEJN).

BECOLECCION DE MUESTRAS
Se tomaron cuatro muestras de agua ( dos en

&goste y dos en setiembre ce 1985) y cuatro rospados de las paredes
los monjes de los estanques de tierra de la EEJN (dos en agesto

¥ dos en setiembre de 1935).

De las muestras recolectadas se hicieron cultives en medie WC,
cual es especifico para microalgas de agua dulce ¥ consiste en
modificacidn del medio Chu N°10 de Gerloff, Fitzgerald y Skoos,

echa por Wright (196#).[%er anexo Ia

Tambign en la EEJN, en el mes de setiembre de 1935, se extra=
n contenidos estomacales de doce organismos de P. flawellata,
* diferentes tamafios y a diferentes heras del dfa, siguiendo el
:1ndn de McKillup (1979), el cual consiste en extraer el conteni-
estomacal con una pipeta e goterec y sembrar en tubos de encayo,

contengan medio de cultivo, en este caso WC, Para este proce-



dimiento es necesario equipo de diseccidn esterilizado y agus des-
tilada estéril abundante, cada diseccidén y siembra se realizd en

- menos de diez minutes.

 CULTIVO Y SELECCION DE MICROALGAS
Una vez wue se logrd sue las micre-

algas crecieran en los tubos de ensaye (indicade per la presencia
~de celor verde en el centenido del tubo), se hicieron preparaciones
para obgervar al micrescopic y determinar las especies de microalgas
& abundantes, tanto en laes musciras de agua come en les conteni=-
dos estomacales. Se seleccionaren las tres especies de microalgas

abundantes en las muegtras de contenidos estemzcales,

LAMIENTO
Cen una 2sa esterilizads se tomaron gotas del comtenido

los tubos de ensayo y se procedid a rayar en agar con medie WC.
Una semana despufs se exanminaron las cajas de Petri al micres-
io y se procedid a sembrar las colenias de microalgas seleccio-

de nueve en agar.

Una vez que el crecimiento de laes micrealgas fue evidente, =me
ron ¢olonias de microalgas con ayuda de pipetas Pasteur esteri-
adas ¥y se sembrarcen en diez tubos de ensayo con diez mililitres
medio WC. Des semanas después mediante observacidn =l micrnﬂccpi;

- notd que el cultive no era unialgal.



Para obtener un cultive unialgal se utilizaron diluciones se~
riadas (1:10), hasta tener en el tube de ensayo {inicamente la es-
pecie de microalga deseada. El crecimiente mediante este Procese
tard$ entre 15 y 22 dias. El procedimiento anterior se repitié pa-
ra cada una de las tres especies de microalgas seleccionadas, pere

solo en dos se legré obtener cultivos unialgales.

Para lograr el cultive de la tercera microzlga en forma uni-
algal , se tomd una muestra del contenide de un tubo y con ayuda
de una pipeta Pasteur, se vertid una gota del contenido sobre un
portacbjetos con depresién., Se hicieron dilucienes geriales so-
bre varios portacbjetos ceon depresién hasta obtener en forma uni=-
aigal la especie deseada, Utilizando una micropipeta Pasteour y
bajo el microscopio (a 10X) se tomé una o varias celulas de la

microalga selecciensada Y Se sembrd en un tubo de ensayoc con me-

dio de cultive WC,

Una vez obtenides los cultives unialgales de las tres especies
mis abundantes, fueron purificadas traténdelas con una mezcla de an-
tibidticos compucsta de Streptomicina, Penicilina y Cloranfenicel,

para eliminar pesibles bacterias y hongos segln Stein {lg?ﬁ}.l}er

anexo 1}

Una semansa mis tarde los cultives unialgales y puros se sem-
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braron en erlenmeyer de 125 ml conteniendo medic WC, Para aumen-
tar el veolumen del cultive se repitid este procedimiento tres ve-
ces con intervalos de dos semanas, utilizande erlenmeyers de 250,
500 y 1000 ml respectivamente, este se realizd para cada microalza

seleccionada.

La determinacibn de las especies de microalgas fue realizada

por el M, Sc. Gerardo Umafia, utilizando las claves de Prescott

(1962, 1970).

