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RESUMEN. Navicula germanopolonica y Amphora sp, diatomeas benténicas aisladas en Cuba, se pueden utilizar en
la alimentacion de postlarvas de camarén, de ahi la importancia de conocer las condiciones 6ptimas de su cultivo. En
esta investigacion se evalué el efecto de la salinidad sobre la concentracién y las composiciones orgénica y proximal
de las mismas. Se ensayaron cinco salinidades (20, 25, 30, 35, 40 ups). La concentracién se determiné por conteo
directo. Se hall6 el peso seco y organico filtrando un volumen determinado de muestra por filtros de fibra de vidrio,
al igual que la cantidad de proteinas, carbohidratos y lipidos. Los porcentajes se determinaron por métodos clasicos.
N. germanopolonica mostré su mayor concentracion a 30 ups. La cantidad de proteinas, carbohidratos y lipidos es
mayor a salinidades bajas, encontrandose a 20 ups, 26 %, 11 % y 26 % respectivamente. Amphora sp alcanzé las
concentraciones mas altas a 35 ups. La composicién proximal tuvo sus valores méas altos a 20 ups. N. germanopolonica
alcanzé mayores densidades y valor proteico, sin embargo, al ser una célula mas pequefia son necesarios cultivos muy
concentrados para su utilizacién en alimentacién. El contenido lipidico de las dos especies fue alto comparado con
otras especies de microalgas plancténicas. N. germanopolonica dio mejores resultados a salinidades menores de 25 ups
y Amphora sp a salinidades alrededor de 30 ups.

Palabras clave: diatomeas benténicas, cultivos de microalgas, salinidad, composicién organica, composicién proximal,
Navicula, Amphora.

ABSTRACT. Navicula germanopolonica and Amphora sp, benthic diatoms isolated in Cuba, may be used to feed
shrimp postlarvae, thus the importance of establishing optimum conditions for cultivation. This study evaluated the
effect of salinity on the concentration and the organic and proximal composition of these species. Five salinities were
tested (20, 25, 30, 35, 40 ups). Concentration was recorded by direct count. Dry and organic weight were recorded
by filtering a certain volume of sample through fiberglass filters, together with the quantity of proteins, carbohydrates
and lipids. Percentages were determined following the usual methods. N. germanopolonica presented its greatest
concentration at 30 ups. The quantity of proteins, carbohydrates and lipids was greatest at low salinities, with 26
%, 11 % and 26 % respectively at 20 ups. Amphora sp reached its greatest concentration at 35 ups. The proximal
composition recorded its greatest values at 20 ups. N. germanopolonica recorded greater densities and protein values,
however, having smaller cells, the cultures need to be very concentrated to be used in feeding. The lipid content in
both species was high compared with other planctonic microalgae species. N. germanopolonica provided best results
at salinities below 25 ups and Amphora sp at salinities around 30 ups.

Key words: benthic diatoms, microalgae cultures, salinity, organic composition, proximal composition, Navicula, Am-
phora.
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INTRODUCCION

