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Apresentacao

O Férum Ibero-Americano dos Recursos Marinhos e da Aquacultura (FIRMA) foi criado
para analisar o estado dos recursos marinhos vivos - grau de exploracdo, sustentabilidade,
conhecimento e perspetivas de sua utilizacdo - em diferentes paises ibero-americanos e
coadjuvar na promogdo de uma exploracdo sustentada e eficiente das pescas e da produgéo
aquicola. O FIRMA ndo é um congresso meramente cientifico que cobre os habituais circuitos
de difusdo da investigacdo na area das ciéncias marinhas e aquacultura. O FIRMA foi criado
pela méo e a imagem do “Foro dos Recursos Marinos e da Acuicultura das Rias Galegas” e
teve a sua primeira edicdo em 2007 - | Foro Ibero-Americano dos Recursos Marinhos e da
Aquacultura - na llha da Toxa, na Galiza. O Il FIRMA (2008) teve lugar na Venezuela, e o 111
FIRMA (2010) no México.

Na sequéncia do planeado anteriormente o IV FIRMA teve lugar em 2011 em Viana do
Castelo, Portugal.

O IV FIRMA, tal como os Férum anteriores, pretendeu ser um espago onde que 0s agentes
envolvidos - empresas do sector, investigadores, universidades, instituigdes governamentais,
e outros agentes de desenvolvimento regional, nacional e internacional, pudessem facilmente
compreender, divulgar e interagir em prol do desenvolvimento do sector e num espaco mais
alargado visando obter propostas concretas que permitam exercer acdes a curto e medio
prazo, com o objetivo de otimizar a gestdo dos recursos marinhos e o desenvolvimento da
aquacultura no espaco Ibero-americano.

Durante este IV-FIRMA, no qual contdmos com agentes e participantes de varios sectores,
debateram-se questdes fundamentais sobre o estado da pesca em Portugal que, apesar de ser
dos paises da Europa com maior area de pesca, tem sofrido sucessivos cortes nas suas quotas
(até 50% desde a adesdo de Portugal a CEE), e afronta hoje sérias dificuldades para perma-
necer ativa e viva.

Também se debateu a concorréncia desleal de paises terceiros que praticam a pesca sem
qualquer tipo de regras ou as praticas ilegais que devem ser perseguidas e punidas para
impedir estas injusticas que muitas vezes acabam com aqueles que agem com respeito pelo
mar.

A necessidade de se atuar, primeiro com debate e pensamento estratégico e depois com
acOes concertadas entre os varios agentes cientificos, associacoes profissionais e governamen-
tais, foi relevada no IV FIRMA, concluindo-se ser necessaria uma abordagem holistica para
as questdes do mar, assente numa gestdo integrada das zonas costeiras e num planeamento




estratégico para a utilizacdo do espaco maritimo.

No setor da aquacultura, fonte de proteina animal marinha e demais recursos, fez-se um
retrato do panorama nacional e das perspetivas de futuro em Portugal. E certo que na Gltima
década a producdo nacional se estancou nas cerca de 8.000 Ton/ano, mas nestes Ultimos anos
muito se tem feito para contornar esta situagdo, atraindo ndo s investimentos estrangeiros,
como também apoiando as empresas ja consolidadas. Existe hoje, como nunca antes houve,
um plano estratégico de incentivo a aquacultura que se espera que permita despertar todo
o potencial disponivel. A sustentabilidade foi tema central neste debate, ja que é preciso
conciliar producdo aquicola com geracgdo de postos de trabalho e riqueza, e com conservagdo
e gestdo cuidada do meio natural.

Os convidados da Espanha e da América Latina ensinaram-nos que muito mais pode
ser feito, e brindaram-nos com exemplos de inovacdo e melhoria de competitividade, com
aproveitamento e valorizacdo de efluentes, com aquacultura integrada e potencial de novas
espécies de elevado valor comercial. Houve tempo para tudo, até para questionar se realmente
estamos a interligar bem as interdependéncias entre recursos ambientais com a sociedade e
a economia.

Mas a maior satisfacdo veio dos estudantes e assistentes que reiteradamente nos trans-
mitiram a sua satisfacéo pelas questdes tratadas neste IV FIRMA e da utilidade deste evento
como ponto de encontro de empresas, institutos de 1+D e 6rgdos governamentais, que no seu
conjunto aportaram uma visdo mais global das oportunidades e problemas da atualidade.

Este IV FIRMA destacou-se ainda pelo elevado nimero de empresas convidadas nas di-
ferentes tematicas que nos deram a sua visao num contexto de dificuldades acrescidas e crise
agravada. Partilhar connosco soluces e formas de reagir a esses problemas incentiva-nos a
acreditar que podemos fazer mais e melhor.

Com a mesa da tecnologia do pescado e alimentagdo aprendemos certamente mais sobre
a importancia da dieta Atlantica e dos habitos de consumo ibéricos. Falou-se ainda do valor
acrescentado que podem ter produtos e subprodutos da pesca e aquacultura, e que podem
originar novas oportunidades de negdcio.

N&o poderiamos deixar de falar do bacalhau, rei incontestavel nas nossas mesas em
inimeras ocasides, seja em reunides de negocios ou em lazer com familiares e amigos. A
historia que nos liga a este recurso € secular, recheada de tragédia mas também de fortuna
e abundancia, ja enraizada talvez nos nossos genes. O bacalhau é motor da economia, e é
certamente um recurso que pode trazer ainda mais-valias para a industria da transformacédo
através do desenvolvimento de novos produtos inovadores para exportacao.
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No sector da biotecnologia, destacou-se o papel que as micro- e as macroalgas podem
ter como fonte de extragdo de compostos de alto valor comercial para a aquacultura e para
0 consumo humano, ou como fonte de biocombustiveis. Estes recursos, tdo abundantes na
nossa costa, continuam a ser menosprezados quando neles deveriam ser realgados.

Também as fontes hidrotermais encerram um enorme potencial biotecnolégico que nao
pode ser descurado, podendo dar trabalho a investigadores, estudantes, empreendedores e
empresas visionarias.

Finalmente concluimos que sem as redes de cooperacdo nada podemos fazer, a comuni-
cacdo é vital, a troca de informaces € hoje chave de acesso a conhecimento e competitivi-
dade. S6 com didlogo, esforgos conjuntos e construindo lagos estratégicos podemos fazer a
ponte da Ibéria com a América Latina, para ligar os dois continentes separados por este vasto
Oceano Atlantico.

Este livro pretende refletir a imagem de todas as vivéncias, debates e discussdes do IV
FIRMA, através das suas 468 paginas, contendo a maioria das conferéncias e dos trabalhos
apresentados.

A Comissdo Organizadora







IV Férum Ibero-Americano dos Recursos Marinhos e da Aquacultura

Agradecimentos

A comissdo organizadora do 1V Férum Ibero-americano dos Recursos Marinhos e da
Aquacultura apresentam os seus agradecimentos pela colaboracéo e apoio prestados na orga-
nizagéo e desenvolvimento do 1V FIRMA as seguintes entidades:

Instituto Politécnico de Viana do Castelo (IPVC), Portugal

Universidade do Porto, Portugal

Universidade de Santiago de Compostela, Espanha

Universidade do Oriente, Venezuela

Fundacion Sonora, México

Centro Interdisciplinar de Investigacdo Marinha e Ambiental (CIIMAR), Portugal
Escola Superior de Tecnologia e Gestdo (ESTG/IPVC), Portugal

Grupo de Acdo Costeira do Litoral Norte (GAC Alto Minho), Portugal
Asociacién Cultural Foro dos Recursos Marifios e da Acuicultura das Rias Galegas
PORTUGAL FOODS, P6lo de Competitividade Agroindustrial, Portugal
OCEANO XXI, Cluster do Conhecimento e Economia do Mar, Portugal

Camara Municipal de Viana do Castelo (CMVC), Portugal

Comunidade Intermunicipal do Alto-Minho (CIM-Alto Minho), Portugal
AQUALGAE S.L., Espanha

Programa Operacional Regional do Norte, ON2, Portugal

Quadro de Referéncia Estratégico Nacional (QREN) 2007/2013, Portugal

Unido Europeia, Fundo Europeu de Desenvolvimento Regional

Atodas as pessoas e instituicoes que contribuiram para o sucesso deste Forum, mais uma
vez, 0 n0sso muito obrigado







IV Férum Ibero-Americano dos Recursos Marinhos e da Aquacultura

Comité Presidencial

Rui Alberto Martins Teixeira, Presidente do Instituto Politécnico de Viana do Castelo
José Carlos Diogo Marques dos Santos, Reitor da Universidade do Porto

Juan Casares Long, Reitor da Universidade de Santiago de Compostela

Milena Bravo, Reitora da Universidade do Oriente, Venezuela

Avelino de Freitas de Meneses, Reitor da Universidade dos Acores

Jodo Pinto Guerreiro, Reitor da Universidade do Algarve

Nuno André Oliveira Mangas Pereira, Presidente do Instituto Politécnico de Leiria

Carlos Moreira da Silva, Presidente da COTEC Portugal, Associagdo Empresarial para a
Inovacédo

Antonio Nogueira Leite, Presidente do Conselho de Administracdo da Oceano XXI

Basilio Horta, Presidente do Conselho de Administracdo da AICEP, Agéncia Portuguesa
para o Investimento

José Maria Costa, Presidente da Camara Municipal de Viana do Castelo e Presidente do
Orgéo de Administracdo do Grupo de Acgdo Costeira Litoral Norte

Julia Paula Pires Pereira da Costa, Presidente da Camara Municipal de Caminha
Fernando Jodo Couto e Cepa, Presidente da Camara Municipal de Esposende
José Manuel Vaz Carpinteira, Presidente da Camara Municipal de Vila Nova de Cerveira

Comissao organizadora:

Manuela Vaz Velho, Escola Superior de Tecnologia e Gestdo, Instituto Politécnico de Viana
do Castelo (ESTG/IPVC), Portugal

Jodo Coimbra, do Centro Interdisciplinar de Investigacdo Marinha e Ambiental (CIIMAR)
da Universidade do Porto, Portugal

Pedro Seixas, Centro de Investigacdo em Biologia (CIBUS), Universidade de Santiago de
Compostela, Espanha

César Lodeiros Seijo, Universidad de Oriente, Venezuela
Rodrigo Oso6rio, CIIMAR

Rita Pinheiro, ESTG/IPVC, Portugal

Joana Santos Guerreiro, ESTG/IPVC, Portugal

Julio César Lopes, Escola Superior Agraria do IPVC, Portugal




Comissao Cientifica:

Jodo Coimbra, CIIMAR, Portugal

César Lodeiros Seijo, Universidad de Oriente, Venezuela

Manuel Rey Méndez, Universidade de Santiago de Compostela, Espanha

Luisa Valente, Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar, Universidade do Porto, Por-
tugal

Maria Teresa Dinis, Universidade do Algarve, Portugal

Manuela Vaz Velho, Instituto Politécnico de Viana do Castelo, Portugal

Ricardo Serr&o Santos, Universidade dos Acores, Portugal

Rui Pedrosa, Instituto Politécnico de Leiria, Portugal

Leonor Nunes, Instituto Nacional dos Recursos Bioldgicos/Instituto de Investigacdo das
Pescas e do Mar, Portugal

Nieves Gonzalez, Instituto Canario de Ciencias Marinas (ICCM), Espanha
Alejandro Guerra Diaz, Centro de Investigacions Marinas (CIMA), Xunta da Galiza
Jacobo Fernandez Casal, Insuifia, S.L., Galiza, Espanha

José Iglesias Estévez, Instituto Espanhol de Oceanografia

Associacdo Cultural Forum dos Recursos Marinhos e Aquacultura das Rias
Galegas:

Presidente: Manuel Rey Méndez. Universidad de Santiago de Compostela
Secretaria: Rosa M? Martin Garcia

Tesoreiro: Alejandro Guerra Diaz. Centro de Investigacions Marifias de Coron
Vocal: Jacobo Ferndndez Casal. Bi6logo de Insuifia S.L.

Vocal: Jorge Rodriguez Castro. Departamento de Bioquimica e Bioloxia Molecular da
Universidade de Santiago de Compostela

Vocal: Meyling Tang. Periodista

Coordinador Xeral Firma: César Lodeiros Seijo, Universidad de Oriente, Venezuela




IV Forum Ibero-Americano dos Recursos Marinhos e da Aquacultura

Indice Pag
Programa IV FIRIMA ...........oooiiiiiiiiieeee ettt ettt es 15
CONFEIEINCIAS .......oiiiei e 21
Producio de bivalves em Portugal
Gaspar M.B., Joaquim S., Matias D., Leitdo A. .......cccoovvierieieiieiecieieeeeee e 23

Cultivo de especies de interés comercial en diferentes salinidades ambientales:
dorada, corvina y pargo como ejemplos

Mancera J. M., CArdenas S. ........coouiiioiiieeeeee e 37
Produccién de atin rojo en el Mediterraneo

De 1a GANAAra F......oouiiiiiiiee e 49
Valorization of semi-intensive aquaculture products

DANIS VLT, ettt ettt e bt et e e b e e taeebeeesseeabeessseesseessseensaeseeen 59
Dieta Atlantica

T0JO R., LIS R. ittt ne e 65

Fotobiorreactores: aplicaciones biotecnolégicas para acuicultura
SeIXaS P, PEMA J. oo e 89

Quorum sensing y Quorum quenching en el medio marino: una alternativa a
los antibidticos en acuicultura
ROMETO M., OtEI0O A. ..ottt e et e e e e eaaareee s 91

Exploring the potential value of the immense Portuguese Sea
Martins A.R., Rodrigues C., Andrade G, Cerejo M., Pinheiro R., Calado P.,
VICITA He oottt ettt 101

As algas como fonte de compostos bioativos

Pinteus S., Alves C., Rodrigues A., Horta A., Simdes T., Tecelao C.,

Pedrosa R. ..o 109
Biotecnologia algal en Latinoamérica: evolucion de lineas de investigacion y
nuevos retos en Campos de Frontera

OLUIN ELJ. ettt ettt sa et eene e eneennas 115

Acuicultura para el desarrollo sostenible: plan de cooperacion tecnologica
para el desarrollo de la acuicultura marina en el Peri
Ferndndez Aldana J.IM. ..o e 127

A aplicabilidade dos principios do Toyota Production System na industria con-
serveira
Moreira F., Pinheiro R., Carvalho D...........ccooieiiiiiiiiiicecce e 135




Indice

Amino acid research in marine fish larvae and juveniles: applications to aqua-
culture
Aragdo C., Pinto W., Costas B., Dinis M.T., Conceicdo L.E.C. .........c.ccoeviriieiinrnnn. 145

Avalia¢io da viruléncia de duas estirpes de Tenacibaculum maritimum por mé-
todos in vitro
Simdes 1., Costas B., Marques J.F., Castro-Cunha M., Afonso A.........c.ccoeevevverennennn. 147

Caracteristicas morfolégicas de los huevos y las larvas de la merluza europea
(Merluccius merluccius L.)
Sanchez F.J., Otero J.J., Cal R-M., Lago M.J., Gomez C., Iglesias J. .........c.ccoevurnrenee. 155

Comparacion del crecimiento de Isochrysis aff. galbana clon T-ISO en distintos
modelos de fotobiorreactor
Cortina-Burgueio A., Nascimiento P., Freire 1., Acién F.G., Otero A. ...........ccoeeeeeenee. 163

Conservacio de refeicdes a base de peixe em atmosfera modificada
Aratjo A., Barbosa C., AIVes MR .....ccccoiiiiiiieieieeceee e 171

Constructed Wetlands for freshwater and saline aquaculture wastewater
treatment: a microcosm experience
Jesus J.M., Borges M.T., Calheiros C., Castro PM.L. ......ccccooviviiiiniiiicieeeeeieeen, 179

Consumo de agua e geracio de residuos na preparacao de corvina (Argyrosomus
regius)

Lourenco M.S., Nunes M.L., Costa S.R.R., Xavier L.S., Peixoto J.A.A., Chaguri M.P.,
SANTANA LS. o et e e et e e e e e sbaeeetreeenes 187

Crecimiento de Anemonia viridis (Forskal, 1775) en el efluente de una piscifac-
toria
Guerrero S., Dominguez J., Cremades J., Ancosmede C..........cccoeoviiieiinieninieneeeenne. 197

Crecimiento del mejillén Perna perna (Linnaeus, 1758), cultivado junto a una
piscifactoria en Gran Canaria (Islas Canarias)

Pérez Y., Bilbao A., Pavon N., Rey-Méndez M., Ruiz M., Louzara G., Gonzalez N....203
Dietary probiotics supplementation on growth performance and immune res-
ponses in rainbow trout

Ramos M.A., Gongalves J.F, Costas B., Batista S., Marujo V., Ramos B., Rema P.,
OZOTIO R ettt ettt ettt s 215
Dissolved CO, monitoring in aquaculture: from indirect methods to fiber optic

Sensors
Borges M.T., Jesus J.M., Domingues J.M., Jorge P.A.S., Pereira C.M. .........ccocovenneeee. 223




IV Forum Ibero-Americano dos Recursos Marinhos e da Aquacultura

Diversidad genética de la claca (Megabalanus azoricus Pilsbry, 1916) en los
archipiélagos de la region Macaronésica
Quinteiro J., Pérez-Diéguez L., Rodriguez-Castro J., Manent P., Araujo R., Carreira G.,

Brito A., Gonzalez-Henriquez N., Rey-Méndez M. .........ccccocevveninincneniiiciiicininenn, 227
Efecto de alimentos con harina de lombriz en alevines de trucha

Isea Ledn F., Medina A.L., Rial L., Gonzalez A., Aguirre P..........ccooovevvvieiinieieennnn. 237
Efecto de diferentes medios de cultivo sobre la produccion de Thalassiosira
weissflogii

Freire 1., SEiXasP., OTETOA. ....oooiiieieeee e e 251

Eficacia de tres productos comerciales: Sanocare® ACE, Micro Control RICH

y Pyceze® en la reduccion de la carga bacteriana de Metanauplios de Artemia
enriquecidos

RiveraL., Costas D., Villanueva A.G., Casal A., CostoyaN. ........ccccceevvrvierirreerrenneennn. 261

El consumidor espaiiol ante el etiquetado de los productos del mar: los crite-

rios de compra

Dominguez Jurado J.M., Jiménez Garcia M............cccoovrieninieniieieciieieeeeeeeee e 269
Ensayos de reproduccion de Hippocampus reidi (Ginsburg, 1933) 281

(€ 10)1 V42 (<740 N € £ (o3 - 1 PR 281

Esquema sensorial QIM (Método do indice de Qualidade) do goraz-de-pinta
(Pagellus bogaraveo)

Sant’Ana L., Soares S., Vaz-Pires P........cccccooviiiiiiiiiiiiiicecceeeeeee e 289
Estudos preliminares para o desenvolvimento de um novo produto tipo “ca-
viar”

Pinheiro C., Pinheiro R., Fonseca S., Vaz Velho M. .........ccccoooviiiiviiiiiieeeeeeeee e 297

Evolucion de la comunidad acompaiante tras la extracciéon del erizo Diadema
aff. antillarum en Gran Canaria (Islas Canarias)
Ruiz de la Rosa M., Louzara G., Gonzalez-Henriquez N...........ccoooevieiiiieninieieen, 305

Gonadal macroscopic characteristics as a management tool in a razor clam
fishery

Hernandez-Otero A., Macho G., Martinez-Castro C., Torres-Machado A., Ferreiro P.,
VAZQUEZ E. .ottt sttt et e 327

Identificacion y cuantificacion de larvas de ostras por PCR en tiempo real
Sanchez A., Quinteiro J., Rey-Méndez M., Pérez-Martin® R.1., SoteloC. ................... 337

Metales, metalotioninas y tasa de crecimiento del bivalvo Lima scabra,
Venezuela
Lemus M., Cedeno A., Salazar R., Aponte A., Chung K. ........cccoveviiiiiinieiiienieeieene 349




Indice

Moluscos como recurso marino en asentamientos precolombinos en el Edo.
Sucre, Venezuela

Lodeiros C., Antulio P., Cipriani R., Pérez L.G., ConterasR. ..........ccccconiiiinnnnnncnne. 357
Novas estratégias de valorizacio de produtos da pesca e aquacultura

Nunes M.L., CardoS0 C. .....ooooouiiiieeie e 367
O efeito da ultracongelacido de Laminaria ochroleuca nas suas propriedades
organolépticas

Pinheiro R., Pimenta 1., Vaz Velho M. ..o 377

Observacgodes a bordo da pescaria do cerco: padrio de actividade, composicao
das capturas, rendimentos de pesca e interac¢des com cetaceos em 2010
Feijo" D., Margalo A., VingadaJ., SIIva A. ........ccccoeiriiieiiieiieieeeeeeeeeee s 383

Osmoregulation and energy metabolism in the thick-lipped grey mullet (Chelon
labrosus) submitted to different environmental salinities
Pujante .M., Martos-Sitcha J.A., Ruiz-Jarabo 1., Mancera J.M. .........c..ccoevvvvvereenennnn. 399

Preengorde en el medio natural de semilla de almeja babosa (Venerupis pullas-

tra) y coquina (Donax trunculus) en sistemas de flujo forzado invertido y flujo
lineal

Guerra A., Lastres M., Rivas M.C., Ancosmede C., De Santiago J.A........cccccceereeenne. 409

Presencia de toxinas PSP en fitoplancton y en moluscos de la costa norte del
estado Sucre, Venezuela y su relacion con las condiciones climaticas
Rojas de Astudillo L., Diaz- Ramos J.R., Cova M., Subero-Pino S............ccccvevveeneenn. 421

Presencia y efectos histopatologicos del copépodo (Herrmannella rostrata
Canu, 1891) en berberechos (Cerastoderma edule Linnaeus, 1758) de Galicia

(NO Espaiia)

Diaz S., Madinabeitia I., Villalba A., Ho J., Carballal M.J...........cooovvivviiiiiiiiiee e, 435
Quimica sanguinea en juveniles de Colossoma macropomum en condiciones de
cultivo

Salazar-Lugo R., Vargas A., Blanco Y., Lemus M., Centeno L. ........cccccceoeeiennnnne. 445