Para el crecimiento de lae micrealgae en cultivo se utilizaron
lamparas Sylvania f20t12 de 15 watts, para iluminacidn permasnente ¥
la aereacidn proporcionada por un compresor de aire, con un &mbite

de earga y descarga de 35 a 60 libras de presién,

Al inicio la determinacidn del crecimiente de las microalgas
se realizd mediante conteos directos utilizande un hemoeitémetrs
de 0,1 mm de profundidad, (Improved Neubauer Levi-Hausser) y un
microscopic. Al finalizar el ensayo, se repitid la determinaecifn
del crecimiento de las microalgas, utilizandeo un espectrofotdmetra
(Zumatzu 80 uv.). Cen este se realizaron mediciones de densidad
éptica (DO), la cual es proporcional cen el nilmero de corganismos
por mililitre en suspensidn. Para calcular la longitud de enda

adecuada para cada cultive, se utilizaron los métodos de Sorokin

16
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973), Bianchini et al.(1985), gque consisten en hacer mediciones
leande suspensiones de celulas, diluidas consecutivamente seis
ocho veces (1, 1/2, /4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, etc. ). Las me-

iciones se hacen a diferentes longitudes de onda. A las medicio-

s realizadas se les resta la uUltima (correspendiente a 1la més

diluida en cada serie) para obtener valeres corregides. Ge toma el

or corregido mis alto de cada longitud de enda y se divide entre

su respectivo niimere de diluciones. La longitud de onda sue tenga

21 valor mfs cercano a 1.00, es la mfs adecuada para el cultivo aue

se estd analizando, Esto se hace para cada cultive, Una vez deter-

‘minadas las longitudes de onda para cada cultive se realizan las me=-

diciones de DO, Cada cince dias dichos valeres se comparan con con-

teos de cflulas realizados con el hemocitémetro al microscopic. Le
anterior se hizo para los siguientes cultives de microalgas : Chlo-

rella vulgaris, Scenedesmus obliauus y para un cultive donde cstaban

las tres especies de algas juntas, no asi para Apnkistrodesmus Talca-

tus , pues durante este periodo no se contd cen la cantidad suficien-

te para realizar estas mediciones.

Se centruyeron curvas de crecimiente para cada cultive unizlgal
¥ se calculd la constante de crecimiente exponencial, también cono-
cido como el nfimero de divisiones por dfa (k), y el tiempo de gene=

racion (G), segin le describe Guillard (1973).
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Las dietas ensayadas para determinar el crecimiento de Pomacea

ellata en cultive fueron:

1= Mezecla de las tres especies de microalpgas seleccionadas.
2= Mezcla de las tres especies de microalgas selecclonadas
més repolloc.

3- 8blo repollo (Brassica oleracea var. capitata).

Lae B881lo Ankistrodesmus falcatus. (Cerda) Ralfs 1843,

5=  86le Chlorella vulgaris. Beyerinck 1890,

6~ S58le Scenedesmus oblimuus. (Turp) Kuetzing 1833.

Para calcular la cantidad de repello sue ase utilizd en los

tratamientos 2 ¥y 3 se hizo lo siguiente: se agregd una cantidad de
repollo mojade previamente pesado, a un grupo de 30 caracoles (de
ﬂifurenta& tamafios), durante dos dfas. Al cabe de estos se rece-
gid el residuo de repoello, se calculd la diferenciz del peso y se
compard en términos de percentaje con el peso total de los 30 ca-
racoles. Lo anterior se hize cinco veces y se logrd determinar gque
para el segundo tratamiente (dieta), se debia asgregar cada dos dias
una cantidad de repollo, eeuivalente al 2,5% del peso de los caraco-
les ¥y para el tercer tratamiento se debfa agregar una cantidad de re-

polle equivalente al 5% del peso de los caracoles.