Las diatomeas, que pertenecen a la Clase
Bacillariophyceae, son organismos eucariontes,
unicelulares, fotosintéticos, cuya pared celular esta
compuesta por dos valvas de silice. Este grupo
ocupa una amplia gama de ambientes acuaticos
(dulceacuicolas y marinos), tanto en el plancton
como en el bentos. Entre sus diversas aplicaciones
esta utilizarlas en la alimentacién de organismos en
cultivo. Particularmente, las diatomeas benténicas
marinas han sido usadas en el cultivo de moluscos,
camarones, erizos y pepinos de mar. Ademas de
ser un buen alimento en camarones (Griffith et al.
1992; Curbelo et al. 2006; Leal et al. 2010) inducen
el asentamiento larval en abulones (Roberts 2001,
Searcy-Bernal et al. 2003), erizos (Xing et al. 2007)
y pepinos de mar (lto & Kitamura 1997), ademas
de ser de utilidad para mejorar la calidad del agua
en sistemas de cultivo (Khatoon et al. 2007). Para
obtener cultivos masivos de microalgas, en este caso
de diatomeas, es necesario estudiar su crecimiento
y su composiciéon bioquimica ya que la produccién
de biomasa y la calidad nutricional varian segin las
condiciones de cultivo. El valor nutricional de un
alga es un factor muy importante para la dieta de
los animales marinos (Knuckey et al. 2002). La
variacién en la composicién quimica de las microal-
gas depende de factores como la intensidad lumi-
nosa, salinidad, pH, temperatura y concentracién
de nutrientes. Abalde et al. (1995) sefialan que la
variabilidad bioquimica de las microalgas puede ser
utilizada para producir células con un contenido bio-
quimico previamente determinado. Muchos autores
coinciden en que, en dependencia de las condi-
ciones de cultivo, asi sera el valor nutricional de las
especies y la produccién de varias moléculas como
pigmentos, antibiéticos y otros, que dependiendo
de las condiciones a que son sometidas (luz, inten-
sidad luminosa, disponibilidad de nutrientes, pH,
temperatura, etc.) asi sera la cantidad y calidad de
su produccién (Lebeau & Robert 2003). Entre los
factores que regulan el crecimiento de los cultivos
de diatomeas, la salinidad es uno de los méas im-
portantes, sobre todo en paises tropicales donde las
temperaturas altas, la evaporacién y las lluvias sue-
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len afectar este parametro y con ello la produccién y
calidad de las células (Khatoon et al. 2010). El pre-
sente estudio contribuye al conocimiento de cémo
la salinidad influye en la produccién de dos especies
de diatomeas que se utilizan en la alimentacién de
postlarvas de camarén. El objetivo del presente tra-
bajo fue determinar el efecto de la salinidad sobre
las concentraciones celulares y las composiciones
organicas y proximal de dos especies de diatomeas
benténicas Navicula germanopolonica y Amphora
sp., aisladas en Cuba, en condiciones controladas
de cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Las especies sometidas a estudio fueron Navi-
cula germanopolonica Witkowski & Lange Bertalot
(Lange-Bertalot 1993) y Amphora sp, diatomeas
bentdnicas pertenecientes a la Clase Bacillariophy-
ceae, aisladas en Cuba de los tanques de reproduc-
tores del Centro de Produccién de Postlarvas de Ca-
marén “Yaguacam®, en la provincia de Cienfuegos.
Para la preparacién de los cultivos, el agua de mar
utilizada se filtré a través de cartuchos de 5y 1 um
de retencién y finalmente por carbén activado. Pos-
teriormente se cloré por 24 horas con hipoclorito de
sodio comercial al 5 % y se neutralizé con tiosulfato
de sodio a razén de 0.06 g L=!. Los ensayos se
realizaron con medio de cultivo Guillard h (Guillard
1975), en recipientes plasticos de 3 L, los cuales se
colocaron en estantes preparados al efecto donde
recibian entre 120-130 zmol m~2 s~ ! de intensidad
luminosa, aireacién continua de 5L min~! y tempe-
ratura de 24 + 1 °C. Se realizaron cinco tratamien-
tos a las salinidades de 20, 25, 30, 35 y 40 ups con
cuatro réplicas cada uno. Para reducir la salinidad se
adicioné agua destilada y para aumentarla se empled
NaCl. Los inéculos fueron previamente prepara-
dos a cada una de las salinidades de los diferentes
tratamientos y se ajustaron las concentraciones en
cada una de las unidades experimentales a 19 x 103
cel mI=! en el caso de N. germanopolonica y a 13
x 102 cel mI~! en el caso de Amphora sp. al inicio
de cada experimento. Se determinaron las concen-
traciones celulares diariamente hasta el dia 4. Las
composiciones organica y proximal se hallaron en la
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Figura 1. Crecimiento de Navicula germanopolonica a diferentes

salinidades. . . .
Figure 1. Growth of Navicula germanopolonica at different

salinities.