Viabilidad del cultivo de ostra plana Ostrea edulis en Galicia en zonas afecta-
das por bonamiosis
Montes J., Iglesias D., GUEITA A. .......ccceevuirieriiiieie ettt se e ennes 453

INAICE A€ AUEOTES ... e 463




IV Férum Ibero-Americano dos Recursos Marinhos e da Aquacultura

Programa
Quinta-feira, 27/10/2011 -1° Dia IV FORUM

08:30-09:15 Recepgdo e recolha da documentacdo. Colocacdo dos posters
09:15-10:15 Inauguracéo oficial do IV FIRMA

Presidente da Comissdo Organizadora do IV FIRMA e Directora da ESTG/IPVC,
Manuela Vaz Velho

Presidente da Comissdo Cientifica do IV FIRMA e Director do CIIMAR, Jodo
Coimbra

Presidente do IPVC, Rui Teixeira
Presidente da Camara Municipal de Viana do Castelo, José Maria Costa
Secretario de Estado do Mar, Manuel Pinto de Abreu

Presidente da Associagdo Cultural Forum dos Recursos Marinhos e Aquacultura das
Rias Galegas, Manuel Rey Méndez

Coordenador Geral do FIRMA, César Lodeiros Seijo, Universidad de Oriente,
Venezuela

Tema |: Pescas e Sustentabilidade dos Recursos Marinhos

Moderador: Nuno Campo
10:20 Rede Nacional de Grupos de Acgdo Costeira — GAC

José Maria Costa, Presidente do Orgéo de Administragdo do GAC-Litoral Norte.
10:40 Situacdo actual e futuro da pesca industrial em Portugal

Miguel Cunha, Associacdo dos Armadores das Pescas Industriais (ADAPI), Portugal.
11:00 Coffee-break e visualizagdo dos posters

11:20 Trocas comerciais de pescado/controlo e vigilancia das pescas nas relagdes Europa
paises Iberoamericanos

Mario Lopes dos Santos, Agéncia Comunitaria de Controlo das Pescas (CFCA), Vigo,
Espanha

11:40 Certificagdo MSC da sardinha portuguesa
Humberto Jorge - Associagdo Nacional das Organizagdes de Produtores da Pesca do
Cerco (ANPOCERCO), Portugal

12:00 Conferéncia Magistral: “Recursos Marinhos e Aquacultura no Brasil”
Wagner Valenti, Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Brasil




Programa

13:00 Almogo

Tema Il: Aquacultura: sustentabilidade e novas oportunidades
Moderador: Rodrigo Oz6rio
14:30 Perspectiva actual da aquacultura em Portugal
José Calheiros — Quinta do Salmao/AQUAMAR, Portugal
14:50 Producéo de bivalves em Portugal

Miguel Gaspar, Centro Regional de Investigacdo Pesqueira do Sul (CRIPSul),
IPIMAR, Portugal

15:10 Cultivo de espécies de interesse aquicola em diferentes salinidades ambientais
Juan M. Mancera, Universidade de Cadiz (UCA) y Salvador Cardenas, Instituto de
Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera (IFAPA), Espanha

15:30 Linguado e pregado em sistemas de recirculacdo (RAS) intensivos
Renata Serradeiro, AQUACRIA Piscicolas S.A., Portugal

15:50 Conferéncia magistral: Applied Nutrition for Sustainable Aquaculture Development
Sadasivam Kaushik, Institut Nacional de la Recherche Agronomique (INRA), Franca

16:30 Coffee-break e visualizacdo dos posters
Moderador: Luisa Valente

16:50 Producéo do atum vermelho no Mediterraneo
Fernando de La Gandara, Instituto Espanhol de Oceanografia, Centro de Mdrcia, Espanha.

17:10 Valorizacdo de produtos de aquacultura semi-intensiva
Maria Teresa Dinis, CCMAR, Universidade do Algarve, Portugal

17:30 Aproveitamento e tratamento de efluentes de &guas residuais de aquacultura marinha
em terra

Alejandro Guerra, Centro de Investigacions Marinas (CIMA), Xunta da Galiza,
Espanha

17:50 A aquacultura no México e projeccOes para a sua diversificacdo
Manuel Lira, Fundacion Sonora, México

Tema I11: Alimentacéo, Tecnologia e Qualidade do Pescado
Moderador: Manuela Vaz Velho

18:10 O consumo de pescado na Europa - Caracteriza¢do do consumidor portugués e ten-
déncias
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Ana Oliveira Madsen, Universidade de Syddansk, Dinamarca

18:30 Dieta Atlantica
Rafael Tojo, Universidade de Santiago de Compostela, Espanha

18:50 Avaliacdo da qualidade de pescado
Paulo Vaz-Pires, Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar

19:10 Sistema Integrado de Gestdo Alimentar - Projecto SIGA - FoodIntech e IPVC
Miguel Fernandes, FoodIntech.

19:30 Novas estratégias de valorizacdo de produtos da pesca e aquacultura
Leonor Nunes, Instituto de Investigacdo das Pescas e do Mar (IPIMAR)

19:50 A Industria do bacalhau em Portugal - Situacao actual e perspectivas futuras
Jodo Vieira, Pascoal e Filhos S.A.

20:10 Encerramento da jornada

21:00 Jantar

Sexta-feira, 28/10/2011- 2° Dia IV FORUM

Tema IV: Biotecnologia
Moderador: Manuel Rey Méndez.
09:30 Microalgas como fonte de reducdo de CO2 e producédo de biocombustiveis

Maria Barbosa, Algae Production and Research Centre- Universidade de Wageningen,
Holanda

09:50 Fotobiorreactores - Aplicacfes biotecnolédgicas para aquacultura
Pedro Seixas, AQUALGAE S.L., Espanha

10:10 Quorum sensing e quorum quenching no meio marinho: a alternativa aos antibidticos
em aquacultura

Ana Maria Otero, Universidade de Santiago de Compostela, Espanha
10:30 Exploragdo do potencial biotecnoldgico do mar Portugués

Ana Martins, BIOALVO, Portugal
11:00 Coffee-break e visualizacdo dos posters

Moderador: Pedro Seixas
11:30 As algas como fonte de compostos bioactivos

Rui Pedrosa, Escola Superior de Turismo e Tecnologia do Mar, Instituto Politécnico
de Leiria, Portugal
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11:50 Fontes hidrotermais
Ricardo Serrdo Santos, Departamento de Oceanografia e Pescas da Universidade dos
Acores, Portugal

12:10 Conferéncia magistral: evolucdo e impacto da biotecnologia de algas na América
Latina

Eugenia Olguin Palacios, Presidente da Sociedad Latinoamericana de Biotecnologia
Ambiental y Algal, Instituto de Ecologia de México
13:00 Almogo

Tema V: Redes de cooperagéo
Moderador: Jodo Coimbra
14:30 Cooperagdo cientifico-empresarial no entorno Ibero-americano
Javier Remiro, Director Gerente da Fundagdo Observatério Espanhol da Aquacultura
14:50 Portugal Foods - Apresentacao das linhas estratégicas do Pélo de Competitividade
Ondina Afonso, Directora Executiva
15:20 OCEANO XXI — Cluster do Conhecimento e Economia do Mar
Emilio Brogueira Dias, Director

15:40 Plan de cooperacion tecnoldgica entre Perl y Espafia para el desarrollo de los culti-
vos marinos en el Perd

Juan M. Fernandez Aldana, Director de APROMAR Cooperacion (Espanha)

16:00 Cooperacéo Internacional da Galiza a América do Sul
Antoénio Fernandez Rodriguez, Subdirector Geral da Competitividad y Cooperacion
Internacional de la Xunta de Galicia

16:20 COTEC Portugal

Daniel Bessa, Director-Geral da COTEC Portugal, Associacdo Empresarial para a
Inovacédo

16:40 Programa Ibero-americano de Ciéncia e Tecnologia para o Desenvolvimento
(CYTED)

Jordi Aguil6, Coordenador do Programa Cientifico e Tecnoldgico do CYTED, Espanha
17.00 Entrega dos Prémios aos Melhores Posters
17.10 Conclusdes finais
17.20 Apresentacdo do V FIRMA

Salvador Cérdenas, Junta da Andaluzia
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19.30 Jantar no navio Santa Maria Manuela, limite de 200 pessoas

Sabado, 29/10/2011 -3° Dia IV FORUM

09.00 Viagem no Santa Maria Manuela (todo o dia em pensdo completa, limite de 50 pes-
soas)
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Producao de bivalves em Portugal

Gaspar* M.B., Joaquim S., Matias D., Leitdo A.
Instituto Nacional de Recursos Bioldgicos, I.P/ L-IPIMAR, Av. 5 de Outubro s/n,
8700-305 Olhao, Portugal. *E-mail: mbgaspar@ipimar.pt

Introducéo

A pesca artesanal e a aquicultura séo actividades de extrema relevancia para Portugal
uma vez que funcionam como factores de fixagdo das populacdes sendo fundamentais para
diversas comunidades ribeirinhas, especialmente aquelas extremamente dependentes da
pesca e que apresentam dificuldades de reconversao e diversificacdo para além de, muitas
vezes, Ndo existirem, nessas areas, alternativas de emprego viaveis. Ao longo de grande parte
da costa do continente portugués ocorrem numerosas espécies de bivalves de elevado valor
comercial e que tém sido alvo de exploracéo ou de producdo aquicola desde ha muito, con-
tribuindo de forma significativa para a manutengdo das economias locais e constituindo um
motor gerador de riqueza e emprego no litoral. Deste modo, a captura e a moluscicultura
de bivalves apresentam-se como actividades com grande importancia sécio-econémica em
Portugal Continental, envolvendo directa ou indirectamente mais de 12.000 pessoas, com
uma producdo total declarada em 2009 de cerca de 7.500 t a que correspondeu a um valor
aproximado de 30 milhdes de euros.

A pesca de bivalves é efectuada ao longo de praticamente toda a costa, a partir de embar-
cacdo, por pescadores apeados ou apanhadores que desenvolvem a sua actividade em zonas
arenosas do litoral oceanico, em falésias rochosas, estuarios ou, ainda, em acidentes geogra-
ficos naturais como rias e lagoas costeiras e estuarios. Por sua vez, a cultura de bivalves tem
sido realizada tradicionalmente em lagoas costeiras, estudrios e rias. No entanto, nos tltimos
anos tem-se assistido a expansdo da moluscicultura para zonas de mar aberto off-shore em
sistemas do tipo long-line. Enquanto que o potencial de crescimento da moluscicultura
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in-shore é relativamente pequeno, dado que grande parte das areas passiveis de producdo
ja se encontram ocupadas, a moluscicultura off-shore apresenta-se como uma actividade em
franco crescimento, podendo vir a ultrapassar, num futuro préximo, a producéo de bivalves
em sistemas tradicionais.

O presente artigo encontra-se dividido em trés partes, sendo a primeira dedicada a pesca
(&reas de pesca, frota de pesca, nimero de profissionais envolvidos, artes de pesca utilizadas,
espécies alvo e producdo), a segunda dirigida a moluscicultura (métodos de producéo, areas
de producéo e producdo estimada) e a terceira esta relacionada com a investigagdo realizada
no IPIMAR quer na area da pesca, quer na area da moluscicultura. Neste tltimo caso faz-se
uma breve descricdo das linhas de investigagdo levadas a cabo e que tém por objectivo dltimo
apoiar o sector pesqueiro e aquicola no sentido de garantir a sustentabilidade a longo-prazo
destes dois importantes sectores.

A pescaria de bivalves

A pesca de bivalves é levada a cabo ao longo de toda a costa portuguesa quer através de
uma frota de pesca especializada para a sua captura, quer através de pescadores apeados e de
apanhadores.

Pesca a partir de embarcacéo

Frota e areas de pesca

A frota de pesca utiliza dois tipos de artes de pesca, ganchorra e sarilho, dependendo
da area de pesca. A arte de ganchorra € utilizada ao longo de grande parte da zona costeira
oceanica de Portugal continental enquanto a arte de sarilho é apenas utilizada no estuério do
Rio Tejo (Fig.1).

Em 31 de Dezembro de 2010 encontravam-se licenciadas em Portugal continental para
a pesca de bivalves com ganchorra 85 embarcagfes, 11 das quais operam na Zona Norte
(ZN) (entre Matosinhos e a Figueira da Foz), 21 exercem a actividade na Zona Ocidental Sul
(ZOS) (entre a Costa da Caparica e Sines) e as restantes 53 fainam na Zona Sul (ZS) (entre
Lagos e Portim&o e entre Olhos de Agua e Vila Real de Santo Antonio). A capacidade de
pesca desta frota € de 650,83 t e de 5.592,39 kW, sendo de 158,72 t e 1.144,42 kW na ZON,
de 193,88t e 1509,31 kW na ZOS e de 298,23 t e 2.938,66 kW na ZS.
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Figura 1.- Areas de pesca da frota de ganchorra (®) e da frota de sarilho (m).

De sublinhar que para além das licengas atribuidas as embarcagdes acima referidas,
existem, ainda, 25 licencas para embarcagdes espanholas que operam na Zona Sul ao abrigo
do Acordo Luso-Espanhol, assinado em 2003.

A frota de sarilho é constituida por 31 embarcagdes com comprimento fora-a-fora entre
5,25 e 6,94 m, apresentando uma capacidade de pesca de 76,71 t e de 1.115,18 kW.

Artes de pesca

A pesca é realizada com ganchorra que é uma arte de arrasto pelo fundo. A ganchorra
€ uma estrutura metalica, constituida por um aro em semicircunferéncia, que na posicdo
de didmetro tem a barra onde esta implantado um pente de dentes. O tamanho dos dentes,
dependente da espécie a que se destina, variando entre os 10 cm no caso da conquilha e os

25




Produc&o de bivalves em Portugal

60 cm no caso da navalha. A este aro esta soldada uma outra estrutura metalica, formada por
trés hastes em forma de tripé, onde se amarra o cabo de traccao e o cabo da “rabeira” ou do
“vira”. O marisco que entra na ganchorra é retido por um saco de rede (ganchorra tradicional,
Fig. 2A) ou por uma grelha metalica (ganchorra de grelha, Fig. 2B). Atualmente, a ganchorra
tradicional é utilizada apenas na pesca da navalha, enquanto que a ganchorra de grelha é
utilizada para capturar as outras espécies.

Figura 2.- A: Ganchorra tradicional; B: Ganchorra de grelha.

O sarilho utiliza na captura dos bivalves uma ganchorra do tipo tradicional s6 que quer a
alagem da arte para bordo quer o arrasto é efetuado manualmente utilizando um sarilho (dai
0 nome da arte) que é um cilindro horizontal mével, acionado por uma manivela ou um aro
circular, em volta do qual se enrola o cabo de vira da arte (Fig. 3).

Figura 3.- Pesca de bivalves com ganchorra manobrada com sarilho (Fonte: Paula Chainho,
Instituto de Oceanografia).
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Espécies alvo

A pesca com ganchorra é dirigida a um conjunto de espécies que varia entre zonas
de pesca. Na ZN, embora varias espécies possam ser alvo de captura (como a castanhola
Glycymeris glycymeris, tellina-grande Tellina crassa e a améijoa-rel6gio Dosinia exoleta),
a maior parte do esforgo de pesca recai sobre a améijoa-branca (Spisula solida). Na ZOS as
principais espécie alvo sdo a améijoa-branca, a navalha (Ensis siliqua), a conquilha (Donax
trunculus e D. vittatus) e a ameijola (Callista chione). Relativamente & ZS, sdo quatro as
espécies exploradas nomeadamente a améijoa-branca, a navalha, a conquilha (D. trunculus)
e 0 pé-de-burrinho (Chamelea gallina).

No que respeita a pesca com sarilho, o esforco de pesca € dirigido unicamente a captura
da améijoa-macha (Venerupis senegalensis).

Pesca apeada e apanha

Numero de profissionais, areas e artes/técnicas de pesca

Em 31 de Dezembro de 2010 encontravam-se licenciados em Portugal continental 1.451
profissionais, 341 dos quais sdo pescadores apeados que utilizam na faina artes de pesca
(ganchorra de mao, ancinho e berbigoeiro) (Fig. 4). Os restantes apanhadores (1.110) séo
classificados como “apanhadores de animais” e a captura € feita manualmente ou utilizando
utensilios rudimentares de pesca (pa, sacho, faca de mariscar, etc) (Fig.5).

Figura 4.- Pesca apeada com ganchorra de méao.
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Figura 5.- Exemplos de métodos de pesca utilizados pelos apanhadores de bivalves.

O maior nimero de profissionais licenciados encontravam-se registados na NUTS |1 do
Centro (533), seguindo-se da NUTS Il Lisboa e Vale do Tejo, Algarve e Alentejo com 417,
403, 60 e 38 apanhadores, respectivamente. A distribuicdo do nimero de profissionais que se
dedica a captura de bivalves esta relacionada, por um lado, com a distribuicdo das espécies
alvo e, por outro, com a localizacdo dos principais acidentes naturais existentes no continen-
te, nomeadamente, estuarios, lagoas costeiras e rias.

A pesca apeada é exercida sobretudo ao longo de praias arenosas € rias, enquanto que a
actividade de apanha é levada a cabo em zonas rochosas, estuérios, lagoas costeiras e rias

(Fig. 6).

Espécies alvo

A pesca apeada tem como espécies alvo a conquilha, se a pesca é exercida em praias
costeiras arenosas, € 0 berbigéo (Cerastoderma edule), a améijoa-macha e a améijoa-japonesa
(Ruditapes philippinarum), quando a pesca ocorre em acidentes naturais. No caso da apanha,
em zonas rochosas a captura é dirigida para o mexilhdo (Mytilus edulis), enquanto que nas rias,
estudrios e lagoas costeira o esforgco de pesca recai sobre variadas espécies como a améijoa-
boa (Ruditapes decussatus), a améijoa-macha, a améijoa-japonesa, 0 berbigao, a lambujinha
(Scrobicularia plana), o longueirdo (Solen marginatus) e a ostra (Crassostrea spp.).
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Figura 6.- Areas de pesca para pescadores apeados (M) e apanhadores (M).

Regulamentacgéo da pesca de bivalves

Em termos gerais, a pescaria de bivalves é gerida através de quotas diarias de pesca por
embarcacdo e espécie e por um periodo de defeso que se estende de 1 de Maio a 15 de Junho.
O esforgo de pesca encontra-se, ainda, limitado através do nimero de licengas maximas,
namero de dias de pesca por semana, bem como o nimero de horas em que a actividade pode
ser levada a cabo. As caracteristicas técnicas das diferentes artes de pesca encontram-se,
também, regulamentadas.

No que respeita a pesca apeada e a apanha estdo definidas as caracteristicas técnicas
das artes, as areas de pesca onde a actividade pode ser exercida, épocas de defeso, assim
como quantitativos maximos diarios de captura por pescador. O esforgo de pesca encontra-se
limitado através de um nimero maximo de licencas.
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Producéo

Na figura 7 pode ser observada a evolucdo das capturas para os trés métodos de pesca e
para o periodo comprendido entre 1995 e 2010 no caso da ganchorra e sarilho e entre 2007 e
2010 para a pesca apeada e apanha.

Figura 7.- Evolucéo das capturas de bivalves provenientes da frota de pesca de ganchorra e
sarilho, pesca apeada e apanha (Fonte: DGPA).

Em 2010 foram desembarcadas 3.753 t de bivalves, das quais 1.200 t foram capturadas
pela frota da ganchorra e sarilho, 1.554 t pela pesca apeada e 999 t foram provenientes da
apanha. Em valor, as capturas totais corresponderam a cerca de 5,37 milhdes €, sendo a
maior contribuicdo proveniente da frota da ganchorra e sarilho com 2,5 milhdes €, seguida
da apanha e pesca apeada com 1,48 milhdes € e 1,37 milhdes €, respectivamente (Fig. 8).

Figura 8.- Evolucao do valor das capturas de bivalves provenientes da frota de pesca de
ganchorra e sarilho, pesca apeada e apanha (Fonte: DGPA).

Pesca recreativa

Para além da pesca profissional existe uma pesca recreativa sazonal e significativa em
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termos de volume capturado e que incide, sobretudo, sobre a conquilha. Esta actividade re-
creativa é especialmente importante no Algarve (Sul de Portugal) durante o Verao. O grande
fluxo de turistas para esta regido aliado a grande acessibilidade dos bancos daquela espécie
faz com que haja um aumento significativo da pressdo sobre as populacdes de conquilha.
Para além do volume das capturas, estimadas entre 100 a 500 t/ano, a pesca recreativa podera
ter um impacte muito negativo dado que incide, maioritariamente, sobre a fraccdo juvenil
da populacdo da conquilha. Tal, decorre do facto de na costa algarvia existir segregacdo por
tamanhos em funcdo da profundidade, ocorrendo uma maior proporcdo de juvenis na base da
praia e uma predominéncia de adultos a maiores profundidades.

Moluscicultura

Aquacultura in-shore

Os sistemas de produgdo mais utilizados sdo os viveiros, parcelas do Dominio Publico
Maritimo, situadas nas zonas entre-marés, concessionadas especificamente para a atividade
da moluscicultura. Segundo o plano de ordenamento da Ria Formosa, existem cerca de 1.560
areas de concessao em exploracdo das 1.600 licenciadas, com uma area de ocupacao de 470
ha. A Ria de Alvor e Vale da Lama tém 32 areas de concessao licenciadas e a Ria de Aveiro
tem 46 concessfes que ocupam um total de 24 hectares.

O cultivo de améijoa-boa (Ruditapes decussatus) em viveiros processa-se, fundamental-
mente, com base em juvenis capturados nos bancos naturais, sendo posteriormente, semeados
nos viveiros a uma densidade entre 0,5 a 1 kg/m? (Fig. 9). Tomando como base a area ocupada
pelos viveiros na Ria Formosa e considerando uma densidade média de producéo de améijoa-
boa de 1,5 kg/m?, avalia-se uma producdo de cerca de 7.060 t por safra.

O cultivo de ostras (Crassostrea gigas e C. angulata) e os juvenis sdo proveniente de
bancos naturais e de maternidades estrangeiras (Fig. 9).
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Figura 9.- Cultivo de ostras e améijoa-boa em viveiros da Ria Formosa.