La tasa de adicidén de repolle se ajustd semanalmente, pues con
el crecimiente de los ecaraceoles la cantidad de repollo debfa aumen-

tarse proporcionalmente al peseo.
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Para ceda dieta se utilizé un frasco de vidrio transparenta de

un galdén de capacidad, con tres litros de medio WC més 500 ml de cul-
tivo unialgal y puro de la micrealga respectiva. El frasco ge taps

con un cilindre de espuma de peliuretane de 6 cmx de grueso.

CULTIVO DE CARACOLES
Se recolectaron 250 caracoles de P. flagellsta

de la EEJN con un promedie de longitud de concha de 10 mm. Antes
de incluirlos a les frasces se les eliminé las aleas adheridas a
sus conchas, sumergiéndoles en una selucidn de mertiolato, seguide
de sucesives lavades con agua destilada (método modificade de Sick,
1976). Seguidamente les caracoles s= transfirieron a frascos nT o=
vistos con medie WC por una semana. Al final de este lapso se to-
maron muestras del medio, con ayuda de pipetas Pasteur, se examing
al microscopic y se constatd la ausencia de algas. Posteriormente
se colocaron 35 de estos caracoles en cada una de las seis diferen-

tes dietas.

Durante los primercs 45 dias la temperatura ambiente oscild
entre 17 y 22 grados celecius ( se utilizd un termémetro clinice ti-
poe "Thomas"), le sue Provocd mortalidad de caracoles en todos lcg
tratamientos, pues temperaturas inferiores a 18 °C son letales Para
estos caracoles. A partir del 28 de febrero de 1986 se controld

la temperatura utilizande termostatos "Penn-plax" de 100 watts y
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10 pulgadas de lengitud (0.5 °C de presicién) y se entahilizs en

22 grados celecius, hasta el final del experimento.

Para determinar el crecimiento de los caracelen, .. pealizaron

mediciones semanales de lengitud total de concha ¥ jierg, total, uti-

lizando un calibrador "Mitutoyo" (0,05mm de presicibu) ¥ una balan=-

za "Ohaus" de 0.1 gramo de presicidn.

Antes de cada medicidn los caraceles se colocara, an papel

absorbente (papel tealla) por 15 minutes, para elimin.,, el exceno

de agua.

. Les anélisis de los valores proteinicos de 1as uintas y de los

caracoles alimentades con su respectiva dieta, se reujizaron ep el

laboratorio del Centro de Investigaciones en Product.., yaturales

(CIPRONA), de la Universidad de Costa Rica. Para euigg anflisis se

utilizé el métode de Micro-Kendall, con el cual Be olljepe ol por-

centaje de proteinas de la muestra respecio a su Peia gece. Fara

el calculo del porcentaje se utiliza la siguiente formula:

gastados del titulador X normalidad del titulador X v_gi4 yx 100 ¥ 6.25

%

—a

peso seco de la muestra

donde: el titulader es Acido sulflirice al Q.0169 R., 0,014 valer pa-

ra corregir la multiplicacidn ml de titulsdor gastados por su nor-

malidad y 6.25 es una constente.




PROCESAMIENTO DE LOS DATQS
Se tomaren datos de peso ¥y longitud total

de concha durante trece semanas consecutivas. Se calcule el prome-
dio y desviacidn estandar con los dates de cada semana para cada
dieta, Se utilizé la prueba de Kruskal y Wallis (Sokal y Rolhf,
1979), con una significancia del 5%, para establecer posibles di-

ferencias entre las dietas, tanto para peso como para longitud total

de concha.,
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RESULTADOS ¥ DISCUSION

Los anélisis de las muestras de agua de los estanques de 1a

EEJN, mostraron la presencia de gran nlimero de micronlgas entre las

cuales estén:
DIVISION

Cyanochlorontia

Chrysophycophyta

Gﬂlurﬂphycophfta

Cryptophycophyta

FAMILIA

Chroococcacesn

Oscillatoriacea

Nostocacea

Nitzschiacea
Naviculocea

Chaetoceracea

Chlorococosacea

Oedegoniacea

Chlorellacea

Scenedesmacea

Chlamydomonadacea

Cryptochrysidae

ESPECIE

Microeystis sn.

Oscillatoria sp.

Lyngbya sp.
Anabaena sp.
Nitzsechia =p.

Nawvicula su.