fase exponencial de los cultivos. La concentracién
se realizé por conteo directo, con la ayuda de un mi-
croscopio biolégico marca Olimpus, modelo BH-2,
utilizando una camara Neubauer. Se tomaron dos
submuestras de cada unidad experimental y se con-
taron los cuatro cuadrantes de las esquinas de cada
uno de los dos cuadriculados que tiene la camara,
para un total de ocho conteos por muestra de 10 ml.
En el caso de Amphora sp. se adicioné pentano al
5 % en cada muestra para disgregar las biopeliculas
y asi facilitar el conteo (Leal et al. 2012). Para
valorar el peso seco se utilizaron 200 ml de muestra
pasados por filtros de fibra de vidrio Wathman GFC
de 47 mm de diametro, con porosidad de 1.2 um,
previamente lavados con agua destilada y deseca-
dos hasta llevarlos a peso constante. Las muestras
se lavaron con formiato de amonio al 3 % para
eliminar los residuos de sales y se incubaron en una
estufa Barnstead, modelo 3513, a 60 °C donde se
dejaron por siete dias hasta que se secaran. Los fil-
tros fueron pesados en una balanza analitica digital
Denver Instrument, de 0.01 mg de precisién, hasta
llevarlos a peso constante. Después de determinar
el peso seco se pusieron en una mufla Barnstead,
modelo F48020-80, por 12 horas, a 450 °C y se
volvieron a pesar para hallar el contenido de cenizas.
La composicién organica se determiné de acuerdo
a lo descrito por Sorokin (1973). La cantidad de
proteinas se determiné por el método de Lowry et
al. (1951) para lo que se filtraron entre 15 y 20 ml
de cultivo. La cantidad de carbohidratos y lipidos
se determinaron por los métodos de Dubois et al.
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(1956) y de Bligh & Dyer (1959) respectivamente,
filtrando entre 30 y 40 ml de cultivo. Los filtros
utilizados fueron de fibra de vidrio Wathman GFC
de 25 mm de didmetro y 1.2 um de porosidad. Las
muestras fueron inmediatamente congeladas a -70
°C en un ultracongelador Thermo Fisher Scientific,
modelo U86-13D41, hasta su procesamiento. Para
cada una de las determinaciones se tomaron tres
muestras de cada unidad experimental por lo que se
procesaron un total 12 muestras por tratamiento.
Las lecturas de absorbancia fueron realizadas en
un espectrofotémetro Hach modelo DR 5000, a las
longitudes de onda que describe cada método. Los
datos se analizaron mediante ANOVA de una via
donde se comprobé la normalidad de los mismos y
la homogeneidad de varianzas. La comparacién de
medias se realiz6 mediante Prueba Tukey o Dunn’s
segin la prueba a aplicar fuera paramétrica o no.
Los valores porcentuales de la composicién proximal
fueron transformados a /n para su comparacién.
Se trabajé a un nivel de significacién de 0.05 y se
utilizé el software SigmaStat Versién 3.5.

RESULTADOS

Los cultivos de N. germanopolonica tuvieron
una fase de latencia bien marcada que duré un dia
(Figura 1). La salinidad influyé sobre esta especie
a partir del tercer dia. Al primer dia comenzé la
fase exponencial y al segundo dia todavia no existian
diferencias significativas (F = 2.985, p = 0.054) en-
tre las concentraciones obtenidas en los diferentes
tratamientos (Tabla 1). Aunque se observa cierta
estacionalidad a partir del segundo dia, las salini-
dades de 30 y 35 ups manifiestan un ascenso en
sus concentraciones. Las concentraciones celulares
a 30 ups resultaron las mayores y significativamente
diferentes del resto de los tratamientos los dias 3 (F
=7.954, p =0.01) y 4 (H = 17.442, p = 0.002).
Los pesos secos y organico fueron mayores a la sali-
nidad de 35 ups (Tabla 2) y resultaron diferentes del
resto de los tratamientos (H = 21.98 y 19.12, con
p < 0.001 respectivamente). La cantidad de protei-
nas, lipidos y carbohidratos, en base al peso seco,
fueron mayores a la salinidad de 20 ups (Tabla 3).
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Tabla 1. Concentracién = error estandar de los dias 2, 3y 4 (x 103 cel mI=!) en
los cultivos de Navicula germanopolonica a diferentes salinidades. Letras difer-
entes indican diferencias significativas a>b

Table 1. Concentration =+ standard error at days 2, 3 and 4 (x 103 cel mI—1) in
the cultures of Navicula germanopolonica at different salinities. Different letters
indicate significant differences a>b