Apesar de numa escala reduzida, na Lagoa de Albufeira existe a cultura de mexilhdo
Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819) em 19 jangadas, com uma produgdo média
estimada de 45 t por jangada.

Aquacultura off-shore

A cultura em mar aberto off-shore insurgiu-se como alternativa aos sistemas tradicionais
de produgdo de moluscos bivalves in-shore. Esta € uma atividade relativamente recente em
Portugal, sendo o método asiatico designado por long-line o mais utilizado. Este sistema esta
apto para o cultivo de ostra, viera (Pecten sp.) e mexilhdo, entre outras espécies com interesse
comercial. Trata-se de um sistema submersivel que se adapta ao forte hidrodinamismo da
costa portuguesa. E de facil manutengio e com capacidade de ampliag#o.

Perante o interesse crescente pela cultura de bivalves em off-shore, em 2009 foi delimi-
tada a primeira Area de Producdo Aquicola (APA), denominada de Area Piloto de Producio
Aquicola da Armona (APPAA), situada em Olhdo, no Algarve, ao largo da ilha da Armona
(Dec. Regulamentar n°9/2008 de 18 de Marco) (Fig.10). Esta &rea é formada por um total de
60 lotes e estende-se por uma area Util de oito hectares cada um. Trinta por cento da produgao
aquicola na APPAA destina-se a producdo de bivalves, sendo os lotes A1, B1, C1, D1 e E1
exclusivamente para bivalves, com a aposta a recair no mexilhdo, nas ostras e nas vieiras.
Possui capacidade para produzir 18 mil t, mais do dobro das oito mil toneladas que hoje se
produzem em Portugal.

Mais de trés dezenas destes lotes j& foram atribuidos, 10 dos quais sdo projetos para a
producéo de bivalves. Estes projetos apostam em tecnologias inovadoras, como por exemplo
os smartline para a producdo de mexilhdo. Este sistema foi concebido para a producdo
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exclusiva de mexilhdo e estd adaptado a zonas com forte hidrodinamismo. A sua manipu-
lacdo e manutengdo é rapida e dedicada o que permite a reducdo dos custos de mao-de-obra.
Uma vez que todo o sistema fica submergido, o impacto ambiental e visual s&o reduzidos.
Atualmente estdo duas empresas a funcionar cuja producéo atual é de 500 t/ano e a producéo
prevista ronda as 3.600 t/ano. Para além da zona da APPAA existem outras empresas a operar
noutras areas da costa algarvia. Entre Lagos e Sagres existem 3 empresas com licencga de ex-
ploracdo com areas de exploracdo qua variam entre 0s 9 e 0s 33 ha e cuja producéo também
varia entre as 250 a e as 9.000 t por ciclo de producéo.

Figura 10.- Area Piloto de Produgdo Aquicola da Armona (APPAA), situada em Olh&o, no
Algarve.

Producéo

Os cultivos marinhos constituem uma das actividades produtivas com maior poten-
cialidade de crescimento como subsector pesqueiro em Portugal, atendendo as adequadas
condigBes geograficas e socioecondmicas do pais. Os bivalves representam uma grande
parte da producdo aquicola nacional, cerca de 48%, e se considerarmos o volume de negécio
associado a actividade, essa representagao é ainda superior (64%) (Fig. 11).
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Em Portugal, a producdo de moluscos bivalves baseia-se, essencialmente na cultura de
améijoa-boa e de ostra sendo as principais zonas de producéo a Ria Formosa, a Ria de Alvor
e a Ria de Aveiro. No Algarve, a actividade da moluscicultura assume grande importancia,
representando cerca de 90% da cultura nacional. Em 2008 foram produzidas 2.021 t de améi-
joa-boa em Portugal. Relativamente a producéo de ostra, o Algarve e a Ria de Aveiro foram
as zonas de maior producdo: 712 e 330 t, respectivamente. No seu conjunto, a producéo de
bivalves correspondeu a um valor aproximado de 23 milhares €.

Figura 11.- Producdo aquicola em Portugal no ano de 2009 (Fonte: DGPA).

Investigacao

Recursos pesqueiros

A investigagdo em moluscos bivalves desenvolvida no IPIMAR tem por objectivo obter
conhecimento cientifico que permita garantir a exploracdo sustentada dos recursos numa
perspectiva ecosistémica. Assim, para além da monitorizagdo dos recursos, fundamental para
adoptar o esforco de pesca ao estado de conservacao dos stocks comerciais, sdo levados a cabo
estudos sobre a Biologia (ciclo reprodutivo e crescimento) e Ecologia (habitat, profundida-
de maxima de enterramento, etc.) das espécies, 0 que permite, por um lado definir tamanhos
minimos de captura e areas de defeso e, por outro, adequar a arte de pesca a espécie alvo. Neste
sentido, sdo também efectuados estudos de selectividade para definir qual a melhor malhagem
ou comprimento de dentes a utilizar na exploragdo dos diferentes recursos de bivalves.
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Um outro aspecto que tem merecido especial atencdo prende-se com estudos de impacte
da pesca na diversidade genética dos recursos explorados e no ecossistema. A identificacdo
dos principais impactes tem permitido modificar a arte de pesca e implementar medidas de
gestdo de modo a mitigar os efeitos negativos da pesca quer no ecossistema quer nas popu-
lagBes exploradas.

Uma outra linha de investigacdo em curso esta relacionada com o ensaio de novas medidas
de gestdo e aplicacdo de novos modelos de gestdo (dindmicos e holisticos) numa perspectiva
de melhorar a gestdo espacial dos recursos e dos ecossistemas.

Finalmente, tém sido realizados diversos ensaios de repovoamento utilizando varias
técnicas, no sentido de avaliar o seu potencial para promover a rapida recuperagdo de bancos
de bivalves sobrexplorados.

Moluscicultura

No ambito da investigacdo em aquacultura, o IPIMAR tem como objetivo principal o
aperfeicoamento das tecnologias de producéo. Neste sentido sdo desenvolvidos estudos em
diferentes linhas de investigacdo: Zootecnia, Nutricdo, Reproducdo e Recursos e melhora-
mento genético.

No &mbito da zootecnia sdo efetuados estudos que visam tanto a otimizacdo de protocolos
de cultura para as espécies tradicionalmente cultivadas como a definigéo de novos protocolos
para novas espécies (diversificacdo). A realizacao de estudos multidisciplinares de interagdo
ambiente-aquacultura tém permitido melhorar e rentabilizar a produgao de bivalves.

Em termos nutricionais, os estudos efetuados pretendem definir as necessidades nutri-
cionais e identificar dietas étimas adaptadas as diferentes fases do ciclo de vida dos organis-
mos, bem como desenvolver dietas alternativas (inertes). Por outro lado, o conhecimento de
indices de qualidade reprodutiva dos progenitores tém permitido manipular o ciclo gameto-
génico das espécies estudadas, por forma a obter posturas fora da época natural.

Finalmente, tém sido realizados estudos de melhoramento genético e desenvolvimento de
programas de conservacdo de stocks, bem como a analise cariolégica comparativa e clarifi-
cacdo das relacBes taxondmicas de bivalves com interesse aquicola. Os fenémenos de aneu-
ploidia, triploidia e tetraploidia, naturais ou induzidos em bivalves, sdo também alvo de estudo.
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Resumen

Los teledsteos eurihalinos presentan la capacidad de adaptarse a una amplia gama de sali-
nidades ambientales, gracias a la actividad de sus érganos osmorreguladores. De este modo,
pueden soportar o tolerar altas variaciones en la salinidad del medio que habitan, permitiendo
una mayor posibilidad de modificar las condiciones osméticas del medio y, con el objeto de
optimizar su produccion, determinar la salinidad 6ptima de cultivo para cada especie y para
cada momento de su ciclo de vida. EI mantenimiento de un medio interno estable (concentra-
cién osmotica y concentracién ionica determinada) diferente del medio ambiente supone un
gasto energético considerable para el animal. En aguas con una salinidad de 300 mOsm/L los
teledsteos son casi isoosmaticos, asumiéndose que el coste energético de la osmorregulacion
deberia ser menor que en salinidades superiores o inferiores, resultando una mayor cantidad
de energia disponible para al crecimiento. Ademas, este mayor crecimiento podria deberse
a otros factores: i) aumento de la ingestién de alimento o de la eficacia en la conversion del
mismo, y/o ii) la implicacion de las mismas hormonas tanto en los procesos osmorregula-
dores como en el crecimiento de los teledsteos (por ejemplo, la hormona de crecimiento). A
la vista de los resultados aportados en la literatura cientifica, esta claro que la manipulacion
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de la salinidad ambiental para conseguir una mejora del crecimiento deberia ser tomada con
precaucion. La existencia de otros factores (fotoperiodo, temperatura, tipo de alimentacion,
etc.) o bien las complejas interacciones de algunos de estos factores, pueden modular/inter-
ferir el efecto de la salinidad ambiental sobre el crecimiento en las especies. Ademas, la exis-
tencia de una gran variabilidad en la respuesta del crecimiento a variaciones en la salinidad
ambiental segun la especie estudiada, asi como de diferencias dependiendo de la edad del
ejemplar (larva, juvenil, adulto) hace que la generalizacién sea dificil. En este sentido es
necesario probar el posible efecto beneficioso de la manipulacion en la salinidad ambiental
sobre el crecimiento segln la especie con la que se trabaja, caracteristicas de la instalacion de
cultivo y tipo de cultivo que se realice (cria larvaria, juvenil, preengorde, engorde).

Palabras clave

Crecimiento, osmorregulacion, salinidad, teledsteos eurihalinos.

Introduccion

Los animales acuéticos se encuentran en un medio en el cual diversos factores abi6ticos
(temperatura, salinidad, fotoperiodo, oxigeno, etc.) modulan sus actividades biolégicas (de-
sarrollo, crecimiento, reproduccion, etc.). Los factores abioticos mas importantes que pueden
afectar dichos procesos biolégicos son: a) temperatura, b) salinidad, y c) fotoperiodo.

En la acuicultura, como en cualquier otra actividad econémica, se tiende a la optimiza-
cioén de la produccién. Para ello se pretende:

a. Conseguir una reproduccion en cautividad de la especie cultivada, con el objetivo de
asegurarse un suministro constante de larvas.

b. Determinar las condiciones id6neas para la cria larvaria, con el fin de minimizar la
alta tasa de mortalidad existente en este periodo.

c. Optimizar las condiciones para conseguir el mayor crecimiento en el menor tiempo.
La manipulacion de los factores abidticos, con vistas a la consecucion de los objetivos

anteriormente citados, es una préctica comin en la actividad acuicola. En este sentido, la
salinidad es un importante factor abiético susceptible de ser modificado. Sin embargo, esta
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manipulacion dependera de las caracteristicas osmorreguladoras de la especie cultivada:

a. Lasespecies estenohalinas toleran sdlo variaciones muy limitadas en la salinidad del
medio ambiente, siendo necesario mantener una salinidad constante para su cultivo.

b. Las especies eurihalinas presentan la capacidad de adaptarse a una amplia gama de
salinidades ambientales, gracias a la actividad de sus érganos osmorreguladores,
pudiendo soportar o tolerar variaciones altas en la salinidad del medio que habitan.

Las especies eurihalinas permiten una mayor posibilidad de modificar las condiciones
osméticas del medio, de modo que siempre se procura determinar la salinidad éptima de
cultivo para cada especie y para cada momento de su ciclo de vida.

Salinidad ambiental y crecimiento

Los teledsteos eurihalinos, al poder vivir en aguas de diferente salinidad ambiental, deben
enfrentarse a dos situaciones osmorreguladoras:

a. En ambientes marinos son hipoosmdticos (menor osmolalidad plasmaética) e
hipoidnicos (menor concentracion idnica) respecto al ambiente. Este hecho origina
dos problemas bésicos: i) pérdida osmética de agua y ii) ganancia pasiva de iones.

b. En ambientes dulceacuicolas son hiperosmoéticos (mayor osmolalidad plasmatica)
e hiperionicos (mayor concentracién idnica) respecto al medio ambiente. Esta
situacion induce: i) ganancia osmética de agua y ii) pérdida de iones por difusion.

El mantenimiento de un medio interno estable (concentracion osmdtica y concentra-
cién idnica determinada) diferente del medio ambiente supone un gasto energético consi-
derable para el animal. En tele6steos marinos, la osmolalidad del medio interno (aprox. 300
mOsm/L) es equivalente a 30 + 2% de salinidad ambiental (aprox. 1.000 mOsm/L). En aguas
con una salinidad de 300 mOsm/L los teledsteos son casi isoosmaticos, asumiéndose que el
coste energético de la osmorregulacion deberia ser menor que en salinidades superiores o
inferiores.

Muchos estudios han demostrado la influencia de la salinidad ambiental sobre el creci-
miento de los teledsteos eurihalinos de interés en acuicultura (Boeuf y Payan, 2001). Laiz-
Carrién et al. (2005) describieron que los ejemplares juveniles de Sparus auratus crecen
mejor en las salinidades intermedias (12%o), cercanas al punto isoosmotico del medio interno
de esta especie, en comparacion con el agua del mar (38%o) 0 agua de baja salinidad (6%o)
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(Fig. 1). Por el contrario, Arjona et al. (2009) mostraron que los juveniles inmaduros de
Solea senegalensis crecen de forma similar en salinidades de 25 y 39%., mientras que en
la salinidad cercana al punto isoosmotico (15%o) el crecimiento es menor. De esta forma,
la salinidad optima de cultivo va a depender de la especie estudiada, aunque la mayoria de
los estudios reflejan un crecimiento mayor en las salinidades intermedias (cercanas al punto
isoosmético).

Figura 1.- Esquema donde se representa el crecimiento diferencial de la dorada (Sparus
auratus) segun la salinidad ambiental (12%o0 > 38%o > 6%o). Tomado de Mancera y Arjona
(2011) a partir de datos de Laiz-Carrion et al. (2005).

¢Por qué existe un mejor crecimiento en determinadas salinidades ambientales?

Para responder a esta pregunta, tres posibles factores han sido sugeridos como responsa-
bles:

a. La existencia de una tasa metabdlica estandar menor en las salinidades cercanas al
punto isoosmatico donde los gradientes entre el medio interno del animal y el medio
externo son minimos. Esto apoya la hipdtesis de que el coste energético que suponen
los procesos osmorreguladores es menor en un medio isoosmético, resultando una
mayor cantidad de energia disponible para al crecimiento (Soengas et al., 2007).

b.  Unaumento de la ingestion de alimento o de la eficacia en la conversion del mismo.
Diversos estudios han descrito alteraciones de las enzimas digestivas en respuesta
a los cambios de las condiciones osméticas, lo cual repercute en la digestibilidad
y, en consecuencia, en la eficacia de la conversion del alimento. También se ha
descrito que la salinidad afecta el transporte de nutrientes, lo que podria afectar a la
disponibilidad de algunos macronutrientes (Boeuf y Payan, 2001).

c. Estimulacion hormonal. Algunos estudios han sefialado la implicacion de las mismas
hormonas tanto en los procesos osmorreguladores como en el crecimiento de los
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teledsteos. En este sentido, la hormona del crecimiento interviene en los procesos
hipoosmorreguladores de algunas especies, apareciendo en concentraciones
relativamente elevadas en los ejemplares eurihalinos que habitan ambientes
isoosméticos y favoreciendo su crecimiento (Mancera y McCormick, 2007).

Dorada (Sparus auratus)

La dorada es un teledsteo euritermo y eurihalino, perteneciente a la familia Sparidae,
orden Perciformes, clase Osteictios, con la capacidad de vivir en aguas de diferente tempera-
tura y salinidad ambiental: aguas litorales, estuarios (aguas salobres) y lagos costeros (aguas
hipersalinas). La influencia de la salinidad ambiental sobre la adaptacion y crecimiento de
alevines y juveniles de Sparus auratus también ha sido estudiada. Los primeros trabajos de
Chervinski (1984) demostraron la capacidad osmorreguladora de juveniles de esta especie.
Estudios posteriores (Laiz-Carridn et al., 2005) demostraron la alta capacidad osmorregula-
dora de la especie ante cambios bruscos de salinidad ambiental y las modificaciones fisiol6-
gicas originadas en el sistema osmorregulador por dichos cambios. Las salinidades 6ptimas
para la incubacién y desarrollo larvario también han sido estudiadas (Freddi et al., 1981;
Tandler et al., 1995), analizandose el efecto de la salinidad (rango desde 15 a 40%. salinidad)
sobre el crecimiento, supervivencia e inflacion de la vejiga natatoria en larvas. Estos trabajos
demostraron que la mejor salinidad en términos de incremento de peso y desarrollo de la
vejiga natatoria fue la de 25%. salinidad. Conides et al. (1997) estudiaron la adaptacion y
crecimiento de alevines de Sparus auratus y observaron una adaptacion en un rango entre
8-38%o de salinidad, con un mejor crecimiento a una salinidad del 28%o.

Nuestro Grupo de Investigacion ha estudiado la influencia de tres salinidades ambien-
tales diferentes (agua de mar, 38%o; agua de salinidad intermedia, 12%o; y agua de baja
salinidad, 6%o) sobre el crecimiento, la osmorregulacion y el metabolismo de juveniles de
dorada durante un periodo de 100 dias. Los peces aclimatados a agua de salinidad intermedia
mostraron un mejor crecimiento respecto a los peces aclimatados a agua de mar y agua de
baja salinidad (12%o > 38%0 > 6%o) (Fig. 2), siendo el crecimiento un 7% y un 19% mayor en
salinidad intermedia que en salinidades del 38%o y 6%o, respectivamente. Asi mismo, la tasa
especifica de crecimiento (SGR) fue mayor en las doradas cultivadas en salinidades interme-
dias (12%o > 38%o0 > 6%o) (Laiz-Carridn et al., 2005).

Nuestros resultados muestran como en el periodo de regulacion crdnica, es decir, en
animales perfectamente adaptados a la salinidad ambiental donde viven, la actividad Na*,K*-
ATPasica branquial presenta respecto a la salinidad ambiental una curva en “forma de U”.
De este modo, las mayores actividades se encontrarian en los peces adaptados a ambientes
de salinidad extrema (6%o y 38%. de salinidad), mientras que las menores actividades se
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encontrarian en los peces adaptados a salinidades intermedias. La actividad Na*, K*-ATPasica
esta relacionada con los procesos de excrecion de iones a través de la branquia en ambientes
hiperosméticos (Marshall, 2002). Sin embargo esta actividad también ha sido relacionada en
algunas especies eurihalinas, como ocurre con la dorada, con los procesos de captacién idnica
en ambientes hipoosmdticos. La actividad Na*,K*-ATPasica es un proceso que demanda
energia para poder realizar el transporte idnico contra gradiente. De este modo, una reduccion
en dicha actividad supondria un descenso en el consumo energético, pudiendo quedar esta
energia disponible para otros procesos, como por ejemplo el crecimiento (Boeuf y Payan,
2001). En este sentido, el menor requerimiento energético de los animales aclimatados a sa-
linidades intermedias concordaria con el hecho de que ejemplares de dorada aclimatados a
ambientes isoosmaticos (12%. de salinidad) muestren un mejor crecimiento que los aclimata-
dos a ambientes hipoosmaticos (6%o de salinidad) o hiperosmaticos (38%o. de salinidad).

Figura 2.- Cambios en el peso de juveniles de dorada adaptadas a tres salinidades diferentes
durante un periodo de 100 dias. Diferentes letras indican diferencias significativas entre los
grupos a cada tiempo (ANOVA una via, P<0,05).

Corvina (Argyrosomus regius)

La corvina (Argyrosomus regius, Asso 1801) pertenece a la familia Sciaenidae, orden
Perciformes, clase Osteictios, y es una de las 18 especies de corvina que se crian a nivel
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comercial o experimental en el mundo (Cardenas, 2011). Segln el informe APROMAR
(2010), las especies de peces marinos actualmente criados en Espafia a escala comercial
son: dorada, rodaballo, lubina, anguila, besugo, corvina, lenguado y abadejo. La corvina (A.
regius) va camino de ser la cuarta especie en importancia de la acuicultura marina de peces
en Espafa. La comercializacion es su principal freno ya que no es una especie conocida de
forma general en los mercados. Sin embargo, un punto a su favor con vistas a abrirse paso en
el mercado, es que sus caracteristicas organolépticas demuestran que las corvinas de cultivo
desarrollan unas cantidades inusualmente bajas de grasa mesentérica y muscular en com-
paracion con otras especies de granja. Ademas, admite un largo periodo de conservacion,
en condiciones de refrigeracién. Estas caracteristicas le confieren a la corvina de granja la
categoria de producto de excelente calidad (Hernandez et al., 2009).

La principal ventaja de A. regius, como especie de cultivo, es su rapido crecimiento.
En la fase larvaria cuadriplica el peso de larva de dorada, y cuando hablamos de engorde,
a los 18 meses puede llegar a alcanzar 1 kg de peso vivo a diferencia de los 300-400 g que
alcanza la dorada en este periodo. Ademas, es una especie idonea para la transformacion,
tanto por su rendimiento en carne como por la facilidad para filetearla. En la actualidad existe
una creciente demanda del producto transformado siendo la corvina una candidata ideal. Al
tratarse de una especie eurihalina, permite su adaptacion a ambientes muy diversos, incluso
a la cria terrestre en aguas salobres (Cardenas, 2010).

En un experimento realizado en el Centro IFAPA EIl Torufio (El Puerto de Santa Maria,
Cadiz, Espafa) se analizd la influencia de la salinidad ambiental sobre la cria de A. regius,
con vistas a la determinacion de la salinidad 6ptima para el preengorde (Tinoco et al., 2009).
En dicha salinidad 6ptima, la reduccion del coste metabdlico de la regulacion osmética e
idnica, gracias a la manipulacién de la salinidad ambiental, podria reflejarse en una mejora
del crecimiento y utilizacion del alimento por parte del animal.