Chaetoceros msp,

Chlorococcunm sgp,

Tetracystis =ap.

Oedeponium sp,

Chlorella vulzaris

Ankistrodesmus faleatus

Scenedesmus obliauus
*_

Chlzmvdomonag S0

Rodomonas sp.

De las anteriores microalgas las mls abundantes en todans las

muestras fueron: Chlorella vulgaris, Ankistrodesmus falcatus y Sce-

desmus obligquus, Chlerococcum sp. ¥ Tetracystis an,

En los contenidos estomacales de los caracoles se observd 1z
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presencia de Microcystis sp., Chlorella vulgaris, Ankistrodesmus

falcatus y Scenedesmus obliquus; donde las tres {iltimas fueron las

mfs abundantes, Con base en lo anterior las microazlgas selecciona-

das para preparar las dietas fueron: C. vulgaris, 5. obliguus y A.

falcatus.,.

Las curvas de crecimiente de les cultives de micromlgas apare-
cen en la figura 1 . Se observa aue para C. vulgaris ¥ 8. ebliasuus,

7 7

sus curvas son similares pues alcanzan miximes entre 1X10' ¥y 1,1X10
c¢élulas por mililitro durante igual tiempo de vida, En A, falcatus
se nota que en menos tiempoc se alcanza un niimere mayor de células
per mililitre, e sez 1.5119? pero su tiempo de vida fue menor en
relacién a las eifras des especies de microalgas. Este cemuortamien-
to se debe a que agotan los nutrimentos del medio mfs répidamente
que las otras dos especies., Cuande las tres especies de microal-
gac estin mezcladas en un mismo cultive, se alcanzan nfimeros de cé-
lulas de QIlﬂﬁfml y el tiempe de vida del cultivo también fue menor
en relacién a S. ebliquue y C., vulgaris. Le anterior sugiere aue

la competencia por los nutrimentos entre las especies, impide gue

se alcance un mayor nimero de cé&lulas por mililitro, como si leo
hacen individualmente las especies de microalgas. También la com-
petencia entre especies por la toma de los nutrimentos es tal sue

estos disminuyen 7 las poblaciones de microalgas decaen en poco

tiempo.
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Las determinaciones de las lengitudes de onda dptimas, para
efectuar las mediciones de D O en los cultives wutilizande el es=
pectrofotémetro, indicaron gue para 5. obligquus, la lengitud de onda
adecuada era de 570 nandmetros (om). Esta determinacidn concusrda
con la obtenida per Cliveira y Resemberg (1980) para 5. suadricau-
da. ParaC..vulgaris resultS ser de 650 nm, valer cercano al infor-
made per Tamiya (1957) y Serekin y Kraus (1958), gue fue de 680 nm.

Para el cultive de las tres especies mezcladas la loncitud de
onda fue de 680nm. Para A. falcatus como se indicé antes no se rea-

lizaren estas mediciones.

En el cuadro 1 se observa los valores del nfmero de divisiones
por dia (k) y el tiempec de generacidn (G), caleulados por contee
directo y densidad b6ptica. Se nota gue les tiempos de generacidn
para las tres especies de microalgas mezcladas y A. falcatus fueron
bajos respecte a C. vulgaris y S. oblisuus; esto guarda relacién
directa con la longevidad de les cultives, pues cuando el tiempo
de generacibn es corto, el nimerc de individuos se duplica en menor
tiempe, por lo sue la utilizacidén de los nutrimentos disueltos en
¢l medie es mayor,o sea, la tasa de incorperacién de &stos es mhs
répida. Esta situacidn propicia una cafds en el nfimers de indivi-
duos de la poblacidén, una vez agotados los nutrimentos. Per ese

les cultives con C. vulgaris y 5. obliquua,los cuales poseen tiem-
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1

sres del nfimero de divisiones por dia (k) y tiempo de generaciédnm (G), en les
ved de microalgas.