Salinidades Dia 2 Dia 3 Dia 4
(ups)
20 276.25 + 18.60 a  280.00 + 7.96 b 252.81 + 3.04 b
25 317.81 £ 2223a 27031 +940b  274.69 + 4.19 b
30 405.04 + 5781 a 43027 +1127a 45813 +3.70a
35 308.44 + 18.33a 268.44 + 2225b  365.00 + 10.05 b
40 300.31 + 17.15a 370.31 +30.56 a 351.88 + 10.64 b

Tabla 2. Composicién organica + error estandar (pg
cel=1) en los cultivos de Navicula germanopolonica en
fase exponencial, con diferentes salinidades. Letras dife-
rentes indican diferencias significativas a>b.

Table 2.

Organic composition + standard error (pg

cel~1) in the cultures of Navicula germanopolonica in
exponential phase, at different salinities. Different letters
indicate significant differences a>b.

Tabla 3.Composicién proximal (en % del peso seco + error es-
tandar) de Navicula germanopolonica en fase exponencial, con
diferentes salinidades. Letras diferentes indican diferencias signi-

ficativas a>b.
Table 3.Proximal composition (in % of dry weight + standard

error) of Navicula germanopolonica in exponential phase, at diffe-
rent salinities. Different letters indicate significant differences
a>b.

Salinidades . Salinidades Proteinas Carbohidratos Lipidos
Peso seco Peso organico

(ups) 20 28 +1.09 a 11 +042a 26 + 1.48 a
20 273.70 = 12.64 b 200.50 + 4.68 b 25 23+064b 10+027a 23+0.75b
25 32377 £ 1069b 231.16 +5.72 b 30 22 + 066 b 10 + 0.68 a 22 +133b
30 308.86 + 18.32 b 219.19 + 1095 b 35 21 £057b 8 £0.21 ab 19 +1.02b
35 410.01 £21.10 a 270.81 + 11.67 a 40 19+ 1.83b 8+025b 20£0.89b
40 370.50 +30.81 b 23520 +19.42 b

Los cultivos de Amphora sp. no tuvieron fase de

latencia (Figura 2) y los que estaban a 35 ups
mostraron siempre las mayores concentraciones. Al
segundo dia de cultivo no se encontraron diferen-
cias significativas entre las concentraciones (F =
3.027, p = 0.051) (Tabla 4), sin embargo al tercer
dia, en las salinidades de 30 y 35 ups las concentra-

ceee 20 ups ciones fueron las mayores y difirieron del resto de los
—® -25 ups tratamientos (F = 8.147, p = 0.001). Al cuarto dia
e ups se obtuvo la mayor concentracién de esta especie
—& -35 ups . . ‘e .
a 35 ups, que fue diferente significativamente del
=B 40 ups

resto de las salinidades ensayadas (F = 6.343, p =
: 0.003). El peso seco fue mayor a la salinidad de 40
® ups (Tabla 5) y diferente del resto de los tratamien-
tos (H = 21.19, p < 0.001), sin embargo, el peso
organico fue mayor a 20 ups que no difirié del en-
contrado a 25y 40 ups (H = 24.48, p < 0.001). La
composicién proximal tuvo sus valores mas altos a

Dias de cultivo

Figura 2. Crecimiento de Amphora sp a diferentes salinidades.
Figure 2. Growth of Amphora sp at different salinities.
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Tabla 4.Concentracién = error estandar de los dias 2, 3y 4 (x 103 cel mI~1) en
los cultivos de Amphora sp a diferentes salinidades. Letras diferentes indican

diferencias significativas a>b>c.

Table 4.Concentration =+ standard error at days 2, 3 and 4 (x 103 cell mI—1)
in the cultures of Amphora sp at different salinities. Different letters indicate

significant differences a>b>c.