En el experimento se utilizaron alevines de A. regius obtenidos en las instalaciones del
Centro IFAPA EI Torufio a partir de un stock de reproductores propio. A estos ejemplares se
le indujo la puesta (24/04/08) mediante inyeccion de GnRH, segun el protocolo descrito por
Grau et al. (2007). Especimenes con un peso medio de 4,32 + 0,07 g fueron aclimatados a
dos salinidades ambientales diferentes (agua de salinidad intermedia: 12%o; agua de mar:
39%o) por un periodo de 45 dias (junio y julio 2008). Cada condicién experimental se realizd
en cuatro réplicas. Los animales se mantuvieron bajo condiciones naturales de fotoperiodo
y temperatura (21,5-21,6 °C), realizandose muestreos de talla y peso semanalmente y en el
punto final del experimento, asi como de plasma, higado y musculo en este punto final. La
mortalidad observada durante el experimento fue de un 2% para la salinidad del 12% y de un
3% para la salinidad del 39%o.
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Los resultados mostraron como los especimenes aclimatados a 12%o presentaron mayor
crecimiento (Fig. 3), ganancia de peso, tasa especifica de crecimiento, tasa diaria de cre-
cimiento, factor de condicion, indice hepatosomatico y tasa de eficiencia proteica que los
aclimatados a 39%o (Tabla I). El factor de conversién fue mayor en la salinidad del 39%o,
pero no se observaron diferencias en la tasa de alimentacion especifica y en la relacion talla-
peso. La osmolalidad plasmatica y la actividad Na*,K*-ATPasica branquial y renal no se
vieron afectadas por la salinidad ambiental. Los niveles de cortisol y metabolitos plasmaticos
(glucosa, lactato y triglicéridos) indican estrés crénico en ejemplares aclimatados a salinidad
del 39%o. Los cambios metabolicos observados en tejidos (higado, branquias, rifién) a esta
salinidad, también indican una situacion de estrés. Nuestros resultados muestran que A.
regius es capaz de aclimatarse a diferentes salinidades ambientales (12 y 39%o). Sin embargo,
su aclimatacion a la salinidad del 39%. provoca una situacion de estrés y un peor crecimiento
respecto a salinidad del 12%o en los alevines de este peso.

Figura 3.- Evolucién temporal del peso himedo (media + ESM) de ejemplares de A. regius
cultivados a diferentes salinidades ambientales. Asteriscos indican diferencias significativas
entre las condiciones experimentales (p-valor < 0,05).
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Tabla 1.- Peso final, Crecimiento Diario (DGR), Ganancia en Peso (WG), Tasa Especifica de
Crecimiento (SGR), Tasa Especifica de Alimentacion (SFR) y Factor de Conversion (FCR)
en ejemplares de A. regius cultivados a diferentes salinidades ambientales. Diferentes supe-
rindices indican diferencias significativas entre las condiciones experimentales (p-valor <
0,05).

PARAMETROS 12%o 39%o
Peso final (g) 21,6 £0,5 172+0,5°
DGR (g / dia) 0,41 +0,01° 0,31 +0,00°
WG (%) 400 + 8,6 300 +2,6°
SGR(% / dia) 3,83 £ 0,04* 3,30 £ 0,02°
SFR (% / biomasa peces) 4,36 + 0,06? 4,43 £ 0,09
FCR 1,14 + 0,02 1,34 +£0,02°

Pargo (Pagrus pagrus)

El bocinegro o pargo (Pagrus pagrus Linnaeus, 1758) pertenece a la familia Sparidae,
orden Perciformes, clase Osteictios, siendo una especie de alto valor comercial cuya crianza
es objeto de estudio por parte del Centro IFAPA EIl Torufio, donde se han llevado a cabo
investigaciones para la optimizacion del cultivo de esta especie (Cardenas y Calvo, 2003).

En un experimento realizado con ejemplares procedentes de puestas obtenidas durante
el afio 2008 en dicho Centro se analiz6 en juveniles (6,01 + 0,2 g de peso total y 6,62 + 0,1
cm de longitud total, respectivamente) la influencia de dos salinidades ambientales (agua
de salinidad intermedia (AS): 12%o, agua de mar (AM): 39%o0) por un periodo de 45 dias
(junio y julio 2008). Cada condicién experimental se realiz6 en cuatro replicas. Los animales
se mantuvieron bajo condiciones naturales de fotoperiodo y temperatura (21,5 - 21,6 °C),
realizdndose muestreos de talla y peso los dias 1, 18, 28, y 45, asi como de plasma, higado
y musculo en el punto final del experimento con el objeto de realizar un estudio fisioldgico
tanto a nivel osmorregulador como metabélico (Vargas-Chacoff et al., 2009).

Los valores meristicos nos indican que los peces aclimatados a AS presentaron un mayor
incremento en peso que los peces mantenidos en AM (Tabla Il), sugiriendo que en esta
especie y en el rango de peso utilizado el ambiente isosmético del AS estimula el crecimien-
to respecto al ambiente hiperosmético del AM. Los ejemplares de P. pagrus mantenidos en
AS muestran una hipoosmolalidad plasmaética asi como disminucion de la actividad Na*,K*-
ATPasica branquial. Ademas el cortisol (tipica hormona de estrés) present6 valores similares
en los ejemplares aclimatados a AM y a AS. Por Gltimo, los estudios metabdlicos a nivel
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plasmatico, hepatico y muscular mostraron una mejor condicién metabodlica en los ejempla-
res mantenidos en AS respecto a los de AM, que podrian reflejarse en un mejor crecimiento.

Tabla I1.- Parametros productivos en juveniles de P. pagrus sometidos a diferentes salinida-
des de cultivo. Los valores son representados como media + ESM (n=20). Diferentes letras
indican diferencias significativas entre grupos.

PARAMETROS 12%o 39%o
Longitud total inicial (cm) 6,84 + 0,12 6,46 + 0,12
Longitud total final (cm) 8,76 + 0,22 8,54 + 0,17
Peso inicial (g) 5,84 +0,3? 6,16 + 0,22
Peso final (g) 13,27+ 0,8° 11,69 + 0,42
WG (%) 127 89
SGR (%/dia) 1,82 + 0,20 1,42 +0,1°
IHS (%) 2,54 + 0,02 2,37+0,2¢
K 1,97 + 0,2 1,87 +0,12

Conclusion

En los teledsteos existe un amplio conocimiento sobre los diversos procesos fisiol6gicos
que se ven influenciados por la salinidad ambiental y que interaccionan con su crecimiento.
Sin embargo, no existe un modelo o explicacion estandar valida de la interaccién salinidad-
crecimiento para todas las especies. A la vista de los resultados aportados en la literatu-
ra cientifica, esta claro que la manipulacion de la salinidad ambiental para conseguir una
mejora del crecimiento deberia ser tomada con precaucion. La existencia de otros factores
(fotoperiodo, temperatura, tipo de alimentacion, etc.) o bien las complejas interacciones de
algunos de estos factores, pueden modular/interferir el efecto de la salinidad ambiental sobre
el crecimiento en las especies. Ademas, la existencia de una gran variabilidad en la respuesta
del crecimiento a variaciones en la salinidad ambiental segun la especie estudiada, asi como
de diferencias dependiendo de la edad del ejemplar (larva, juvenil, adulto) hace que la ge-
neralizacion sea dificil. En este sentido es necesario probar el posible efecto beneficioso de
la manipulacién en la salinidad ambiental sobre el crecimiento segun la especie con la que
se trabaja, caracteristicas de la instalacion de cultivo y tipo de cultivo que se realice (cria
larvaria, juvenil, preengorde, engorde).
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Resumen

El attn rojo, Thunnus thynnus (L., 1758) es un pez emblematico que viene alimentando a
las poblaciones del Mediterraneo desde hace milenios. Desde finales de los afios 90, se viene
realizando una actividad denominada “engrase” que consiste la captura de ejemplares vivos en
las areas de puesta del Mediterraneo, aprovechando su migracion sexual anual, su transporte
hasta granjas cercanas a la costa, su alimentacion con pequefios pelagicos durante un tiempo
que suele variar entre 6 meses y mas de un afio, su sacrificio y su venta, fundamentalmente
en el mercado japonés. Debido a la alta demanda de dicho mercado unido a los altos precios
que en €l se pagan, los stocks naturales se vieron sometidos a una fuerte sobreexplotacion que
puso en riesgo la supervivencia del recurso. Para evitar el colapso de esta especie, la Comision
Internacional para la Conservacion del Attn Atlantico (ICCAT) establecié en 2008 un Plan de
recuperacion, limitando drasticamente sus capturas asi como elevando la talla minima y esta-
bleciendo periodos de veda entre otras recomendaciones. Esto ha llevado a que las produccio-
nes sean cada vez mas reducidas y que la produccién mediante técnicas de acuicultura integral,
pueda hacer que las poblaciones naturales recuperen la estructura que tenian hace cientos de
afios, sin renunciar al consumo de su carne en la cantidad y calidad que requiere un mercado,
cada vez mas importante y selectivo. A este respecto y desde finales de los afios 90 se vienen
desarrollando diferentes proyectos de investigacion (DOTT, REPRODOTT, SELFDOTT), co-
financiados por los Programas Marco de la Union Europea, al objeto de desarrollar técnicas de
cultivo que permitan en un futuro la produccion independiente de atin rojo mediante técnicas
de acuicultura, sin necesidad de capturar ejemplares en el medio natural.
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Introduccion

El atin rojo Thunnus thynnus (Linnaeus, 1758) un tele6steo perteneciente a la familia
Scombridae (Fig.1) es una especie emblematica que se captura desde la antigiiedad, y viene
alimentando a las poblaciones del Mediterraneo desde hace milenios. Hay incluso estudios
gue afirman que el hombre de Neandertal, aunque no sabia pescarlo, ya lo consumia cuando,
huyendo de las orcas, lo encontraba varado en las playas del sur de Espafia. Muy posterior-
mente se desarrollaron en esa misma zona asi como en otras del Mediterraneo las almadra-
bas, que son artes fijas que capturan el atln rojo, aprovechando sus migraciones anuales
(Cort, 2007).

Figura 1.- Atan rojo (Thunnus thynnus).

A partir de afios 90 se inicia, en el Mediterraneo, el llamado engrase, que consiste en
capturar ejemplares vivos mediante arte de cerco en las zonas de puesta, trasladarlos a
granjas cercanas a la costa, alimentarlos durante varios meses con pequefios peces pelagicos
ricos en materia grasa, y una vez sacrificados de forma rapida para evitar la formacion de
lactato, enviarlos al mercado, especialmente al japonés (Belmonte y De la Gandara, 2008;
Mylonas et al., 2010). Los altos precios que el atin de granja ha alcanzado en este mercado
(en 2005 se pagaron por un atin de 342 kg 320.000 €) han llevado a la sobreexplotacion de las
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poblaciones naturales, con una importante reduccion del stock de reproductores (Fromentin
y Powers, 2005). Cifras no oficiales arrojan valores anuales de capturas por encima de las
60.000 toneladas, méas del doble de lo oficialmente reportado. Para paliar esta situacion de
sobrepesca, que de continuar podria haber llevado a las poblaciones naturales al colapso, el
Consejo Internacional para la Conservacién del Atdn Atlantico (ICCAT) establecio en 1999
un sistema de cuotas para limitar las capturas, y en 2008 un Plan de recuperacién con una
reduccion importante de dichas cuotas, del tamafio minimo de ejemplares capturables, asi
como un sistema de vedas (ICCAT, 2011). La aplicacion de estas medidas esta haciendo que
en la actualidad se estén observando claros signos de recuperacion de esta especie. Desde
el punto de vista de la produccién mediante engrase, todas estas medidas han hecho que las
producciones hayan caido de forma muy importante habiendo sido en 2011 de 12.900 t de las
cuales 2.411 correspondieron a Espafia. Asi mismo se ha asistido a una drastica reduccion del
naimero de empresas que se dedican a esta actividad. En nuestro pais, de las 14 empresas que
operaban en 2003, hemos pasado a solamente 2 en 2011: la empresa catalana Grup Balfegd
y la murciana, Caladeros del Mediterraneo, perteneciente al grupo Ricardo Fuentes e Hijos.

La domesticacion del atun rojo

Es evidente que, a pesar de los efectos positivos que sobre la recuperacion del stock estan
ejerciendo todas estas medidas, éstas van a continuar en un futuro préximo. Por tanto y para
garantizar el abastecimiento de atlin rojo en la cantidad y calidad que requiere un mercado
cada vez mas importante y selectivo, éste tiene que venir indefectiblemente de su produccién
mediante técnicas de acuicultura integral, lo que ademas redundara en que las poblaciones
naturales recuperen la estructura que tenian hace cientos de afios, de una forma mas rapida.

A este respecto y a finales de la década de los 90, varios investigadores pertenecientes
a un buen nimero de Instituciones Europeas, entre ellas el IEO, constituyeron un grupo
denominado DOTT, acrénimo de “Domestication of Thunnus thynnus, the Bluefin tuna”. El
objetivo de dicho grupo fue el de recorrer el largo camino que, sin duda, culmina en lo que
puede ser el reto mas importante de la acuicultura marina, la domesticacion del atun rojo para
aliviar la presién sobre las poblaciones naturales consiguiendo su produccion enteramente
en cautividad, de forma independiente al stock silvestre, tal y como ocurre con otras muchas
especies producidas en cautividad.

El primer proyecto llevado a cabo por el grupo DOTT, fue la celebracidn del | Simposio
Internacional sobre la domesticacién del atdn rojo. Este proyecto, financiado por la Comision
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Europea, estuvo coordinado por el investigador israeli Hillel Gordin, del IORL-NCM, y
reunio en febrero de 2002 en Cartagena (Espafia), a la mayoria de expertos en el tema.

A partir de este proyecto, el IEO asume el liderazgo de la investigacion sobre el cultivo
de atun rojo a nivel europeo (de la Gandara y Ortega, 2008) y coordina la siguiente accion
del grupo DOTT: el proyecto REPRODOTT (Reproduction of the Bluefin Tuna in Captivity -
feasibility study for the domestication of Thunnus thynnus), que se llevé a cabo en el periodo
comprendido entre los afios 2003-2006. Este proyecto, financiado con 1,5 millones de euros
por el 5° Programa Marco de la UE, conté con la participacion de 8 Instituciones europeas de
investigacién, y con la empresa Tuna Graso, perteneciente al grupo Ricardo Fuentes, con el
que el IEQ tiene firmado un convenio de colaboracién. Uno de los resultados de este proyecto
fue la consecucion por primera vez a nivel mundial, de puestas de atin rojo en cautividad
(Mylonas et al., 2007).

Entre los afios 2006 y 2008, y bajo la direccion del IEO, se llevaron a cabo los proyectos
ADAR-AJAR, financiados mediante un Convenio entre el propio IEO, la CARM a través de
la CAAy el grupo Ricardo Fuentes. Dichos proyectos tuvieron como objetivo “la Captura
y la Domesticacion de juveniles de atun rojo”. En ellos se desarrollé una técnica de captura
al currican con anzuelos sin muerte de juveniles 0* vivos de atin rojo (De la Gandara et al.,
2009).

El siguiente proyecto, SELFDOTT: From capture based to self sustained aquaculture
and domestication of bluefin tuna, Thunnus thunnus (KBBE-2007-1-2-09 Cooperation Work
Programme: Food, Agriculture and Fisheries, and Biotechnology), con un presupuesto total
de 4,4 millones de euros, 3 de ellos cofinanciados por el 7° Programa Marco de la Comisién
Europea y coordinado por el Instituto Espafiol de Oceanografia (IEO) se puso en marcha en
Enero de 2008, con el objetivo de sentar las bases para producir atlin rojo mediante técnicas
de acuicultura integral (De la Gandara y Ortega, 2008). Los objetivos de SELFDOTT se han
basado en tres pilares fundamentales:

1. Lareafirmacion de los conocimientos actuales sobre la reproduccion en cautividad
de esta especie

2. El establecimiento de los conocimientos basicos necesarios para la obtencion de
puestas y el control del desarrollo larvario

3. Elestablecimiento de las bases necesarias para el desarrollo de alimentos adecuados
desde el punto de vista de la eficacia como del respeto al medio ambiente

Los reproductores de atin se han mantenido en las instalaciones de las empresas parti-
cipantes en el proyecto, el grupo espafiol Ricardo Fuentes y la maltesa Malta FishFarming.
Los otros miembros del consorcio han sido el Hellenic Centre for Marine Research de
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Grecia, el IFREMER (Institut Francais d’Exploitation de la Mer, Francia); la Universidad de
Disseldorf, Alemania; el National Centre for Mariculture, Israel; la Universidad de Cadiz,
Espafia; la Universidad de Bari, Italia; el Ministry for Rural Affairs and Environment (MRAE-
Aquaculture) Malta, el Centre National pour la Recherche Scientifiqgue (CNRS, Francia), la
Universidad de Montpellier 2, Francia y el Skretting Aquaculture Research Centre (SARC)
de Noruega, perteneciente a la multinacional Nutreco, una de los grupos empresariales mas
importantes a nivel mundial en la produccién de alimento para peces.

En Espafia se ha mantenido un stock de alrededor de 30 reproductores de at(n rojo frente
a El Gorguel (Cartagena), en una concesion del Grupo Ricardo Fuentes. Estos reproductores,
capturados en el Mar Balear en junio de 2007, se ubicaron en una jaula circular de 25 m de
diametro y 20 m de profundidad, provista de un bolsillo de malla de 2 cm de luz, para evitar
en lo posible la entrada de pelagicos que depredan los huevos liberados. Los atunes se ali-
mentaron una vez al dia, a saciedad, con estornino (Scomber japonicus) y caballa (Scomber
scombrus). Otro stock en condiciones semejantes fue mantenido en Malta por la empresa
Malta Fishfarming.

Para la recogida de huevos, se coloco en la época de puesta (junio-julio) una cortina de 6
m de altura, rodeando totalmente la parte superior de la jaula. Se instal6 a principios de julio
en 2008, a finales de junio en 2009, a mediados de junio en 2010 y a principios de junio en
2011, oscilando las temperaturas del agua entre los 21 y los 26 °C. En los afios 2008 y 2009
se utilizaron implantes hormonales con GnRHa segun la técnica desarrollada en el anterior
proyecto REPRODOTT, utilizando para ello un arpén submarino (Mylonas et al., 2007).

En julio de 2008 no se obtuvieron puestas de huevos, probablemente debido a que se
realizaron los implantes y se instal6 la cortina muy tarde. En 2009 fue el primer afio en que
empezaron a obtenerse puestas masivas de huevos fértiles (140 millones de huevos a lo largo
de 17 dias, con un pico méximo de 60 millones de huevos en un solo dia). En 2010 y 2011,
en los que se ubicd la cortina mucho antes, se recolectaron puestas masivas de forma espon-
tanea, sin necesidad de implantes hormonales. En 2010 se obtuvieron 60 millones de huevos
a lo largo de 40 dias siendo los resultados de 2011 de 162 millones durante un periodo de
tiempo semejante aunque se comenzaron a recolectar las puestas con una semana de antela-
cion (De la Gandara et al., 2011).

Los huevos se recogieron entre las 3 y las 5 de la madrugada de la superficie de la jaula
mediante salabres con malla de 500 um (Fig. 2), y se trasladaron a la Planta de Cultivos del IEO
en Mazarrdn para proceder a evaluar su cantidad y calidad, a su eclosion y a su cultivo larvario.
Asi mismo y seguin estaba previsto en el Anexo Técnico del Proyecto SELFDOTT, se realiza-
ron con éxito envios de huevos vivos a los socios del proyecto en Francia, Grecia e Israel.
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Figura 2.- Recoleccion de huevos, en la jaula de reproductores.

Por su parte, el laboratorio maltés del MCFS utilizé las puestas obtenidas del stock de
reproductores ubicado en las instalaciones de la empresa Malta Fishfarming. En este caso el
nimero de huevos colectado fue muy inferior al obtenido en Cartagena, aunque suficiente
para llevar a cabo los experimentos previstos en el citado Centro.

Para el cultivo larvario se emplearon las técnicas conocidas como pseudogreen water,
mesocosmos y agua clara. Las dos primeras coinciden en el uso de microalgas en los tanque
de cultivo larvario. Se diferencian en que en el primer caso se utilizan tanques de menor
tamafio (5 m®) y la densidad inicial de larvas es mayor (20-50 larvas/L). En el segundo
caso se utilizan tanques de mayor volumen (20-40 m®) siendo menor la densidad inicial
(1-10 larvas/L). En el caso de agua clara, no se utilizan microalgas y las densidades larvarias
iniciales son altas, siendo como en el primer caso, los tanques de tamafio reducido. La es-
trategia de alimentacion larvaria consistié en utilizar rotifero y artemia enriquecidos con
productos comerciales, larvas de dorada (Sparus aurata) recién eclosionadas y alimentacion
artificial desarrollada por el SARC (Fig. 3).
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Figura 3.- Crecimiento de larvas de atlin rojo y estrategia de alimentacion durante el primer
mes de vida, en el IEO.

Los cultivos larvarios realizados en la Planta de Cultivos Marinos del IEO en Mazarron,
con el método de pseudogreen water (Fig. 4) fueron los méas exitosos, consiguiendo una su-
pervivencia de 73 dias en 2009 (30 g de peso) y 110 dias (100 g de peso) en 2010. En 2011
se produjeron 3.000 juveniles de atin rojo de 40 dias de edad y alrededor de 10 g de peso en
estas instalaciones del IEO. Parte de ellos fueron transportados a jaulas en el mar, gestionadas
por el grupo empresarial Ricardo Fuentes (Ortega et al., 2011). A los 4 meses de vida, los
ejemplares supervivientes superaban el kilo de peso (Fig. 5), alcanzando los 2 kg a principios
de 2012. Se espera que un buen nimero de ellos alcance el estado adulto tras un minimo de
cuatro afios y pueda reproducirse, consiguiendo por tanto y por primera vez en esta especie,
cerrar su ciclo biolégico en cautividad.

En cuanto a los resultados del tercer objetivo, el grupo SARC desarroll6 una alimentacion
artificial que fue bien aceptada por los juveniles de esta especie tanto producidos en cautivi-
dad como capturados en el medio natural, y ubicados en jaulas flotantes gestionadas por el
grupo empresarial Ricardo Fuentes.