Centeo directe Densidad o6ptica
(hemocitdmetrsa) {espectrafotbmatira)
k (per dia] G (en dlas) k (por dla) G (em dlas)

irella vulgaris 0.0638 k.70 0.0655 4,60

desmus ebliamuus 0.0711 4,23 00,0711 ¥.2%

trodesmus falcatus 0,0823 3,66 = x

la de las 3 especies 0.1106 2.72 0.1082 2.78

ge determing,
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poe de generacion mayores, tienen mayor amplitud en su fase expo-

nencial,

Notese en el cuadro 71, que los tiempos de generacidn obtenidos
con el contec directo y con la densidad fptica, son parecidos y en
el caso de S, ebliguus son iguales. Ya Guillard (1973), Stein (1973),
Oliveira y Rosemberg (1980) y Bianchini et al (1985), habian mencio-
nado que el uso de métodos colorimétricos (como la densidad &ptica)
para determinar el nfimero de células por mililitre en una suspensién

de microalgas, es muy confiable y rfpide de obtener,

En cuanto a la importancia de las dietas, ge nota en el cuadre 2

que con la dieta de repollo, los caraceoles zlcanzaron mayor ©eso ¥
longitud total de concha 4que los caracoles con 1as otras dietas. ﬁa-
tas diferencins son estadisticamente significativas como lo nuestra
el cuadro 3,lo gue parece indicar sue el repolle es la mejor dietz si
se gquisiera utilizar como principal fuente de alimento para el cre-
cimiente de P, flagellata, Sin embargo el valor proteinico del repo-
1le, el cual se muestra en el cuadro 4, es muy bajo y los caracoles
alimentados con esta dieta tambifn presentan un valer proteinico hajo,
apenas superando a aquellos alimentados con la diete de A. falcatus,
la cuel es una de las mhs pobres desde el punto de vista proteinico

¥ es la de mener aprovechamiente tanto en pesc come en longitud te-

tal de concha.,.
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CUADRO 2

Promedios y desviacién estandar del pesc ¥y longitud total de
concha de los 35 caracoles P, flagellata, alimentados en cada
una de las seis diferentes dietas, en condiciones de laborate-
riec durante trece semanas.

DIETA PESO (gr) LONGITUD (em)
X 5 x S

Selo repclle 1.283 0.499 1.549 0.226
3 especies de microalgas

_mezcladas + repello 0,821 0.212 1.356 0,743
3 especies de microalgas

mezcladas 0.901 0.235 1.389 0.123
Ankistrodesmus faleatus 0.749  0.183 1.196 0.113
Scenedesmus obliauus 0.861 0.194 1.294 0.156
Chlorella wulgaric = 0.588 0.226 1.503 0,268

= S30lo 11 semanas, X = Promedio, Sw Desvacidn estandar




Los caracoles con 1a dieta repollo, mostraren durante el perfo-
do de cultive dafios en sus conchas (desgaste y fisuramiento), si=
tuacién que no se observd en los caracoles de las otras dietas,

Lo anterior puede deberse a dos factores: el primero, a la
actividad de los mismos caraceles de roerse las conchas con las rl-
dulas, para raspar microalgas adheridas; el segundo, por baja con-
centracién o ausencia de carbonato de calcio en el medio. 35i se re-
cuerda los caracoles antes de ser introducides en los frascos de
cultivo se les elimind las mieroalgass, poer lo tanto serfsz una pér=-
dida de energia raspar las conchas dende no hay alimento, ademis en
los cultivos donde si hay micrealgas no se notd dafies en las conchas,
por lo que se deduce gue esste no es el factor gue explica tales da-
ﬂ;; observados. En cuanto a la concentracidén de carbonate de calcio,

ne fue determinado, per lo que no se sabe si fue el factor que in-

flu,}"ﬁ-

El cuadro 4, tambifn muestra que el valor proteinice de los
caracoles con la dieta " tres especies de microalgas mis repello",
es el mis alto, auncue el valor proteinice de la dista sea baje,
esto e debe a que el valor proteinice de la dieta se obtiene del
percentaje de protefnas de la muestra respecto a su peso Eeco; en
volumen y pese el repolleo aporta més aue las tres especies de micro-
algas, con lo gque influye directamente en el valor proteinico final

de la dieta. Por el contrario, observamos en el cuadro 2 aue el
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entaje de protelna de cada dieta y de los caraccles P. flagellats, ali-
des con cada una de las diferentes dietas, en condiciones de lihﬂratnrin.