Salinidades Dia 2 Dia 3 Dia 4
(ups)
20 80.00 + 3.42 a 61.25 £ 465 c 89.06 =539 ¢
25 74.38 £ 3.40 a 05.31 +£ 13.18 b  119.38 £ 2231 ¢
30 73.75 £ 5.18 a 133.75 + 12.07a 143.75 +7.82 b
35 107.81 £ 1490 a 152.81 £21.83a 196.56 £ 2285 a
40 8344 £7.10 a 84.69 +£ 558 b 125.94 + 1150 b
Tabla 5.Composicién orgéanica + error estandar (pg cel~1) D|SCUS|ON

en los cultivos de Amphora sp., en fase exponencial, con
diferentes salinidades. Letras diferentes indican diferencias
significativas a>b>c

Table 5.0rganic composition =+ standard error (pg cell=1)
in the cultures of Amphora sp in exponential phase, at dif-
ferent salinities. Different letters indicate significant diffe-
rences a>b>c.

Salinidades o
Peso seco Peso organico
(ups)
20 666.62 + 19.00 b 473.77 £ 11.63 a
25 607.76 £ 4996 b 395.89 + 31.98 a
30 538.84 + 22.61 ¢ 346.06 £ 12.63 b
35 463.85 £ 35.32 ¢ 29895 +22.75b
40 763.96 + 64.83 a 441.83 + 23.68 a

20 ups (Tabla 6). Las proteinas, con un 19 %,
fueron diferentes del resto de los tratamientos (H
= 38.69, p < 0.001). Los carbohidratos (7 %) no
difirieron de los de 30 y 35 ups (H = 9.97, p =
0.041) y los lipidos no tuvieron diferencias entre 20
y 30 ups (F = 12.68, p < 0.001).

Tabla 6.Composicién proximal (en % del peso seco + error es-
tandar) de Amphora sp. en fase exponencial, con diferentes sali-
nidades. Letras diferentes indican diferencias significativas a>b.
Table 6.Proximate composition (in % weigh dry + standard er-
ror) of Amphora sp. in exponential phase, at different salinities.
Different letters indicate significant differences a>b.

Sall(rll:::)des Proteinas hci::::gs Lipidos
20 19 £+ 0.64 a 7+0.19a 24 + 0.50 a
25 16 = 0.73 a 6 + 0.15 a 23 +£0.82 a
30 15 +032ab 7 +021a 22 £ 0.52 a
35 15 +053ab 74+019a 21 4 0.40ab
40 12 + 0.60 a 6 + 0.27 a 18 £ 0.81 a

Las microalgas en general y particularmente
las marinas pueden tolerar un amplio rango de salini-
dades. Por si sola, la salinidad no es un factor fuerte-
mente condicionante, pero asociado a otros factores
puede ser muy importante (Abalde et al. 1995).
El efecto de la salinidad adquiere mas influencia
cuando se relaciona con otras variables como la tem-
peratura, luz, fuente de nitrégeno y concentracién
de nutrientes (Fabregas et al. 1984, 1985, 1986).