Los crecimientos obtenidos son comparables a los de alimentacién a base de pescado,
lo que abre la posibilidad de realizar su crianza de una forma mas respetuosa con el medio
ambiente, tal y como estaba previsto en los objetivos del proyecto.
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Figura 4.- Uno de los tanques de cultivo larvario utilizado por el IEO.

Figura 5.- Crecimiento de juveniles de attin rojo en el IEO hasta los 120 dias de vida.




IV Férum Ibero-Americano dos Recursos Marinhos e da Aquacultura

Conclusiones

Sélo la produccion independiente de atdn rojo a nivel industrial, junto a un sistema de
capturas responsable, puede hacer que las poblaciones naturales recuperen la estructura que
tenian hace cientos de afios, sin renunciar al consumo de la carne de este emblematico pez, en
la cantidad y calidad que requiere un mercado, cada vez mas importante y selectivo.
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Abstract

The main conclusions obtained during the Seacase project on the valorization of the semi-
intensive aquaculture products are presented based on published articles and on the final
report of the project. Quality assessment obtained during the project permits differentiation
of the products coming from these systems, and quality markers may be a starting point for
the creation of a complete certification system of non-intensive aquaculture products, at the
European level. A more “natural image” could help to maintain the economic sustainability
of this type of aquaculture, matching market demands of those consumers who are concerned
with welfare considerations and environmental protection.

Seacase project, semi-intensive aquaculture, quality markers.

Introduction

The global food system will experience an unprecedented confluence of pressures over the
next 40 years. On the demand side, global population size will increase from nearly seven
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billion today to eight billion by 2030, and probably to over nine billion by 2050. Many people
are likely to be wealthier, creating demand for a more varied, high-quality diet requiring
additional resources to be produced. On the production side, competition for land, water and
energy will intensify, while the effects of climate change will become increasingly apparent
(Foresight, 2011).

At the same time at European level, in order to cope with an increasing global population,
a rapid depletion of many resources and increasing environmental pressures, it is necessary to
change the approach to production, consumption, processing, storage, recycling and disposal
of biological resources. The “Strategy for sustainable development of European Aquaculture’
(COM (2002) 511) recognized the positive effects of low technology production farming
systems (extensive and semi-intensive) in coastal areas. Those systems can facilitate the en-
vironmental protection and restoration in areas of particular ecological interest, including
wetlands, lagoons, estuaries and salt marshes. However, natural processes limit the produc-
tivity, therefore reducing economic yield and profitability. Nonetheless, specific cases have
demonstrated that added-value and sustainability can be obtained for those products when
being quality differentiated from standard products (e.g. oyster fattening in ponds) either
through certified cultural practices or product characteristics. Environmental and quality
labeling certifications, recognized by the European Aquaculture Strategy (COM(2002)511),
facilitate this differentiation. New production systems such as polyculture, increase food
availability by fertilization techniques, are now considered to increase natural productivity
without significant ecological side-effects. Coastal production systems occupy large areas.
Therefore, they require an integrated coastal zone management approach as supported by the
Commission (COM (2000), 547) to solve the problem of space allocation.

Despite the continuous demand of fish for the European aquaculture industry, the produc-
tion trend of semi-intensive and extensive coastal aquaculture systems has shown a marked
decrease in the last decade. These systems are facing big difficulties related with the compe-
tition in coastal areas and prices of fish, coming from intensive aquaculture where produc-
tion costs are lower. However they showed some positive effects related with employment
opportunities and development in rural and coastal areas and environmental protection and
restoration in areas of ecological interest.

So there is an urgent need to valorize these systems. This might be done by:

o,

¢ Increasing production per hectare within sound environmental conditions

o,

¢ Increasing added value to production through quality markers
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To address these issues, the SEACASE project (www.seacase.org) aimed to develop
effective tools for maintenance of competitiveness, productivity, profitability and thus dura-
bility of extensive and semi-intensive aquaculture production in Southern Europe, which in
turn contribute to improve the image of aquaculture as an environmentally sound economic
activity producing high quality products. This should also contribute to assuring the availa-
bility to consumers of high quality products that are healthy, safe, high quality and produced
without major environmental costs (Seacase, 2010).

Increasing production per hectare within sound environmental conditions

Within the SEACASE project, several performance trials were undertaken to evaluate
the effects of replacing fishmeal and/or fish oil in a practical diet of gilthead seabream with a
complementary mixture of vegetable proteins (soy, peas, wheat) and oil (soybean, rapeseed)
sources, in terms of growth performance, feed utilization, apparent digestibility of nutrients
and soluble nitrogen and phosphorus excretion. Data generated in the project clearly shows
that the growth performance of gilthead sea bream (from 30 to 300 g) can be sustained by a
practical dietary formulation containing as little as 13% of marine-derived proteins. (Dias et
al., 2009). The environmental impact of fish farming is closely associated to excessive feed
wastage and sub-optimal nutrient utilization. In this regard, when using plant ingredients as
major dietary protein sources in fish feeds; one aspect that deserves special attention is the
phosphorus (P) bioavailability. The project data shows that when compared to a fishmeal meal
based diet, soluble phosphorus excretion was significantly reduced by the use of balanced
plant-protein rich diets (Dias et al., 2009)

Increasing added value to production through quality markers

The Seacase project investigated quality criteria as potential markers to differentiate
fish (seabream) reared in different systems. Sanitary and nutritional quality, yields and body
traits, color, sensory quality and muscle structure were followed. The main conclusions were
(Valente et al., 2011; Cardinal et al., 2011)

1. The lipid content of the flesh is often lower in sea bream from non-intensive systems
(not always, some variations exist according to the farm and the season) and therefore
the trimming loss after filleting can be lower in this case
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2. Compared to intensive production, integrated systems, semi-intensive systems,
and to a lesser extent extensive systems, lead to products with a better nutritional
balance, with a generally higher level of polyunsaturated w3 and a lower level of w6,
which means a better w3/wé ratio for human consumption

3. Sensory characteristics discriminate the kind of rearing system. For extensive
systems, samples are generally perceived less firm and less dense during chewing,
with higher moisture in flesh and less fatty characteristics in odor, taste and texture.
Some quality characteristics of seabream from integrated systems seem to be a con-
sequence of the environmental conditions in earth ponds. Appearance (golden line
between eyes and orange color in gill area), odor and taste are a sort of fingerprint
of these conditions. Moreover, the rearing system seems to modulate the muscle
structure, since the muscle of seabream from intensive system had a higher number
of small fibers and a higher density of fibers

4. Environmental conditions have been identified as an influent factor on odor and
taste characteristics of fish reared in earth pond or estuaries. Products from intensive
farming have more constant sensory characteristics and present a generally whiter
fillet color, after cooking; on the other hand, the characteristics of the products from
the non-intensive systems reflect the influence of natural conditions, in terms of
external appearance and sensory properties

Conclusions

1. A clear identification of the product origin and rearing system would allow the
consumer to understand that aquaculture can propose different types of products

2. Semi-intensive aquaculture products can be discriminated from intensive ones by
their external appearance and could offer the consumers high levels of long-chain
n-3 fatty acids and good n-3/n-6 ratios

3. Non-intensive rearing systems in earthen ponds seem more propitious to the de-
velopment of certain characteristics related to the environment whereas intensive
conditions allow more constant sensory characteristics
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La Espafia Atlantica y su dieta

Espafa tiene la fortuna de estar bafiada por dos grandes mares, el océano Atlanticoy el mar
Mediterraneo. El noroeste, por el primero y el este por el segundo. ElI mar Cantabrico bafia
las regiones atlanticas: Galicia, Asturias, Cantabria y el Pais Vasco y el mar Mediterraneo
Catalufia, Valencia, Islas Baleares, Murcia y Andalucia. EI mar Mediterrdneo ha sido la
puerta de entrada de las culturas griega, cartaginesa, romana y arabe y la consiguiente in-
troduccion de alimentos, cultivos, ganaderia, pesca y el océano Atlantico ha sido el vehiculo
de introduccion desde 1492 con el descubrimiento de América, de alimentos y cultivos que
fueron clave para nuestra alimentacion.

Por lo que se refiere a las regiones atlanticas, el gran patriarca de la gastronomia espafiola
y referente internacional de la misma, el vasco Juan Mari Arzak define de la siguiente forma
el mar Cantabrico: “Es un mar bravio y muy bello que bafia los pueblos del norte con un
paisaje compartido. También unas cocinas que son en sus esencias y modos primas hermanas
entre si, con unas materias, unos géneros de primera categoria, presentes de una u otra
manera en todas ellas y que se extiende de Bayona a Baiona. Destaca en todas ellas la figura
tan nortefia de la mujer cocinera que reina en los fogones, seglin una tradicion muy remota
que enlaza con el matriarcado de esos pueblos. Cada una con sus caracteristicas especificas,
pero todos ellos comparten a la vez rasgos comunes a la cultura del cantabrico. Una de las
cosas mas entrafiables que nos han legado esas mujeres es la cocina, esos platos que en todo
el cantabrico huelen a mar. Los cocineros profesionales y los restauradores son el otro puntal
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sobre el que descansa la culinaria. Tradicidn e innovacidn. Artesania que llega hasta cotas
auténticamente artisticas.

El océano Atlantico es una de las mejores despensas del mundo y Galicia una parte es-
pecialmente privilegiada. Las caracteristicas riquezas del mar que la bafia, con incontables
especies de pescados, moluscos, crustaceos y algas, que ahora se ve aumentada con el ex-
traordinario desarrollo de la acuicultura y de las algas; y de su tierra con numerosos microcli-
mas, valles y rios que permiten una gran variedad de cultivos de plantas y especies arboreas,
el desarrollo de la ganaderia, asi como algunas especies de pescados anddromos son una
buena muestra de ellos. Pero ademas es importante resefiar el profundo impacto que desde
hace mas de un milenio ha significado el fendmeno de las peregrinaciones a Santiago de
Compostela (camino de Santiago de Compostela), el primer itinerario cultural europeo con
un importante intercambio de productos alimentarios, recetas de cocina y nuevos cultivos. El
camino francés, el mas importante de los caminos a Santiago desde Europa pasa por todas
las regiones del norte. Los monasterios Benedictinos y Cistercienses que se fundaron en
estas regiones tuvieron un papel importante en el desarrollo de la agricultura y preparacio-
nes culinarias. Un hecho clave fue el descubrimiento de América con la llegada de muchos
alimentos desconocidos. El impacto de la patata y maiz son dos ejemplos de lo que significa
para la alimentacién, la cocina y gastronomia del norte. Debemos destacar el papel secular
de las flotas pesqueras del norte de Espafia que faenaron desde hace muchos siglos fuera de
la plataforma continental, asi como las pesquerias en los multiples rios y la larga experiencia
en salazon y conservas. El mar de Galicia dispone de un extraordinario sistema de “fertiliza-
cidn” que es consecuencia de un efecto combinado de las grandes corrientes oceénicas, del
régimen de las mareas, del oleaje, de los vientos del norte y del nordeste y del aporte de agua
dulce de las rias. Todos estos factores favorecen que empujen el agua superficial de las rias
hacia el interior del océano y que cerca de la costa suban a la superficie las aguas profundas y
frias que contienen abundantes sales inorganicas, necesarias para crear la materia viva. Esta
corriente de “agua abonada” que sube a la superficie se conoce como “afloramiento” y dura
unos 180 dias. A més nutrientes méas abundancia de fitoplancton y zooplancton, todos estos
cambios de la rias gallegas favorecen extraordinariamente la produccion de biomasa. No es
de extrafiar que en las regiones del norte los pescados, moluscos y crustaceos tengan una
importancia grande en la alimentacion, en la dieta y gocen de gran prestigio.

Evolucién de la dieta en Espafia. 1966-2010

Consideramos de gran interés valorar la evolucion de la dieta en Espafia durante el
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periodo comprendido entre 1966 y 2010, reflejo del paso de una Espafia subdesarrollada
a una desarrollada con un potente sector industrial y de servicios y con profundos cambios
en los estilos de vida, incluidos la dieta, la actividad fisica, la estructura social y familiar, la
renta per capita, la urbanizacion, etc. En los 44 afios transcurridos el aporte en calorias, de
proteinas, carbohidratos y grasas han experimentado cambios significativos en el porcenta-
je aportado por estos tres macronutrientes. Descenso notable del porcentaje de hidratos de
carbono, aumento moderado del de proteinas y notable del de las grasas (Fig. 1).

Figura 1.- Evolucion del aporte calorico de los macronutrientes en la alimentacion de los
hogares espafioles, 1966-2010.

También nos ha parecido de interés conocer las diferencias actuales en el consumo
de alimentos/habitantes/afio, segln se trata de la Comunidades Auténomas atlanticas con
relacion a las mediterraneas y del conjunto de Espafia. Ello nos permite valorar la compa-
racion de la dieta y qué grupos de alimentos se consumen mas 0 menos en una y otra. Para
ello valoramos la Ultima encuesta anual disponible del consumo de Espafia de 2010. Nadie
discute la calidad nutricional de la Dieta Mediterranea, pero tanto la OMS como la FAO
alertan del abandono progresivo de la misma en las naciones mediterraneas, incluida Espafia
como demuestra el estudio ENRICA. Por el contrario se experimenta un aumento progresivo
del consumo de la “dieta occidental”, cuyo paradigma es Estados Unidos, que coincide con
el aumento notable de la prevalencia de enfermedades que son la primera causa de morbi-
mortalidad (Fig. 2, 3y 4).
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Figura 2.- El peligro de extincion de las dietas saludables tradicionales.

Figura 3.- Examen de salud, habitos alimentarios y de muestras bioldgicas (sangre, orina) en
12.000 adultos jovenes de 18 afios 0 mas.
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Figura 4.- Dieta actual, interaccion entre genoma y ambiente.

Consumo por grupos de alimentos en las Comunidades Auténomas

atlanticas y mediterraneas y en el conjunto de Espaiia (Fig. 5 a 25)

Figura 5.- Consumo de pan y cereales en el hogar (kg/L/persona/afio) y (g/mL/persona/dia)
en Espafia, CCAA atlantica y mediterranea. Afio 2009.
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Figura 6.- Consumo de patatas frescas en el hogar (kg/L/persona/afio) y (g/mL/persona/dia)
en Espafia, CCAA atlanticas y mediterraneos en 2009.

Figura 7.- Consumo de verduras, hortalizas y frutas. Recomendacion de la UE: 2 'y 3 raciones
dia.
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Figura 8.- Consumo de hortalizas en el hogar (kg/L/persona/afio) y (g/mL/persona/afio) en
Espafia, CCAA atlanticas y mediterraneas, 20009.

Figura 9.- Consumo de frutas frescas en el hogar (kg/L/persona/afio) y (g/mL/persona/dia)
en Espafia, CCAA atlanticas y mediterraneas, 2009.
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Figura 10.- Consumo de leguminosas y frutos secos en el hogar (kg/L/persona/afio) y (g/mL/
persona/dia) en Espafia, CCAA atlénticas y mediterraneas, 2009.

Figura 11.- Consumo de aceite de oliva en el hogar (kg/L/persona/afio) y (g/mL/persona/dia)
en Espafia, CCAA atlanticas y mediterraneas, 2009.
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Figura 12.- Consumo de lacteos en el hogar (kg/L/persona/afio) y (g/mL/persona/dia) en
Espafia, CCAA atlanticas y mediterraneas, 20009.

Figura 13.- Productos del mar.
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Figura 14.- Consumo de pescado en el hogar (kg/L/persona/afio) y (g/mL/persona/dia) en
Espafia, CCAA atlanticas y mediterraneas, 20009.

Figura 15.- Contenido de acidos grasos poliinsaturados w-3 en pescados (g/ 100 g).
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Figura 16.- Contenido de acidos grasos poliinsaturados w-3 en aceites de pescados, moluscos
y crustaceos (g/ 100 g).

Figura 17.- Contenido de acidos grasos en macroalgas de aguas frias.
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Figura 18.- Consumo de carne en el hogar (kg/L/persona/afio) y (g/mL/persona/dia) en
Espafia, CCAA atlanticas y mediterraneas, 2009.

Figura 19.- Consumo de huevos en el hogar (kg/L/persona/afio) y (g/mL/persona/dia) en
Espafia, CCAA atlanticas y mediterraneas, 2009.
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Figura 20.- Consumo de vino y cerveza en el hogar (kg/L/persona/afio) y (g/mL/persona/dia)
en Espafia, CCAA atlanticas y mediterraneas, 2009.

Figura 21.- Consumo per céapita de alimentos en el hogar (kg/L/persona/afio) y (g/mL/
persona/dia), 20009.
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Figura 22.- Caracteristicas saludables de la dieta atlantica tradicional de Galicia (1).

Figura 23.- Caracteristicas saludables de la dieta atlantica tradicional de Galicia (1)




IV Férum Ibero-Americano dos Recursos Marinhos e da Aquacultura

Figura 24.- Pirdmide de la dieta atlantica: saludable, funcional y bioactiva.

Figura 25.- 10 objetivos para una mayor salud nutricional, la respuesta de la dieta atlantica.
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Dieta Atlantica: salud y longevidad

Beneficios de los pescados, moluscos y crustaceos y algas. Importancia de los acidos
grasos omega-3 de cadena muy larga (LCPUFAS)

Los paises del arco atlantico europeo y muy particularmente Espafia y Portugal tienen un
alto consumo de productos del mar y acuicultura y cada vez mas de algas. La importancia de
estos alimentos se relaciona con su composicion nutricional muy especialmente por ser los
Gnicos que presentan una concentracion elevada de ®-3 y una ratio w-3/w-6 favorable. Su
riqueza en vitaminas y minerales eleva aun mas su categoria de alimento saludable. En la ac-
tualidad la ratio o-6/m-3 es en los paises desarrollados de 10-15/1 mientras que la ratio ideal
para la salud es del 2:1. Por ello la recomendacion unanime de la OMS, FAO, UE y socieda-
des médicas es aumentar el consumo de pescado especialmente azules por la riqueza en ®-3.

Se debe tener presente que los &cidos grasos w-3 se encuentran en las membranas de todas
las células de nuestro organismo y en consecuencia son criticos para su funcion, muy espe-
cialmente de la retina, esperma, cerebro, eritrocitos, corazon (Fig. 26-28).

Sus beneficios, ya son patentes en el feto, con particular importancia para el desarrollo
cerebral y retiniano. Este beneficio contindia cuando el lactante es alimentado con leche de
mujer que contiene w-3. Recientemente la autoridad Europea de Seguridad Alimentaria, ha
recomendado la suplementacion de las madres embarazadas y lactantando con EPA+DHA 'y
durante la nifiez y adolescencia (Fig. 29-31).

También el beneficio de la funcidn cerebral continua durante todo el ciclo vital, limitando
el proceso degenerativo cerebral, la funcion cardiaca, el metabolismo lipidico y el proceso
aterogénico. En experimentacion animal se evidencia que la accion inmediata de dosis
masivas m-3 después de una lesién medular, mejora la recuperacion funcional con relacion al
grupo placebo (Fig. 32-36).

Por todo ello, el consumo de pescados y otros productos del mar o agua dulce se convierte
en una prioridad.
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Figura 26.- Efectos de los &cidos grasos omega-3.

Figura 27.- Composicién de acidos grasos en diferentes tejidos (g/100 de acidos grasos
totales).
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Figura 28.- Composicion del semen de individuos normozoospérmicos y astenozoospérmi-
dos.

Figura 29. - Consumo de pescado de la madre en el embarazo y riesgo de deficiencias del
neurodesarrollo, estudio en nifios a los 8 afios: estudio ALSPAC.
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Figura 30.- Asociacion entre ingesta de pescado en el embarazo y la lactancia y neurodesa-
rrollo en la infancia. Danish National Birth Cohort.

Figura 31.- Beneficios de los omega-3 en la demencia, situacion actual.
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Figura 32.- Dietay riesgo de demencia.

Figura 33.- Consumo de pescado o aceite de pescado y mortalidad cardiovascular.
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Figura 34. - Riesgo relativo de muerte stbita cardiaca, valoracion del indice Omega-3.

Figura 35. - Efecto de niveles plasmaticos elevados de DHA sobre la reduccion de la progu-
resion de la aterosclerosis coronaria en 228 mujeres postmenopausicas menores de 80 afios
con enfermedad cardiaca coronaria, Estrogen Replacement and Atherosclerosis Trial.
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Figura 36.- Beneficios combinados de fitosteroles, omega-3 y estatinas en la terapia de la
hipercolesterolomia, accién complementaia y sinérgica.

Beneficios para la longevidad

El daltimo informe del Instituto Nacional de Estadistica sobre la longevidad en Espafia
pone de manifiesto un porcentaje significativamente mayor de personas de mas de 65, 85
y 100 afios en las comunidades atlanticas espafiolas con relacion a las mediterraneas. Ello
puede ser interpretado como que los estilos de vida, la alimentacion, la actividad fisica deben
tener algun papel en las mayores expectativas de vida ( Fig. 37-39).
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Figura 37.- Porcentaje de poblacion en Espafia segun la edad, INE 2011.

Figura 38.- Longevidad en Espafa, INE 2011, poblacién de 100 afios o mayor (1).
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Figura 39.- Longevidad en Espafia, INE 2011, poblacién < 100 afios (11).
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Resumen

Las bacterias comunican su presencia a otras bacterias usando pequefias moléculas de
sefializacion quimica denominadas autoinductores que les permiten coordinarse para realizar
acciones concertadas. Las sefiales mejor conocidas son las N-acilhomoserin lactonas (AHLS),
basadas en un anillo lactona al que se une un &cido graso que constituye la cadena lateral.
Debido a que la comunicacion bacteriana o quorum sensing (QS) juega un papel critico en la
regulacion de numerosas funciones fisiolégicas microbianas, incluyendo las relacionadas con
la patogenicidad, existe un enorme interés en el disefio e implementacion de estrategias de
inactivacion de estos sistemas, también denominadas quorum quenching (QQ), que puedan
funcionar como nuevas férmulas de lucha antimicrobiana. Estas estrategias son especialmen-
te interesantes en el campo de la acuicultura debido al limitado uso de antibioticos y al alto
numero de especies bacterianas patégenas de peces que presentan sistemas de QS mediados
por AHLs. En una busqueda de bacterias marinas con actividad QQ realizada en un trabajo
anterior por nuestro grupo, se seleccion6 una de las bacterias mas activas, identificada como
Tenacibaculum discolor 20J, para la caracterizacion de su actividad enzimatica degradadora
de AHLs. Los resultados obtenidos demuestran que 20J presenta actividad sobre todo el
rango de tamafios de AHLs conocido y una altisima actividad catalitica sobre estos autoin-
ductores, mucho mayor que la descrita para otras enzimas degradadoras de AHLs conocidas
hasta la fecha. Ademas, extractos celulares de 20J fueron efectivos para la eliminacion de las
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AHLs producidas por cultivos vivos del patdgeno de peces Edwardsiella tarda ACC35.1, lo
que indica que 20J constituye un candidato prometedor para el control de bacterias patdgenas
con sistemas de QS basados en AHL.