Percentaje protelnice Porcentaje preteinice
de la diets de los caracoles
en esa dieta

pecies de micro=-

mezcladas 30,186 ¥ 1,72 39,710 = 0.26
pecies de microal=- & &
mezcladas + repelle 13.725 = 0.25 41.360 - 0.39

repolloe 12,065 L 0,16 39.210 = 1,50
orella vulegaris 24,186 0.19 =

edesmus ebligquus 32.116 ¥ 0.32 39.547 X 0,14
strodesnmus falcatus 28.713 X 0.76 29.915 X 0,24

No Be determing.
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aumento en el peso y longitud de concha es bajo comparfindolo con las

otras dietas y s8lo superando a la dieta A. falcatus, la cual como

se menciond antes es la mls pobre de todas lac dietas.

En cuanto a la dieta denominada "tres especies de micrealgas",
presenta (cuadre &) un alto percentaje proteinico y les caracoles
alimentados con esta dieta también muestran un alte contenido Dro-
tefnico, ademfs el aumento en el peso y longitud total de concha

de los caraccles con esta dieta fye segundo en orden de mayor aumen-

to, precedido de la dieta repollo. (Cuadro 4).

Las dietas compuestas de una sola especie de microalsa mostra-
;on diferencias entre ellas, agi S. obliguus fue la de mayor porcen-
taje proteinico y el porcentaje de proteinas de los caracoles alimen-
tados con esta dieta también fue alto segfin se ve en el cusdro Ly

pero en el cuadro 2, se muestra que el aumento de longitud total de

concha y peso, fue bajo en comparacifén con las otras dietas.

El valor proteinico de la dista C. vulgaris, fue mds bajo aus
las dietas de 5. obligquus y A. falcatus. El porcentaje de protefinas
para los caracoles alimentados con €. vulgarisg, no se pudo determi-
nar perque des seranas antes de concluir el ensayo, hubo una morta-
lidad total de los caracoles, situacidn que coincidid con sl final

de la fase exponencial del cultivo algal., Wilbur y Yonpe (1968) ¥
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Coll (1983), indican gque cuando los cultives de Chlorella sp. es-—
tin altamente concentrados, los organismos se alimentan muy acti=-
vamente ¥y provocan que la digestidn de tales cantidades de algas no
sea efectiva y algunag de esas microalgaa terminan el proceso de
fotosintesis liberando oxigeno, el cual en el estdmago es tdxico

¥y causante de muerte.

El cuadro 2 muestra claramente que los caracoles de la dieta
C. vulgarise, alcanzaron un peso y una longitud de concha relativa-

mente altos, hasta dos semanas antes de concluir el ensayo.

Se nota claramente que las dietas compuestas por las tres mi-
ﬁ}ualg&s mezcladas producen les valores més altos en el nivel pro-
telnico de los caracoles, Lobo (1986) utilizando caracoles B. fla-
gellate tralidos de los estanques de la EEJN, encontré que los valo-
res protefinicos de estos variaban entre 49 a 63% durante les seis
meses que recolectd datos; esto sugiere que & mayor diversidad de
microalgas como fuente de alimente es mayer el valor proteinice
alcanzado por los caracoles, ademés la ingestién en forma accidental
de hongos, bacterias y protozoaries, durante el raspade de las mi-

croalgas, puede influir también en el contenido proteinico del ali-

mento y gque se refleja en el porcentaje protefnico de lss caraceles,

Al considerar el tipo de alimentacidn del caracol P, flapgella-




la, este podria adaptarse muy bien en policultives, pues raspa las
microalgas adheridas al sustrato que no son utilizadas por leos de=-
mfs miembros del policultive tales como la tilapia, algunas carpas
¥ almejas de agua dulce, de esa manera utilizarfa completamente la

capacidad biogénica del estanque. También se pedrian anrovechar

algunos residuos agricelas para alimentarles, tales como hojas tiaer-
nas de legumbres y hortalizas, aumentando asi 1a preductividad del

pelicultivo.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1- Con base en los contenidos estomacales, se determind gque los
caracoles E. flagellata en los estangques de la Estacion Enrique
Jiménez Nifiez, se alimentan principalmente de cloroffceas de las

especies C. vulgaris, 'S. sblisuus y A. falcatus,

2= En este trabajo las especies de microalgas mezcladas en cultives
de volumen limitade, alcanzaron nlmeres de células por mililitro
inferiores a cultives de las mismas especies, pere cultivadas en

forma individual.