Ghezelbash et al. (2008) plantean que entre
los muchos factores ambientales, la salinidad limita
el crecimiento y la productividad de los organismos.
Las microalgas pueden soportar salinidades desde
3.4 a 34 ups (Taylor et al. 2001) y aunque este es
un criterio bastante generalizado, hay autores como
Laing & Ayala (1990) que plantean que los mejores
crecimientos de los flagelados marinos estan entre
20 y 25 ups y para las diatomeas entre 15 y 20 ups.
En el presente estudio se confirma la tolerancia que
tienen las dos especies estudiadas, independiente-
mente de que existen unas salinidades donde se
desarrollan mejor que en otras. Las concentraciones
que se alcanzaron no resultaron altas, aspecto que
se le atribuye a la temperatura en que se desarro-
llaron los cultivos. Leal et al. (2010) alcanzaron
concentraciones de Amphora sp. de 1x10% cel ml~!
a 28 °C, que fue la misma especie con que se trabajé
en este estudio, sin embargo Plasencia et al. (2004)
obtuvieron densidades de 500x10% cel mI~! a tem-
peraturas entre 23 y 25 °C para el mismo género.
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Por otra parte, Curbelo et al. (2006) obtuvieron
concentraciones de Navicula sp. de 600x10% cel
ml~! a 27 °C. En el caso de N. germanopolonica,
si bien su concentracién celular estuvo favorecida
entre 30 y 40 ups y su composicién organica a
35 ups, el valor nutricional, dado por la cantidad
de proteinas, carbohidratos y lipidos, fue mayor a
las salinidades mas bajas experimentadas. En el
caso de Amphora sp. las concentraciones fueron
mayores a 35 ups y el peso seco y organico a 40
ups, sin embargo, el peso organico de las células no
tuvo diferencias con 20 y 25 ups. La composicién
proximal de esta especie también fue mejor a salini-
dades bajas. Es importante y beneficioso el hecho
de que ambas especies tengan sus mayores valores
nutricionales a las salinidades mas bajas ensayadas,
porque cuando se utilizan para alimentar postlar-
vas tempranas de camarén, las mismas se crian a
25 ups, por lo que el alimento que suministramos
estd en su valor 6ptimo y asi se mantiene en los
reservorios de cultivo. La obtencién de mayores
biomasas con el aumento de la salinidad esta re-
portado también por otros autores. Ghezelbash et
al. (2008) plantean las mayores biomasas a 40 ups
para el flagelado Tetraselmis chuii. Khatoon et al.
(2010) obtuvieron las mayores biomasas de Navicu-
la sp. a 35 ups al igual que para Amphora sp. Los
valores obtenidos en la composicién bioquimica son
similares a los que ofrecen otros autores para mi-
croalgas marinas. Asi, Brown et al. (1998) plantean
que los valores de proteinas estan de 6 - 52 %, los
de carbohidratos de 5 - 23 % y los lipidos de 7 - 23
%. En otros estudios, Olivera (2002) cita rangos
entre 10 y 57 % para proteinas, de 4 a 37 % en
carbohidratos, de 2.8 a 28 % en lipidos y de 7 -
57 % en cenizas. Khatoon et al. (2010) plantean,
para Navicula sp. y Amphora sp., valores entre 40
y 50 % de proteinas y de 20 - 25 % de lipidos a
salinidades entre 15 y 25 ups, no encontrando en
ninguna de las dos especies diferencias significati-
vas en cuanto a los carbohidratos. Los valores de
proteinas que se encontraron en el presente estudio
no fueron tan altos como reportan estos autores y
eso puede deberse a que las condiciones de cultivo
no fueron idénticas y no sabemos si se trata de
las mismas especies. No obstante, coincidimos en
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que los valores mas altos de proteinas y lipidos se
encuentran a bajas salinidades. Hay autores, como
Courtois et al. (2012) que obtienen para cuatro
especies de diatomeas benténicas (Amphora sp.,
Navicula incerta, Nitzschia sp. y Proschkinia sp.)
valores altos de carbohidratos, entre 18 y 28 %, sin
embargo registran cantidades de proteinas entre 8
y 19 % y de lipidos entre 4 y 7 %. Las condiciones
en que desarrollaron sus cultivos fueron con medio
Guillard f/2 mas la adicién de 1 mg L' de SiO3, luz
continua a 60 pmol m=2 s~ !y 35 ups de salinidad.
Esto confirma el criterio de que no sélo la salinidad
influye sobre la composicién proximal sino que hay
que tener en cuenta la interaccion de otros factores
que inciden en el cultivo. El contenido lipidico de
las dos especies que se sometieron a estudio es alto,
incluso comparado con otras diatomeas benténicas,
aspecto éste muy importante debido a la necesi-
dad de lipidos que muestran algunos organismos
en cultivo como las postlarvas de camarén. Hay
autores que plantean que la inclusién de diatomeas
benténicas en la dieta de las postlarvas constituyen
una valiosa fuente de alimento para estos organis-
mos y su valor nutricional mas importante es el
alto contenido de lipidos que poseen (Griffith et al.
1992), por lo que las dos especies pueden utilizarse
como alimento de postlarvas de camarén, N. ger-
manopolonica cultivindose a salinidades no mayores
de 25 ups y Amphora sp. a salinidades alrededor
de 30 ups. Si comparamos las dos especies pode-
mos decir que N. germanopolonica alcanza mayores
concentraciones y tiene mayor valor proteico, sin
embargo al ser una célula mas pequefia que Am-
phora sp. necesitamos cultivos muy concentrados
para poder utilizarla en alimentacién de organismos
en cultivo como moluscos y crustaceos.
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