Palabras clave

Quorum sensing, Quorum quenching, AHL, lactonasa, acilasa, Tenacibaculum.

Introduccion

La deteccion de quérum o quorum sensing -QS (Fuqua et al., 1994) describe la capacidad
de un microorganismo para percibir y responder a la densidad poblacional mediante la re-
gulacion de la expresién genética, siendo asi capaz de desarrollar un comportamiento social
coordinado. Las bacterias comunican su presencia a las demas usando pequefias moléculas
de sefializacion quimica denominadas autoinductores. Este proceso fue descrito por primera
vez en la bacteria marina simbionte bioluminiscente Vibrio fischeri (Nealson y Hastings,
1979). Esta bacteria s6lo emite luz cuando el cultivo alcanza una densidad celular minima o
quorum. Mas tarde se descubrié que un mecanismo similar, mediado por distintas moléculas
sefial, estaba implicado en la regulacion genética de procesos tan diversos como la produc-
cion de antibioticos, la liberacion de factores de virulencia, la maduracion de biopeliculas,
etc., lo que inicié una serie innumerable de descubrimientos que nos han brindado una nueva
visién del mundo microbiano (Williams et al., 2007).

El sistema de QS més estudiado es el empleado por bacterias Gram-negativas que
producen autoinductores tipo N-acilhomoserin lactonas (AHLS), basadas en un anillo lactona
(HSL) al que se une, mediante enlace amida, un acido graso que constituye la cadena lateral.
Poseen una elevada diversidad conformacional, difiriendo en la longitud de cadena lateral,
gue normalmente contiene entre 4 y 18 carbonos, saturada o insaturada y con o sin sustitucio-
nes oxo- o hidroxi- en el tercer carbono (Whitehead et al., 2001). Muchos patégenos impor-
tantes en acuicultura como Aeromonas salmonicida, A. hydrophila, Yersinia ruckeri, Vibrio
salmonicida, V. vulnificus, V. harveyi, V. anguillarum, Edwardsiella tarda o Tenacibaculum
maritimum utilizan este tipo de sefiales (Freeman y Bassler, 1999; Swift et al., 1999; Croxatto
et al., 2002; Buch et al., 2003; Kim et al., 2003; Bruhn et al., 2005; Han et al., 2010; Romero
etal., 2010).
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Debido a la gran cantidad de bacterias patégenas que coordinan la expresién de factores
de virulencia mediante sistemas de QS, se ha propuesto la interceptacion de este tipo de
comunicacion bacteriana como un método prometedor de control de patégenos bacteria-
nos (Dong y Zhang 2005; Dong et al., 2007), especialmente en el campo de la acuicultura
(Defoirdt et al., 2004). De hecho, cuando estos sistemas de comunicacion son bloqueados, la
virulencia se ve obstaculizada en muchos patégenos, facilitando la eliminacion de la bacteria
por el sistema inmune. Esta nueva estrategia ha sido denominada de forma genérica como
quorum quenching (QQ) y no afecta a la supervivencia del patdégeno, por lo que este tipo de
tratamiento no generaria resistencias.

En los dltimos afios se ha prestado especial atencion a la posibilidad de aplicacion de
estrategias biotecnologicas basadas en QQ para el control de infecciones bacterianas en acui-
cultura, y en este campo se han obtenido resultados alentadores. Asi, el uso del inhibidor
de AHLs furanona C-30 redujo de forma significativa la patogenicidad de V. anguillarum
en trucha arcoiris (Rasch et al., 2004). Las furanonas también inhibieron la patogenicidad
de V. harveyi, V. campbellii y V. parahaemolyticus en artemia y los efectos negativos de V.
harveyi en cultivos de rotifero, pero desafortunadamente las furanonas resultan toxicas, lo
que limita el uso de estos compuestos. También se ha demostrado que consorcios bacteria-
nos con actividad enzimética degradadora de AHLS, protegen artemia, rotifero, larvas de
rodaballo y larvas de langostino de infecciones bacterianas (Tinh et al., 2007; Nhan et al.,
2010). La degradacion por la enzima tipo lactonasa AiiA de Bacillus sp. de sefiales AHL
producidas por el patdgeno A. hydrophila también increment6 la supervivencia de carpas
infectadas intraperitonealmente (Chen et al., 2010).

En un estudio previo de nuestro grupo se ha identificado una bacteria marina como
Tenacibaculum discolor 20J, perteneciente al filo Bacteroidetes, con alta capacidad degra-
dadora de sefiales AHL (Romero et al., 2011), lo que ha motivado un andlisis mas detallado
de sus propiedades enziméticas degradadoras de autoinductores y su capacidad de bloquear
un sistema de QS basado en AHLs en cultivos del patdgeno marino E. tarda ACC35.1, con
el objetivo de evaluar su potencial uso biotecnolégico como tratamiento o prevencion de
infecciones bacterianas en acuicultura.

Materiales y métodos

La cepa 20J de T. discolor aislada en nuestro laboratorio a partir de una muestra marina
(Romero et al., 2011) se cultivo de forma rutinaria en agar marino o caldo marino (AM/
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CM, Difco) a 22 °C. Se utiliz6 Chromobacterium violaceum CV026 como cepa biosensora
para la deteccion de AHLs (McClean et al., 1997). El patdgeno de peces Edwardsiella tarda
ACC35.1 se cultivé a 25°C en TSA 0 TSC.

Con el objetivo de determinar la localizacion celular de la actividad degradadora de AHLs
de T. discolor 20J, se obtuvieron el sobrenadante y extracto celular crudo (ECC), por soni-
cacion en PBS de biomasa centrifugada, de un cultivo de 24 horas en 15 mL de CM (Uroz et
al., 2005). La concentracion de proteina total de los ECCs se estimd por el método de Lowry
(Lowry et al., 1951).

Se determiné la presencia de actividad interceptora de AHLs (C4-C14 con o sin sustitu-
ciones O-/OH-) en sobrenadantes, ECCs y célula viva de 20J y posteriormente se cuantifico la
concentracion de cada AHL restante mediante bioensayo con biosensor CV026 (McClean et
al., 1997) o mediante metodologia HPLC-MS (Milton et al., 2001). En el caso de metodologia
HPLC-MS se extrajo cada muestra con acetato de etilo con o sin acidificacion previa a pH 2,
con el objetivo de detectar actividad degradadora de tipo lactonasa. Tras acidificacion, si la
actividad degradadora de sefiales AHL es de tipo lactonasa, se producira una recuperacion de
la sefial por recircularizacion del anillo lactona previamente roto por la lactonasa (Yates et al.,
2002).

Para determinar la concentracion minima activa y cinética de degradacion de AHL de ECCs
de T. discolor 20J, se expusieron las sefiales C10 y C12-HSL a diferentes diluciones de ECC
en agua de mar o PBS y posteriormente se extrajo la AHL restante y cuantificé mediante meto-
dologia HPLC-MS. Las unidades de actividad catalitica de AHL (U) de los ECCs se definieron
como la cantidad de proteina que degrada 1 nM de AHL por minuto. También se estudio la
cinética de degradacién con célula viva de 20J.

Finalmente se estudio la produccion de AHLs por E. tarda ACC35.1 en cultivos de 100
mL de TSC con o sin adicion de ECCs de T. discolor 20J en diferentes concentraciones, se
tomaron muestras de 15 mL a diferentes intervalos y se cuantificaron las AHLs presentes en
cada muestra.

Resultados y discusion

De las cepas bacterianas con actividad QQ aisladas e identificadas en un estudio previo de
nuestro grupo (Romero et al., 2011), se selecciond la cepa 20J, representante no patdgeno de
la especie Tenacibaculum discolor, para un estudio mas detallado de su actividad anti-AHL.
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El género Tenacibaculum pertenece al filo Bacteroidetes que constituye uno de los grupos
de bacterias heterotroficas dominantes en habitats acuaticos. La actividad QQ en este género
ya habia sido descrita con anterioridad en nuestro grupo para la especie T. maritimum
NCIMB2154T (Romero et al., 2010) aunque en este caso esta especie no degrada AHLS de
cadena corta. A pesar de presentar una homologia del 99% con la cepa tipo del patogeno T.
discolor (Pifieiro-Vidal et al., 2008), la cepa 20J present6 caracteristicas claramente dife-
renciadoras, como la capacidad de crecer en medio TSA-1% NaCl y ademas 20J no resultd
patdgena en inyeccion intraperitoneal de rodaballos (datos no incluidos).

Un resultado sorprendente de la cepa 20J fue su capacidad de degradar AHLs incluso en
medios ricos en nutrientes como CM, donde existen otras fuentes de carbono disponibles, lo
que sugiere que la capacidad de degradar sefiales de QS en esta bacteria no ocurre con arreglo
a la obtencion de energia, sino que esta actividad QQ se expresa de manera constitutiva pro-
bablemente para conferir a la cepa ventajas adaptativas respecto a competidores que utilizan
sistemas de QS basados en AHLs. Un hecho que apoya esta hipotesis fue la incapacidad de
la cepa 20J para crecer en medios de enriquecimiento con C6 6 C10-HSL como Unica fuente
de carbono (datos no incluidos). Se detectd actividad QQ en bioensayos (Fig. 1) y HPLC-MS
tanto en sobrenadantes como ECCs de T. discolor 20J. Ademas, el andlisis por HPLC-MS
revel6 que el 100% de las AHLs ensayadas (C4-C14 con o sin sustituciones O-/OH-) eran
degradadas por 20J y su extracto celular. En el caso de AHLs de cadena corta la acidificacion
permiti6 la recuperacion de parte de la sefial indicando la presencia de una enzima de QQ
de tipo lactonasa (Yates et al., 2002) para AHLs cortas. Esta recuperacion no se observé
en AHLs de cadena larga indicando que este tipo de AHLs podrian ser degradadas por una
enzima diferente a la lactonasa. La existencia de varios enzimas de QQ en una sola especie
ya habia sido descrita con anterioridad para especies como Pseudomonas aeruginosa PAOI y
Rhodococcus erythropolis W2 (Huang et al., 2006; Uroz et al., 2008).

Se estudiaron las cinéticas de degradacién de C4 y C12-HSL por célula viva de T. discolor
20J tomando muestras a diferentes tiempos: 0, 30, 60 y 120 minutos (Fig. 2A). La cepa 20J
mostrd una alta capacidad degradadora de C4-HSL, puesto que tras 30 minutos redujo la con-
centracion inicial de C4-HSL a la mitad. Esta actividad fue alin més intensa para C12-HSL,
puesto que el 100% de la sefial fue interceptada tras 30 minutos (Fig. 2A).

Para determinar la concentracion minima activa de ECCs de 20J, se utilizé la sefial
C10-HSL en concentracion 50 uM, resultando la concentracion 10 ug proteina ECC mL™*
como la mas activa y se selecciong para el estudio de actividad catalitica de AHLs por ECCs
de 20J. También se realiz6 un estudio cinético para ECCs obtenidos en PBS o agua de mar
(Fig. 2B). Laactividad degradadora de la sefial fue significativamente mas rapida para el ECC
obtenido en agua de mar, ya que tras Gnicamente dos horas de ensayo el 95% de C12-HSL
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fue degradado por este ECC en concentracion 10 pg proteina mL*. Sin embargo un ECC con
la misma concentracién de proteina preparado en PBS pudo degradar el 60% de sefial en el
mismo periodo de tiempo (Fig. 2B). Esta diferencia se vio reflejada también en las unidades
de actividad catalitica de AHL (U), definidas como la cantidad de proteina en ECCs (ung mL™)
que degradan 1 nM de C12-HSL por minuto, siendo 0,036 U para ECCs obtenidos en agua
marina y casi tres veces mayor para ECCs en PBS (0,104 U). Estos resultados indican que
la actividad enzimatica anti-AHL de T. discolor 20J se ve incrementada por oligoelementos
presentes en el agua de mar. Aunque no directamente comparable, la actividad enzimatica de
ECCs de 20J sobre AHLs fue significativamente mayor que la descrita para otras enzimas
de QQ conocidas como la lactonasa AiiA de Bacillus (84.450 U para C12-HSL; Chen et al.,
2010), lo que confirma el potencial de 20J como bloqueador de comunicacidn bacteriana.

Figura 1.- Bioensayo de C. violaceum CV026 para la deteccion de degradacion de C6-HSL
por sobrenadante (Sob) o extracto celular crudo (ECC) de 20J en relacion a controles (C) de
CMy PBS.
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Figura 2.- A) Cinéticas de degradacion de C4 y C12-HSL por célula viva de 20J. B) Cinéticas
de degradacion de C12-HSL por ECCs de 20J obtenidos en agua de mar o PBS. Los valores
representados son medias de dos experimentos independientes.

Con el objetivo de estudiar la posible aplicacion de T. discolor 20J para bloquear un
sistema de QS basado en AHL de un patégeno marino se afiadieron ECCs de 20J a cultivos de
E. tarda ACC35.1. E. tarda es el agente causante de la septicemia edwardsiellosis, que afecta
a una amplia variedad de peces, incluyendo especies de importancia econdmica como: Psetta
maxima y Solea senegalensis (Nougayrede et al., 1994; Castro et al., 2011). La presencia de
un sistema de QS basado en AHL en este patdégeno ya habia sido descrita en varios trabajos,
sin embargo se encontraron diferencias en el perfil de sefiales producidos por diferentes cepas
de la especie (Morohoshi et al., 2004; Han et al., 2010). Las AHLs encontradas en sobre-
nadantes de la cepa ACC35.1 de E. tarda estudiada en este trabajo fueron C6 y OC6-HSL.
La maxima concentracion alcanzada por las sefiales en el medio se registré a las 24 horas de
cultivo del patégeno para OC6-HSL y a las 48 horas para C6-HSL (Fig. 3).

La cantidad de OC6-HSL fue aproximadamente un orden de magnitud mayor que la de
C6-HSL. Sin embargo, no se observé acumulacion de ambas sefiales en el medio cultivo en
presencia de ECC de 20J en concentracién de 1.000 ug proteina mL™. En el caso de cultivos
suplementados con ECC en concentracion 100 pg proteina mL* la acumulacién de AHLs
fue muy escasa y tras 24 horas de cultivo desaparecen completamente. En cuanto a cultivos
con ECCs en concentracion 10 pg proteina mL?, las AHLs son completamente degradadas o
reducen su concentracion significativamente tras 48 horas de cultivo, aunque es importante
destacar que el medio de cultivo utilizado para E. tarda ACC35.1 fue TSC, que no incluye
sales marinas y por tanto carece de los oligoelementos que incrementarian la actividad del
ECC de 20J. Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que la célula viva o ECCs
de T. discolor 20J constituyen uno de los sistemas de bloqueo de AHLs mas efectivos de los
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que disponemos en la actualidad, por su alta inespecificidad (posibilidad de aplicacion para
numerosos patdgenos por su degradacion de todo el rango de tamafios de AHL) y su alta
actividad catalitica sobre AHLs. Ademas, el uso de la cepa 20J como antipatogénico seria una
solucidn interesante y respetuosa con el medio ambiente para el tratamiento o prevencién de
infecciones bacterianas como la edwardsiellosis.

Figura 3.- Produccion de C6-HSL (A) y OC6-HSL (B) por cultivos de E. tarda ACC35.1 con
0 sin ECCs de 20J en diferentes concentraciones.
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Resumen

Uno de los procesos clave en acuicultura es la obtencién de alevines de peces, de larvas de
crustaceos o de semilla de moluscos, a partir de stocks de reproductores mantenidos en cauti-
vidad. Las microalgas juegan un papel fundamental en la produccion de las fases larvarias de
casi todas las especies marinas, ya que son el alimento directo de muchas de ellas, o indirecto
en algunos casos (sirven de alimento de rotiferos y artemia, que constituyen las presas
vivas de larvas de peces y crustaceos). Adicionalmente las microalgas se usan para crear las
llamadas “aguas verdes”, una técnica utilizada a menudo en hatcheries de peces que consiste
en afladir microalgas a los tanques de cultivos larvarios y cuya eficacia ha sido demostrada
para mejorar la supervivencia y crecimiento de un gran nimero de especies. La produccion
de microalgas sigue siendo un freno en el desarrollo de un gran nimero de procesos en acui-
cultura, debido a las bajas productividades alcanzadas con las técnicas de produccién de mi-
croalgas actuales, y al elevado coste que suponen estos cultivos para los acuicultores. Estos
problemas derivan de la utilizacién de sistemas de cultivo de eficiencia bajisima, basados en
cultivos discontinuos, o batch, en bolsas de polietileno casi siempre de 400 L, en los que no
hay control sobre los principales parametros de cultivo de las microalgas, principalmente la
disponibilidad de nutrientes, luz y CO,. En la mayor parte de los casos la técnica de cultivo
se basa en la inoculacidn en serie de cultivos de volumen creciente, empezando en matraces
no aireados de 250 mL hasta llegar al cultivo en bolsas de 100-400 litros o tanques de mayor
volumen. Un primer problema de esta técnica de escalado en la que un cultivo sirve como
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inéculo a otro de volumen mayor, en un proceso que puede durar semanas, es el riesgo de
colapso y la lentitud de la respuesta del sistema ante un incremento de la demanda. La uti-
lizacion de estos sistemas con una baja relacion superficie/volumen y baja automatizacion,
contrasta con el desarrollo en los Gltimos afios de fotobiorreactores (FBRs) de alta eficiencia
en el campo de la biotecnologia de microalgas para la produccion de biomasa microalgal de
elevada calidad, que generan productividades de mas de diez veces a las alcanzadas en los
sistemas tradicionales utilizados en acuicultura, pudiendo esta tecnologia ser clave para in-
crementar la falta de biomasa de microalgas. La produccién de microalgas en FBRs permite,
ademas, obtener biomasa de composicidn estable a lo largo del tiempo y la modulacién de la
composicién nutricional jugando con las condiciones de cultivo.

Palabras clave

Microalgas, acuicultura, moluscos, peces.
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Abstract

The interest in the usage of marine natural sources for bioactive discovery has increased
tremendously in the last decade. BIOALVO owns a unique collection of more than 100
prokaryotic extremophiles isolated from deep sea hydrothermal vents in the Mid Atlantic
Rift, near Azores Islands. The extreme conditions of temperature and chemical composition
of those vents make these microorganisms potential sources for bioactive compounds. Based
on this assumption, a collection of both aqueous and organic extracts produced from those
microorganisms, entitled PharmaBUG, has been tested for both pharmaceutical and cosmetic
usages in BIOALVO’s internal research projects and also in collaboration with partners. In
order to expand the PharmaBUG library, new strains are being selected based on the diversity
of environments from which they derive with this expanded collection being expected to
reach 90 000 extracts by the end of 2013. BIOALVO presents itself as a one-stop-shop for
natural product development, based not only on its extensive, yet continuously expanding,
comprehensive natural extract library and corresponding bioactivities, but also on expert and
customizable assay development, which can be coupled to an in-house robotized screening
facility, effectively speeding up the testing process and bringing a natural product solution
closer and quicker to market.
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BIOALVO, PharmaBUG, GPSD?® Technology.

BIOALVO'’s history

BIOALVOQO’s was founded in 2006 as an early drug discovery company developing its
own pipeline of drugs against neurological disorders. Its platform technology was patented
and has demonstrated a true potential to identify active compounds against different targets.
In a constant search for innovative molecules and compounds, BIOALVO turned into the
sea and other natural sources for new actives. This powerful combination provided very
positive results in identifying new compounds and activities. Recently, in 2010, the company
started to slowly enter into other pharmaceutical and cosmetics areas, establishing collab-
orations with its partners/clients. In 2011, BIOALVO made a deep repositioning strategy,
focusing on the exploitation of its assets and uniqueness: the combination of unique and pro-
prietary libraries of extracts with its patented GPS D2° (Global Platform Screening for Drug
Discovery) technology that maximizes the applications of natural products/compounds in all
possible industries. Today BIOALVO is the Biotech for Natural Products.

Marine natural products and the Portuguese Sea

A natural product (NP) is a compound chemically produced by a living organism in
nature that has a biological activity useful for different applications (Newman and Cragg,
2007). NPs represent an unlimited source of unique and complex molecular structures that
have already led to drugs in all major medical areas. In fact, since 2000, the interest in the
NPs as a source of new therapeutic molecules has increased. As the number of new drugs
launched in the market did not increase proportionately to the efforts and resources spent on
chemical synthetic libraries, the advantages of NPs have become more evident (Chin et al.,
2006). In addition to the pharmaceutical industry, also the cosmetic sector has shown increa-
sing interest in natural products. In fact, whereas the growth rate of conventional cosmetics
has shown stagnation in recent years, natural and organic products, are reaching 10% of total
sales of the cosmetics industry. In fact, the forecast of sales in the European organic and
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natural cosmetics market in 2010 was of 2 thousand million Euros (http;//www.organicmo-
nitor.com).

Being our planet more than 70% water, the search for natural compounds in aquatic en-
vironments is extremely appealing. Marine natural products have long attracted the attention
of scientists around the world and have already led to the discovery of thousands of products,
many of them with biological activity (http://www.naturalcosmeticsnews.com). These
products are mostly natural compounds produced by plants, algae, invertebrates and marine
microorganisms. The latter ones have the great advantage over the formers as they grow very
fast, are reproducible and economically competitive, which encourages investment in the
development of sustainable methodologies for microorganisms.