3= En este estudio los cultives de microalgas con tiempes de gene-
racion certos, mostraron periodos de vida mSs cortos, aue cultives

con tiempos de generacidn larges.

b= La dieta cempuesta por la microalga C, vulgaris faverece el au-
mento en longitud de concha y pese de los caracoles P, flagellata,
pero debe controlarse la concentracién de esta en el medie, para

evitar la muerte de los caraccles.

5= En este trabajo la dieta de microalgas mezcladas gque contiens

alte valor proteinico, logrd sue los caraceles slimentandos aen

ésta, alcancen altes velores en percentaje de proteinas, asi como
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en peso y lengitud de concha, que con dietas de una sola microalga.

6= La dieta de sdlo repollo favorece el aumente en peso y longitud

total de concha de los caracoles P, flagellata, pere el valor pro-
teinice de los caracoles con esta dieta es bajo, ademés se produ-

cen dafos externes en la concha,

7= La dieta con las tres empecies de microalgas mezcladas y repollo
fue la de mayor valor proteinice alcanzado por los caraceles, pero

el aumente en peso y longitud totul de concha es bajo, durante el

periodo de estudio.
€~ Para estudios similares ge recomienda determinar leos cicles de
vida y valores proteinices de las microalgas gue se utilicen, con el

fin de seleccionar agquellas fue presenten mzyor rendimiento,

9= También se recomienda hacer estudios de la adherencia de miero-
algas a diferentes superficies y materiales, con el fin de favorecer

la alimentacién de organismos que raspan paredes para alimentarse.
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ANEXO 1

Medio WC.

El medio WC segfin Guillard (1976), es una modificacién hecha por
Wright (1964) al medio Chu N° 10 de Gerloff, Fitzgerald y Skoogs, de
ahi su nombre, el Chu de Wright ( the Wright's Chu). Este medio es
utilizado para hacer crecer algas de agua dulce comunes y no es nece-

garipo agregar amortiguadores.

Composicidn del medio WC.
(Tomado de Guillard, 1976)

NUTRIMENTOS Solucién Original (% p/v)
Cacl,* EHEG 36,76

MgS0,+ 7H,0 36.97

HaH603 12.60

K, HPO, 8.71

H&HGE 85.01
Qligoelementos:

Se disuelven 4.36 mg de HnE'EDTA ¥ 3.15 mg de FECli- EHEG en 900
mililitros de agua destilada,
~ Se agrega luego 1ml de cada una de las siguientes soluciones de
metales traza, Eu$ﬁ4*5HEG (0.98, % p/v), ZnS0, *7H,0 (2.2, % p/¥),
GoCl,, Gﬂén (1 % p/v), MnCl, . #Hzn (18 % p/v) ¥ Na Mo, 2H,0 (.63 %p/v).

Vitaminas:

La golucibn de vitaminas esta compuesta por 1.0 ml solucibn de
biotina (0.1 mg/ml), 0.1 ml de B, (1mg/ml) y 20 mg de Tiaminas HC1
¥ se lleva a 100 ml de agua destilada,

Para preparar un litro del medio WC se agrega 1.0 ml de cada una

de las soluciones preparadas anteriormente.




Bolucion de antibiftices
(Tomado de Stein, 1973)

Se disuelven 100 mg de Penicilina-G y 50 mg de Estreptomicina en
10 mililitros de agua destilada.

Luego se agregan 10 mg de Cloranfenicol disuelto en 1 ml de etanocl
al 95 %, a la solucidn de Penicilina-Estreptomicina, Debe mezclarse
bien y Iuego se filtra con una membrana.
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