According to EUROPABIO, the marine biotechnology, or blue biotechnology, can be
defined as the discovery, exploitation and application of biological products and processes
derived from marine and aquatic organisms, including whole organisms, cells, genes or other
components to the manufacture of valuable products for the end user. Therefore, marine
biotechnology has a transversal application to several different sectors and the marine and
aquatic environments provide resources to all of them. In fact, it is estimated that the global
marine biotechnology market will reach 4.1 thousand million dollars in 2015 (http://conven-
tion.biomarine.org/index).

The sea is one of Portugal’s greater richness’s. Historically, it has been a factor of national
identity, conditioning the perception that Portuguese have of them as a nation. In addition,
the sea is a supplier of multiple resources and supports a comprehensive set of economic
activities, generally referred to as the “sea economy”.

The Portuguese Exclusive Economic Zone (Zona Economica Exclusiva - ZEE) is one of
the largest in Europe, accounting for a total of 1.7 million km?, which represents approxima-
tely 18 times the country’s land area. The ZEE is demarcated by the Portuguese continental
shelf, which currently extends up to 300 kilometers off the coast. The extensive maritime area,
under Portugal authority, comprises aquatic ecosystems of highest importance, constituting
a unique natural heritage. In May 11, 2009, the Mission Structure for Extended Continental
Shelf (Estrutura de Misséo para a Extensdo Plataforma Continental - EMEPC) presented
a proposal to the Commission on the Limits for the Extension of Continental Shelf of the
United Nations. The development of this proposal was based on several scientific papers
that provide knowledge about the seafloor, in order to prove that the Portuguese continental
platform effectively extends beyond 300 kilometers. If this claim is accepted, Portugal will
have the second largest continental shelf of the world, with 2.15 million km?, only supplanted
by the continental shelf of the United States of America (http://www.emam.com.pt).
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Bioalvo’s Libraries: Different products from Portuguese nature

BIOALVO owns a large natural extract library, holding unique extracts derived mostly
from a diverse array of microorganisms that can be industrially produced by sustainable
culturing methods. This collection is expected to reach 90,000 extracts by the end of 2013,
and includes a variety of exquisite sources, ranging from deep sea vents in the Azores to
some main land ecosystems. These natural extracts collections are used for internal R&D
projects, resorting to the in-house cell-based robotized facility and are also made available
to partners through licensing deals that explore its potential. BIOALVO has developed or
is currently developing the following subsets: PharmaBUG, LUSOEXTRACT 2010 and
LUSOMAREXTRACT 2011.

PharmaBUG is a collection of a 140 marine bacteria, isolated during the Portuguese
mission SEAHMA-1 (Seafloor and Sub-Seafloor Hydrothermal Modeling in the Azores
Sea) that occurred in August 2002 within the SEAHMA project (PDCTM1999MAR15281).
PharmaBUG collection derived from water samples, small animals, sediments and chimneys
isolated from hydrothermal vents in the Mid-Atlantic Rift: Menez Gwen, Lucky Strike,
Rainbow and Monte Saldanha. Menez Gwen, Lucky Strike and Rainbow have intense hydro-
thermal activity and are characterized by expelling fluids at very high temperatures (around
300 °C). Monte Saldanha is a hydrothermal field yet in formation with small orifices scattered
through the seafloor where the water temperature is only 3-4 °C higher than the one of the
surrounding water. This marine bacteria collection comprises to date around 484 extracts.

LUSOEXTRACT collection is composed of 1,330 samples of marine macroorganisms,
bacteria, yeast and fungi and their 40,000 extracts isolated from unique Portuguese marine
and terrestrial unique ecosystems. This collection is being obtained from ongoing collabo-
rations with major Portuguese Universities and research centers, such as FCUL (Faculdade
de Ciéncias da Universidade de Lisboa), FCT-UNL (Faculdade de Ciéncias e Tecnologias
da Universidade Nova de Lisboa), CCMAR (Centro de Ciéncias do Mar da Universidade do
Algarve), Universidade de Aveiro (UA) and FCUP (Faculdade de Ciéncias da Universidade
do Porto). Due to the extreme complexity that extracts may represent, each one is being
fractionated in order to obtain at least 10 fractions from each extract. The initial separation of
crude extracts will result in a library consisting of almost 40,000 extracts.

LUSOMAREXTRACT is an expansion of the PharmaBUG collection with over new
1,000 deep sub seafloor microorganisms and their extracts. Sediments samples for new mi-
croorganism’s isolation are being provided by EMEPC. The LUSOMAREXTRACT library
will be based on a bank of new 1,100 bacteria and fungi. The initial separation of crude
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extracts will result in a library consisting of almost 50,000 extracts.

The GPS D2© Technology

BIOALVO developed its own proprietary bioactive discovery platform technology based
on in vivo assays. These are robust bioactive discovery assays mainly based on genetically
modified yeast strains, designed to express the desired target (human or not), in addition to
a DNA sensor, responsive to the presence of this target. This DNA sensor is operably linked
to a reporter gene, allowing additional modulation readouts. This innovative and patented
in-house technology was named GPS D?°and up to date has generated several patent applica-
tions and attracted several interested partners.

The major advantage of the GPS D**technology lies in its flexibility to be adapted to other
human and non-human targets, making it a very powerful and versatile tool for bioactive
discovery in a wide variety of biotechnology sectors. In fact, several targets have also been
established, in non-pharmaceutical areas, or are currently under development for partners, to
feed into their own pipeline development in several different industries. Hence, in this unit,
BIOALVO develops, validates and performs its own, as well as its partners’ high-throughput
assays, making BIOALVO an integrated and one of a kind new bioactive identification and
resupply provider.

What do BIOALVO brings: A unique combination of assets

It is in this context that BIOALVO is exploring the unique resources of Portuguese eco-
systems, mainly within the extended continental shelf, supported by the immense power of its
flexible technological platform, GPS D?°. Using its unique high throughput screening (HTS)
GPS D?° screening systems, and taking advantage of its in-house library of more than 50,000
chemically synthesized small molecules and its ever expanding proprietary natural extracts
library, BIOALVO has identified, through its robotics unit, several bioactive molecules as ex-
emplified on figure 1. These identified bioactives are currently under development for several
applications in pharmaceuticals, well being and cosmetic industries.
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Figure 1.- Description of the process from collection to production of BIOALVO’s natural
extracts collections.

What’s in it for cosmetics: an example of success

The bioactivity potential of BIOALVO’s marine extracts collection has already been
tested for CNS targets, some immune disorders targets, cosmetic activity and also for some
enzymatic activities. From these, anti-UV and anti-oxidant activities, amongst others,
have been identified in the PharmaBUG extracts that can be useful for cosmetic industry,
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an industry that has demonstrated a strong interest in the usage of marine natural products
(www.naturalcosmeticsnews.com). BIOALVO has quickly recognized this niche market and
is currently working in two fronts. One is on the production of several aqueous extracts to
be incorporated in a new cosmetic product that will be launched in the market next year.
This product has shown an interesting mode of action and powerful activities, such as an-
ti-wrinkles and anti-oxidant, and is being developed in collaboration with an international
partner. Other activities are expected to be present in many of other non-tested extracts and
BIOALVO intends to further explore this avenue. Additionally, new and specific cellular
assays using the GPS D?® platform as a basis are being developed to allow the identification
of new bioactives with interesting properties for BIOALVO’s new cosmetic unit.

Partnering opportunities

BIOALVO presents itself as a one-stop-shop for natural product development, based not
only on its extensive, yet continuously expanding, comprehensive natural extract library and
bioactivities, but also on expert and customizable assay development, which can be coupled
to an in-house robotized screening facility, effectively speeding up the testing process and
bringing a natural product solution closer and quicker to market. With a risk-sharing and
milestone-coupled payment BIOALVO offers its partners a competitive approach to speed up
their product development time as well as lowering their costs and risks. The combination of
miniaturization and high-throughput capabilities available for effective and quick bioactive
identification, with the unique natural extract libraries available makes BIOALVO an integra-
ted and one of a kind new bioactive identification partner.
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Resumo

Aos olhos da biotecnologia muitos dos organismos marinhos sdo vistos como biorreatores
complexos com um enorme potencial para a sintese de compostos bioativos. Nesta perspeti-
va, as macroalgas sdo particularmente interessantes para a pesquisa de compostos bioativos,
porque a investigagao pode ser desenvolvida em trés niveis interdependentes: 1) isolamento de
moléculas para a indUstria farmacéutica e cosmeética; 2) desenvolvimento de novos produtos
de aplicacdo ndo farmacoldgica; 3) valorizagao nutricional das macroalgas ediveis. O objetivo
do presente trabalho foi colocar em evidéncia o potencial das macroalgas marinhas da costa
Portuguesa para a biotecnologia nos trés niveis de aplicacdo anteriormente referidos.

De mais de dez macroalgas estudadas, as algas ediveis Saccorhisa polyschides e Fucus
spiralis demonstraram elevada capacidade antioxidante, com contetdos em polifendis de
90,01 £ 0,003 e 68,71 + 0,003 mg/g de extrato, respetivamente. As algas Sphaerococcus
coronopifolius e Asparagopsis armata revelaram um enorme poder antimicrobiano, contra
fungos e bactérias gram positivas, e antitumoral com efeitos inibitdrios no crescimento de
linhas celulares humanas hepaticas (HepG-2) e intestinais (Caco-2). No projeto europeu
BAMMBO esta a ser realizado trabalho para estabelecer culturas de tecidos estaveis das
macroalgas Fucus spiralis e Sphaerococcus coronopifolius para producdo sustentavel de flo-
rotaninas e de bromoterpenos, respetivamente. Para além do elevado contetido em polifenais,
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a alga Fucus spiralis também demonstrou possuir um levado contetido em EPA (émega 3)
e acido araquidonico, dois &cidos gordos de elevado valor nutricional. Por outro lado, gelo
suplementado com os extratos de Fucus spiralis (Algelo) demonstrou potencial na redugéo
(34%) da oxidacdo lipidica em filetes de sardinha apds 48 h.

Como concluséo podemos dizer que as macroalgas séo ricas em compostos bioativos com
potencial antioxidante, antimicrobiano e antitumoral. Neste contexto, as algas Saccorhisa
polyschides, Fucus spiralis, Sphaerococcus coronopifolius e Asparagopsis armata revelaram
ser particularmente interessantes. A pesquisa de compostos bioativos pode ainda ser poten-
ciada pela valorizacdo nutricional das macroalgas ediveis e pelo desenvolvimento de novos
produtos utilizando as referidas algas.

Palavras-chave

Macroalgas ediveis, capacidade antioxidante, capacidade antitumoral, algelo.

Introducéo

Durante as Ultimas quatro décadas os organismos marinhos tém sido alvo particular de
estudo, principalmente pela sua capacidade geradora de moléculas com atividade biolégica.
Na realidade, nos Ultimos quarenta e cinco anos foram isoladas, a partir de organismos
marinhos, mais de vinte mil moléculas com potencial biotecnolégico (Mayer e Gustafson,
2008; Costa-Lotufo et al., 2009). A importancia da investigagdo e do potencial econémico
em torno do potencial biotecnoldgico dos organismos marinhos estd bem marcada no nimero
de patentes registadas em associagdo com as moléculas isoladas dos organismos marinhos,
que foi de mais 130 nos ultimos 35 anos, em que 100 dos registos foram apenas efetuados
na dltima década (Leary et al., 2009). No entanto, apesar dos enormes avancos ocorridos
nos ultimos anos, o tempo e o investimento econémico despendido entre o isolamento e a
identificagdo de moléculas com potencial biomédico até a sua aplicagdo clinica, sdo enormes.
Por outro lado, o sucesso de novas aplicacOes terapéuticas associado a moléculas isoladas de
organismos marinhos €, normalmente, extremamente reduzido. Isto é bem evidente se aten-
tarmos ao facto de até 2007 existirem apenas quatro moléculas com utilizacdo terapéutica
que foram desenvolvidas a partir de moléculas identificadas em organismos marinhos (Glaser
e Mayer, 2009). Por tudo isto é fundamental desenvolver areas de investigagdo paralelas e
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interdependentes a pesquisa e identificacdo de composto bioativos, como sejam a valorizacdo
nutricional de organismos marinhos como as algas ou o desenvolvimento de novos produtos
de aplicacdo nao farmacolégica a partir dos compostos ativos identificados. Deste modo, o
objetivo do presente trabalho foi colocar em evidéncia o potencial das macroalgas marinhas
da costa Portuguesa para a biotecnologia em trés niveis interdependentes: 1) isolamento de
moléculas para a indUstria farmacéutica e cosmética; 2) desenvolvimento de novos produtos
de aplicacdo ndo farmacoldgica; 3) valorizagdo nutricional das macroalgas ediveis.

Materiais e métodos

O screening da atividade antioxidante das macroalgas (Asparagopsis armata, Plocamium
cartilagineum, Ceramium ciliatum, Sphaerococcus coronopifolius, Codium Adhaerens, Ulva
Compressa, Fucus spiralis, Saccorhiza polyschides, Stypocaulon scoparium e Halopteris
filicina), recolhidas nas costa de Peniche, foi realizado pela quantificagdo do contedo
total de polifendis e pela capacidade de reducéo do radica livre DPPH (1, 1-Diphenyl-2-
picrylhydrazyl).

A atividade antibacteriana foi avaliada pelo teste de difusdo em disco utilizando como or-
ganismos de referéncia Bacillus subtilis (gram positivo) e Escherichia coli (gram negativo). A
atividade antifungica foi avaliada pelo crescimento da Saccharomyces cerevisiae na presenca
e na auséncia de extratos de macroalgas.

O potencial antitumoral dos extratos das macroalgas foi avaliado pela citotoxicidade em
duas linhas tumorais humanas, as células HepG-2 (hepaticas) e as células Caco-2 (intesti-
nais).

O efeito do gelo suplementado com extratos da alga Fucus spiralis na estabilidade oxidativa
de filetes de sardinha (Sardina pilchardus) foi avaliado pela avaliagdo da peroxidacéo lipidica
(TBARS). O perfil em acidos gordos da alga Fucus spiralis foi avaliado por GC.

Resultados e discussao

As algas Fucus spiralis e Saccorhisa polyschides foram as algas com maior conteido em
polifendis e com maior capacidade de redu¢do do radical DPPH (Fig. 1 e Tabela I).

111




As algas como fonte de compostos bioativos

Figura 1.- Quantificacdo total de polifendis (equivalentes de acido galico/g de extrato meta-
nolico). Cada coluna representa a média de 3 experiéncias independentes. As linhas verticais
representam o SEM.

Tabela I.- IC, para a reducdo do DPPH de extratos metanolicos das algas com maior
atividade antioxidante.

Algas IC,,(mg/mL)

Asparagopsis armata 1,446 (1,086-1,926)
Fucus spiralis 0,099 (0,080-0,122)
Saccorhiza polyschides 0,049 (0,037-0,066)
Halopteris filicina 0,958 (0,799-1,147)

*BHT (controlo) IC, = 0,0406 mg/mL (0,026-0,064)

Os extratos metandlicos das algas Sphaerococcus coronopifolius e Asparagopsis
armata apresentaram uma elevada capacidade antibacteriana contra Bacillus subtilis, com
halos de inibicdo (100 pg extrato/mL) de 7 £ 0,33 e 10 + 0,57 mm, respetivamente. A alga
Sphaerococcus coronopifolius teve o maior potencial antifingico, com um IC, de 56,44
(35,6 — 89,4) pg de extrato/mL para a inibicdo do crescimento de S. cerevisiae.

Na tabela 1l encontram-se os resultados mais relevantes da capacidade citotoxica dos

112




IV Férum Ibero-Americano dos Recursos Marinhos e da Aquacultura

extratos metanélicos da macroalgas testadas. Neste contexto, a alga Sphaerococcus corono-
pifolius e Asparagopsis armata foram as que obtiveram resultados mais promissores.

Tabela I1.- IC, para a reducdo da viabilidade celular nas células Caco-2 e HepG-2 induzida
pelos extratos metanolicos de macroalgas. Os valores sdao a média de 8 experiéncias inde-
pendentes.

Algas Caco-2 HepG-2

g IC_, (extrato pg/mL) IC_, (extrato ng/mL)
Fucus spiralis 935,2 (573,3 — 1526,0) 739,4 (521,9 — 1047,0)
Asparagopsis armata 823,0 (421,8 — 1606,0) 567,9 (317,7 — 1015,0)
Sphaerococcus coronopifolius 559,5 (374,2 - 836,4) 470,6 (310,7 - 712,6)

O perfil de acidos gordos da alga Fucus spiralis revelou a presenca de acidos gordos
de elevado valor nutricional e biotecnolégico, como o &cido araquidénico e 0 EPA, com
23,33+0,32% (300 mg/100 g de peso seco) e 12,05+0,20% (600 mg/100 g de peso seco) do
total de acidos gordos, respetivamente.

Figura 2.- Oxidacao lipidica [indice do é4cido tiobarbitirico (TBA)] em filetes de sardinha
armazenados durante 48 h a 4 °C em gelo e em gelo suplementado com extratos da alga
Fucus spiralis (500 mg polifendis/L). Os valores correspondem a média da razdo tx/t0 +
SEM. Os ensaios foram realizados em trés experiéncias independentes. *p<0,05 representa
diferengas estatisticamente significativas quando comparado com a situagdo controlo (gelo).
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Os resultados da oxidacdo lipidica dos filetes de sardinha conservados, na presenca e na
auséncia de gelo suplementado, com extratos da alga Fucus spiralis (500 mg de equivalentes
de acido galico/L) encontram-se representados na figura 2. O gelo suplementado com extratos
da alga Fucus spiralis reduz em 34% a oxidacdo lipidica dos filetes de sardinha ao fim de 48 h.

Conclusoes

Com os resultados apresentados fica claro que a pesquisa de compostos bioativos com
aplicacdo biomédica pode ser potenciada pela valorizagdo nutricional das macroalgas ediveis
e pelo desenvolvimento de novos produtos utilizando as referidas algas. Neste contexto as
algas Saccorhisa polyschides, Fucus spiralis, Sphaerococcus coronopifolius e Asparagopsis
armata revelaram um enorme potencial biotecnologico.
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Resumen

La biotecnologia en general es un campo que ofrece multiples nichos de oportunidad.
Uno de ellos es la Biotecnologia Algal en el cual se puede incidir en varias lineas de in-
vestigacion, ya sea para extraer algunos productos de alto valor agregado de las microal-
gas o para utilizarlas en procesos de ficorremediacion, de captura de CO, y/o de produccion
de biocombustibles, por mencionar algunas de ellas. En este trabajo se describe de manera
breve la evolucién de las lineas de investigacion en la regidn latinoamericana durante el
periodo 2008-2010. Se indica que algunos nuevos campos emergentes tales como la produc-
cion de biocombustibles han incrementado su actividad. Asimismo, se destacan otras lineas
tales como todos los aspectos relacionados al cultivo de microalgas en donde también se ha
incrementado el nimero de investigaciones, a juzgar por el nimero de trabajos presenta-
dos en los Congresos de la Sociedad Latinoamericana de Biotecnologia Ambiental y Algal
(SOLABIAA). Se describe brevemente algunos aspectos del origen de esta sociedad y de la
revista del mismo nombre (RELBAA). A manera de una breve discusion de los aspectos mas
relevantes dentro de un campo emergente, se discuten algunos retos a vencer en la produc-
cién de biodiesel a partir de microalgas. Se destacan el uso de aguas residuales y la estrategia
de produccion dentro de una biorefineria, como dos de las areas con mayores oportunidades
de innovacién. Finalmente, se presentan algunas estrategias de orden general que podrian
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promover la investigacién y el desarrollo tecnolégico en la region latinoamericana y en par-
ticular, dentro del campo de la Biotecnologia Algal.

Palabras clave

Investigacion y Desarrollo, biocombustibles, microalgas, biodiesel.

Introduccion

Actualmente, la biotecnologia es un campo con enorme potencial por lo menos en cuatro
grandes ambitos: a) para la generacion de nuevos productos para el sector industrial o el
sector salud; b) desarrollo de nuevos servicios tales como el tratamiento de aguas residuales
y rescate de ambientes contaminados; c) desarrollo de biocombustibles para la mitigacién del
cambio climético y d) generacion de nuevos paradigmas, especialmente mediante el uso de
herramientas de biologia molecular y de uso de equipos analiticos de alta resolucién. Dentro
de este contexto, la biotecnologia orientada al manejo y aprovechamiento de las microalgas y
macroalgas esta creciendo a un ritmo muy acelerado y la generacion de conocimiento en este
campo ofrece multiples oportunidades. El presente trabajo intenta proporcionar una imagen
de la Biotecnologia Algal en la region latinoamericana, sin pretender ser una revision exhaus-
tiva sobre el tema. La revision se ha orientado a tratar de entender la evolucion de las lineas
de investigacion en grupos latinoamericanos, a conocer su dindmica en agrupaciones cienti-
ficas y a discutir algunos de los retos de investigacion que permitan incidir en los campos de
frontera. De manera especifica, se escogio el campo de “Produccion de Biodiesel a partir de
Microalgas”, con el objeto de discutir los principales retos de investigacién y desarrollo que
enfrentan los investigadores, no sélo a nivel regional, sino también a nivel global.

Evolucidn de las lineas de investigacion en grupos latinoamericanos

La diversidad de temas en los que trabajan los grupos de investigacion relacionados a
biotecnologia algal en la regién latinoamericana es amplia. Este campo ha evolucionado
como era de esperarse de acuerdo al entorno internacional y a la propia evolucion de los
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grupos de investigacién. Sin pretender realizar un estudio exhaustivo, se investigo el tipo de
lineas de investigacion en los que se presentaron trabajos en dos Congresos de la Sociedad
Latinoamericana de Biotecnologia Ambiental y Algal (SOLABIAA). El primero celebrado
en junio del 2008 en la ciudad de Xalapa, México y el segundo celebrado en diciembre del
2010, en la ciudad de Cancun, México (Memorias disponibles en la pagina de SOLABIAA).

En el 2008, los estudios relacionados a Biodiversidad y a Toxicologia representaron cada
uno el 15% de los trabajos totales presentados, seguidos de estudios en el cultivo de algas
(12%), en ficorremediacion (12%), en fisiologia (10%), en acuacultura (10%) y en otras
lineas con menor participacion, tales como manejo (8%), genética(7%), biocombustibles
(5%) y secuestro de carbono (2%) (Fig.1). En ese mismo Congreso, como era de esperarse
por realizarse en Xalapa, Veracruz, el mayor nimero de trabajos fue presentado por inves-
tigadores mexicanos (27), seguidos de investigadores venezolanos (11), argentinos (9) y de
otros paises con menor nimero de participantes (Fig. 2). Con s6lo dos afios de diferencia,
la distribucion de los trabajos presentados en el Congreso de SOLABIAA en el 2010, fue
bastante diferente. En este Congreso, predominaron los trabajos relacionados al cultivo de
algas (24%) y a biocombustibles (15%), con una menor participacion de otras lineas que
antes habian estado con mayor participacion (Fig. 3). Nuevamente, se registr6 un mayor
nimero de ponencias por investigadores mexicanos (30) y venezolanos (10) (Fig. 4).

Figura 1.- Porcentaje de distribucion en temas de Biotecnologia Algal, Congreso SOLABIAA
2008.

Los resultados antes presentados sobre un breve anélisis de la evolucién de las lineas de
investigacion en la region latinoamericana, indican que los grupos de investigacion estan
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evolucionando de acuerdo al entorno internacional, en el cual se ha observado una gran
efervescencia en el area de produccion de biocombustibles a partir de microalgas y también
macroalgas. La linea de biotecnologia del cultivo de algas ha despertado un gran interés a
nivel internacional y por ende a nivel latinoamericano, en donde aln existen muchos retos
por vencer.

Figura 2.- NUmero de trabajos por pais presentados en temas de biotecnologia algal,
Congreso SOLABIAA 2008.

Figura 3.- Porcentaje de distribucidn en temas de biotecnologia algal, congreso SOLABIAA
2010.
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Figura 4.- Nimero de trabajos por pais presentados en temas de biotecnologia algal,
Congreso SOLABIAA 2010.

Sociedad Latinoamericana de Biotecnologia Ambiental y Algal (SOLABIAA) y
Revista Latinoamericana de Biotecnologia Ambiental y Algal (RELBAA)

La SOLABIAA fue fundada en octubre del 2008 durante los Congreso Latinoamericanos
de Biotecnologia Ambiental y Biotecnologia Algal celebrados en la ciudad de Xalapa,
Meéxico, por convocatoria del Instituto de Ecologia. En el 2008 se registraron 80 miembros
fundadores, (investigadores y estudiantes), representando a 10 Paises Latinoamericanos.
También se registraron miembros fundadores de Espafia, Estados Unidos e Israel.
En el 2010, se celebro el 11 Congreso Latinoamericano de Biotecnologia Ambiental y Algal
en la ciudad de Cancln, México, ya convocado por SOLABIAA. En este Congreso, se
registraron 44 nuevos miembros (investigadores y estudiantes), representando a 9 Paises
Latinoamericanos y nuevos miembros de Espafia.

RELBAA es la primera revista en la region, dedicada a la publicacién de trabajos inéditos
de caracter cientifico y/o de desarrollo tecnologico o revisiones criticas relacionados con la
biotecnologia ambiental y algal y también con los bioprocesos mas limpios para el desarrollo
sustentable. Asimismo, ofrece un foro para que la comunidad cientifica y tecnoldgica lati-
noamericana, comunique sus investigaciones en el ambito internacional, dado que se aceptan
trabajos en espafiol e inglés. Los manuscritos enviados se someten a un proceso riguroso de
revision por pares. Actualmente, la pagina de RELBAA recibe un promedio de 711 consultas
al mes.
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Nuevos Retos de Investigacion:

En consideracion a que la region Latinoamericana ya cuenta con numerosos grupos de in-
vestigacion de calidad, es de esperarse que al aprovechar la capacidad humana desarrollada,
se avance de manera importante. Uno de los retos mas importantes es incidir en los campos
de frontera a nivel internacional y generar tanto conocimiento cientifico como desarrollo
tecnoldgico que permita posicionar a la regién. Existen muchos de estos campos de frontera
y sera capacidad de los investigadores competir por recursos y avanzar con propuestas de
gran calidad. En este trabajo no se intenta profundizar en las maltiples oportunidades. Sin
embargo, solo se mencionara brevemente que uno de los campos de frontera en biotecnologia
algal es la produccién de biocombustibles. De manera particular, existe una actividad muy
acelerada en relacion a la produccidn de biodiesel a partir de microalgas. Sin embargo, varios
autores coinciden en que adn falta por vencer varios obstaculos antes de que este proceso sea
competitivo (Singh y Gu, 2010; Tredici, 2010; Lam and Lee, 2012). De acuerdo a revisiones
recientes sobre el tema (Greenwell et al., 2010; Loera-Quezada y Olguin, 2010; McGinn et
al., 2011), los principales retos a vencer son:

a. Seleccion de la especie adecuada. En este rubro, aunque ya existe un buen nimero
de especies de microalgas descritas con altos contenidos de lipidos, se recomienda
aislar nuevas especies a partir de ambientes con condiciones extremas o a partir de
aguas residuales

b. Promocion de una mayor productividad de biomasa y de lipidos. La deficiencia
de N en el medio de cultivo es el factor que mas afecta y promueve un incremento
en el contenido de lipidos (Gouveia y Oliveira, 2009; Rodolfi et al., 2009).
Adicionalmente, se han descrito otros factores tales como la intensidad luminosa
(Loera-Quezada et al., 2011)

c. Disefio y operacion de reactores con menor costo de inversion y operacion.
Actualmente existe un gran debate sobre las ventajas y desventajas de los diversos
tipos de reactores para la produccion de microalgas (Ma, 2009). Una de las
alternativas que han sido adoptadas para resolver esta problematica, es el uso de una
combinacion de reactores. Los fotobiorreactores al ser mas productivos se proponen
para produccion de indculo y las lagunas de oxidacién de alta tasa para produccion
posterior (Schenk et al., 2008)

d. Disefioyoperacionde biorefinerias paraproduccién de diversos biocombustiblesy de
co-productos de alto valor agregado. La estrategia de utilizar biorefinerias promueve
la factibilidad econdmica de la produccion simultanea de varios biocombustibles y
co-productos (Fig. 5). Las biorefinerias se definen como aquellas instalaciones donde
se integran los procesos y equipos para la conversion de biomasa con produccion de
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biocombustibles, energia, materiales y productos quimicos (Cherubini, 2010; Singh
y Gu, 2010)

Figura 5.- La estrategia de biorefineria para promover la factibilidad econémica de la pro-
duccion simultanea de varios biocombustibles y co-productos.

e.

Disefio y operacion de sistemas de doble propoésito para el tratamiento de aguas
residuales con recuperacion de biomasa algal con potencial para produccion de
biodiesel. Este tipo de sistemas de doble proposito representan una opcion atractiva
para reducir el costo de energia, fertilizantes y agua, asi como para reducir las
emisiones de gases efecto invernadero (Pittman et al., 2011). Adicionalmente, se
ha demostrado que el costo de produccion y cosecha de las microalgas utilizando
lagunas de oxidacién de alta tasa quedan cubiertos dentro de los costos de inversién
y operacion de la planta de tratamiento y por lo mismo, tienen menor impacto
ambiental en términos de huella ecoldgica del agua y uso de energia y fertilizantes,
comparados con los sistemas que utilizan agua fresca y fertilizantes (Park et al.,
2011)
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Figura 6.- Diversas estrategias para hacer rentable la produccion de biodiesel a partir de
microalgas.

Conclusiones y recomendaciones: estrategias para el impulso de la

biotecnologia algal en América Latina

Dependiendo de las condiciones de cada pais latinoamericano, surgiran diversas estrate-
gias para el impulso a la biotecnologia algal en la region. A continuacion se sugieren algunas
de ellas:

+» Apoyo decidido a la ciencia y al desarrollo tecnolégico. A este respecto, se ha
insistido en que se debe aumentar el porcentaje del producto interno bruto (pib)
con el objeto de fortalecer la infraestructura cientifica, aumentar el nimero de in-
vestigadores calificados, fomentar y fortalecer los posgrados nacionales, entre otros
objetivos

<+ Trabajar en campos de frontera. En este caso, cada pais debera estudiar cuales son
los campos emergentes en donde convenga invertir mas. Tradicionalmente, se han
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seguido mucho las tendencias internacionales sin contar con un diagnéstico propio
que sefiale las prioridades. Es importante fomentar Comités de Expertos que evallen
los campos de frontera en los que se podra incidir y llegar a metas cuantificables en
tiempos relativamente cortos. En algunos casos, el rezago respecto a otros paises de-
sarrollados es tan grande que no vale la pena incursionar. En cambio, existen campos
prioritarios como el control de la contaminacién, desarrollo de sistemas alternativos
de tratamiento de aguas residuales, produccion de biocombustibles, por mencionar
algunos. La estrategia fundamental seré el aplicar herramientas avanzadas y contar
con investigadores altamente calificados para lograr el desarrollo de tecnologias
propias y apropiadas al contexto socio-econémico de cada pais

Trabajar en equipos multi-disciplinarios e inter-institucionales. Se deben promover
los esfuerzos por trabajar en grupos multi-disciplinarios y multi-nacionales, en
donde se complementen las habilidades y experiencia acumulada. Actualmente,
estan surgiendo varios de estos grupos inducidos por las reglas de diversas con-
vocatorias de fondos internacionales como los de la Unién Europea o de fondos
nacionales como los de CONACYT en México y muy posiblemente los de Agencias
similares en otros paises de la region. Como uno de los ejemplos recientes, cabe
mencionar el proyecto “biorefineria para la produccidon de biogas, biodiesel e
hidrégeno a partir de microalgas y aguas residuales”, en el que participan 5 grupos
mexicanos: INECOL (Dra. Eugenia J. Olguin y Dra. Gloria Sanchez), CIBNOR
(Dra. Concepcion Lora), CIMAV (Dr. Lépez), UANL (Dra. Katiushka Arévalo) y
UAM-I (Dr. Oscar Monroy). También han sido invitados dos grupos europeos: Uni-
versidad de Almeria (Dr. Emilio Molina-Grima y Dr. Gabriel Acién) y Universidad
de Florencia (Dr. Roberto DePhilippis). El proyecto ha sido financiado por la Secre-
taria de Energia-CONACYT de México

Contar con asesores especializados en patentar y en transferencias de tecnologias.
Uno de los problemas fundamentales en la region latinoamericana es que la gene-
racion de patentes es minima respecto a los paises desarrollados. El origen de este
fendmeno es complejo. Sin embargo, se podra mitigar si se fomenta la formacion de
recursos humanos especializados en la escritura y registro de patentes que asesoren
a los investigadores. Ademas, las instituciones deberan asignar recursos para el pago
de registro de patentes y su mantenimiento. Adicionalmente, los investigadores
tendran que seleccionar trabajar bajo la demanda del sector productivo y en campos
innovadores

Mayor vinculacién con empresas. Otro de los problemas recurrentes que se observa
en la region, es que no se fomenta la vinculacion con empresas y se trabaja en lineas
de interés personal sin conocer las demandas del sector productivo. Este factor
juega un papel crucial que limita el desarrollo tecnol6gico y mantiene mucho de
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la investigacion a nivel basico y de escala laboratorio. Por otra parte, los gobiernos
deberan exigir a las empresas contribuir con parte de los fondos para investigaciones
aplicadas, mediante Convocatorias muy claras

+» Mayor presencia a nivel internacional (Sociedades, Congresos y Revistas). No esta
claro si sélo son factores financieros o ademas culturales los que expliquen la baja
presencia de los grupos latinoamericanos en los Congresos Internacionales. Su poca
visibilidad genera una imagen distorsionada a nivel internacional, que se confunde
con falta de infraestructura y recursos humanos. Es recomendable promover socieda-
des y congresos con imagen internacional, asi como publicar en revistas internacio-
nales prestigiadas. Simultaneamente, es deseable promover revistas de alata calidad
con estricto arbitraje que publiquen tanto en espafiol como en inglés y resulten un
foro para proyeccion de los grupos latinos
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Acuicultura para el desarrollo sostenible: plan de coo-

peracion tecnoldgica para el desarrollo de la acuicultu-
ra marina en el Peru
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Director de Cooperacion de Asociacién Empresarial de Cultivos Marinos de Espafia
(APROMAR)

APROMAR es la Asociacion Empresarial de Productores de Cultivos Marinos de Espafia

KD

«» Es una organizacion de caracter profesional y de ambito nacional

KD

+» Reconocida desde 1986 como Organizacion de Productores (OPP-30)

KD

+» Representa, asesora y apoya el sector espafiol de la acuicultura marina

+» Comunica, promociona e informa sobre el sector

Forman parte de APROMAR:

o,

¢+ Productores de peces marinos, criaderos de moluscos y de crustaceos de Esparia

o,

«» Asociaciones regionales y sectoriales de los mismos cultivos

o,

«» Empresas proveedoras de productos y servicios

APROMAR COOPERACION

Apromar Cooperacion se inicio en el afio 2004/2005, como una linea de actividad dentro
de APROMAR..
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Los objetivos de APROMAR COOPERACION son:

«» Promover la acuicultura como herramienta de Desarrollo Sostenible en el mundo

+» Favorecer el crecimiento empresarial de la acuicultura en los paises en desarrollo,
como fuente de riqueza y sostenibilidad

La gran experiencia a nivel mundial de la acuicultura espafiola es el principal valor
de Apromar Cooperacion y su transferencia tecnoldgica sin coste para la region o pais de
actuacion.

Principales proyectos de cooperacion realizados

< Plan de Formacion en Acuicultura en Marruecos. 2004-2005

+» Realizacion de Guias para el desarrollo sostenible de la acuicultura en el Mediterra-
neo. 2007-2010

«+ Participacion en el Seminario OLDEPESCA Lima/Pert 2007. (Creacion del Obser-
vatorio Iberoamericano de Acuicultura)

¢ Proyecto para la promocion del cultivo de peces marinos en la region de Ancash.
Peru. 2010

¢ Revision técnica y desarrollo de una prospectiva sobre la CAPACIDAD de CARGA
en aguas continentales y marinas. Pert 2011

¢Como actiia Apromar Cooperacion?

En Apromar Cooperacion se trabaja desde la transferencia de la tecnologia y de la expe-
riencia que el sector empresarial espafiol posee y lo hacemos sin la bisqueda de un retorno
econdmico, si no con el tnico objetivo de contribuir al desarrollo sostenible de la acuicultura
en la regién o pais de aplicacion.

Consideramos dos niveles basicos de la cooperacion en acuicultura:

a. Acuicultura de subsistencia: busca garantizar una fuente de alimento

b. Acuicultura “sectorial”; Favorece las bases para la existencia de un sector empresarial
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acuicola en el pais

Apromar Cooperacion busca actuar en el segundo nivel, lo que denominamos
ACUICULTURA SECTORIAL.

«» En conjunto con los actores sociales, administrativos y econdmicos del pais/region
se promueven proyectos que favorezcan el desarrollo sostenible empresarial

«» Trabajamos para la sostenibilidad y desarrollo a largo plazo
+» Sostenibilidad medioambiental, social y econémica

«» Desarrollo acuicola de la zona mediante la creacion y apoyo de un sector empresarial
acuicola rentable y sostenible

Plan de Cooperacién Tecnoldgica para el Desarrollo de la Acuicultura Marina en el
Peru

Como consecuencia de los trabajos de Cooperacion realizados en el Pert en los afios 2010
y 2011, la Administracion peruana y Apromar han considerado firmar un Convenio Marco
de Cooperacion Interinstitucional, que tendra una duracion de al menos 5 afios (2012-2017).

Las bases del Convenio son:

+» Objetivo: Desarrollar de forma conjunta actividades, programas y proyectos en
ciencia, tecnologia e innovacién en beneficio del desarrollo sostenible de la actividad
acuicola en el Pert

< Intervinientes:

PRODUCE (Ministerio de la Produccion)
FONDEPES (Fondo Nacional de Desarrollo Pesquero)
IMARPE (Instituto del Mar del Pert)

Universidad Nacional del Santa

S O O

APROMAR
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Duracion: 2012-2017.

Programa:

% Seleccion de especies/Mercados/Tecnologia

+«+ Evaluacion del &rea marina

*» Reproduccién de peces marinos

+ Instalaciones de crianza

«» Engorde y manejo de peces marinos

+» Modelo de gestion de empresas acuicolas

Actuaciones:

«» Organizacion de seminarios y cursos practicos

«» Visitas de trabajo de expertos espafioles a la regién

+» Pasantias de profesionales peruanos a Centros y empresas espafiolas

«» Comité de seguimiento del Convenio
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Fotos 1y 2.- Cultivo de concha abanico (Argopecten purpuratus) en la Bahia de Simancos.
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Fotos 3y 4.- Estudio sobre la capacidad de carga de la laguna amazonica del Sauce. Tarapoto/
San Martin.
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Resumo

O objetivo deste trabalho consiste em identificar as limitagOes e particularidades da im-
plementacdo dos principios Toyota Production System (TPS) na indUstria alimentar, nomea-
damente no processo produtivo de sardinha enlatada de uma industria conserveira. De facto,
pela sua complexidade, a industria conserveira possui tipologias de producédo distintas das
originarias do TPS.

E conhecido que os conceitos lean se aplicam & industria automavel, conduzindo a uma
otimizagdo do processo. No entanto, pouco é conhecido em relacdo & industria alimentar,
apesar de aplicar conceitos lean, como o just-in-time, ha ja algum tempo.

Neste trabalho concluiu-se que € possivel aplicar alguns dos principios lean ao processo
produtivo estudado como o valor, a cadeia de valor e a perfei¢cdo. No entanto, para imple-
mentar os principios pull e fluxo continuo sera necessario adaptar a estrutura do processo de
forma a eliminar/reduzir restricdes identificadas.
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Palavras-chave

TPS, sistema pull, industria conserveira, sardinha.

Introducéo

Numa analise setorial das industrias alimentares (Anonimo, 2011) especificamente na
indUstria de preparacdo e conservacao de peixes, crustaceos e moluscos, verifica-se que esta
detém 3% do nUmero total de empresas da inddstria alimentar, emprega 8% das pessoas no
ativo e representa 9% do volume total de negdcios. Relativamente ao tipo de empresa, usual
deste setor, verifica-se que a industria de preparacao e conservacdo de peixes, crustaceos e
moluscos possui 3% de microempresas, das quais 10% sdo PME’s e 7% Grandes empresas.
Este setor possui essencialmente PME’s que geralmente apresentam uma estrutura mais
fragil e que se depara com dificuldades ao nivel da concorréncia.

A producdo lean foi desenvolvida pela Toyota Motor Corporation com a designacao de
sistema de producdo da Toyota. A aplicacdo destes conceitos pode considerar-se vantajosa,
uma vez que, a implementacdo Lean tem como objetivo fazer mais com menos, menos
esfor¢co humano, menos equipamentos, menos tempo e menos espago, mas sempre com a
perspetiva de oferecer ao cliente aquilo que realmente precisa. (Womack e Jones, 1990).

Esta “forma de estar na producdo” possibilita melhorar a qualidade, reduzir custos e
o0 lead time e rege-se por cinco principios: valor, fluxo de valor, fluxo continuo, pull e a
perfeicdo Womack e Jones (2003).

Todos estes principios surgiram com o intuito de reduzir os desperdicios existentes nas
organizacOes. Na tabela I, encontram-se descritos cada um destes principios e é efetuada a
analise da respetiva aplicabilidade.
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Principios lean

Descricao

Aplicacéo

Valor

Cadeia de valor

Com este principio pretende-se
identificar o que o cliente pretende,
ou seja, qual a atribuicdo de valor,
de modo a conseguir satisfazer ou
superar as suas expectativas.

O objetivo deste principio consiste
em analisar a cadeia de valor, oti-
mizando-a e eliminando ao maxi-
mo todo o tipo de desperdicios que
sejam identificados.

Com este principio o que se preten-

Como se pode verificar a sua
aplicacdo é transversal a qual-
quer tipo de setor ou atividade
industrial pois estes trés prin-
cipios referem-se a conceitos
generalistas que auxiliam a in-
cutir valores e formas de atua-
¢do e como tal ndo implicam
restricbes de implementacdo
na area alimentar, em qualquer
tipo de subsetor.

Perfeicdo de é promover o espirito de fazer
bem sempre & primeira.

O que se pretende com este princi-

pio é que o cliente puxe o produto

Pull consoante as suas necessidades e

Fluxo continuo

pretensdes em vez de se empurrar
produtos indesejados para o cliente.

Com este principio pretende-se
criar o fluxo continuo do processo,
apostando na producdo de pequenos
lotes, consoante as necessidades re-
ais, sendo processados e enviados
para 0 processo seguinte, uma pega
de cada vez. Deve referir-se que o
envio do material deve ser efetua-
do, just-in-time, atempadamente o
suficiente sem que o equipamento/
processo seguinte fique em espera.

Relativamente aos principios
pull e ao fluxo continuo pode
ja ser mais complexa a sua
aplicacdo, considerando por
exemplo: a existéncia de pro-
dutos sazonais, de produtos
pereciveis, a variabilidade dos
fatores produtivos, de proces-
sos com dificil otimizacdo de
capacidade ou a grande varia-
bilidade da procura.

(Fonte: Womack e Jones, 1990)

137




A aplicabilidade dos principios do Toyota Production System na indUstria conserveira

Recorreu-se a andlise do processo produtivo da sardinha enlatada, como metodologia
utilizada. Este estudo foi dividido em trés fases distintas: 1) selecdo da empresa, 2) levanta-
mento do fluxograma de processo, 3) andlise das respetivas etapas.

Resultados e discussao

A indUstria alimentar depara-se com algumas particularidades: variabilidade de fatores
produtivos (matéria-prima), perecibilidade dos produtos (matéria-prima e produtos intermé-
dios), variabilidade e imprevisibilidade das necessidades de capacidade, existéncia do perigo
de contaminacéo alimentar e a variabilidade da procura (produto final).

Baseado no levantamento do processo de fabrico (Fig. 1) foi possivel identificar as etapas
do processo que poderdo oferecer dificuldades na implementacéo dos Principios Lean.

Da analise efetuada, identificou-se um processo que apresenta bastantes particularidades
e que pode representar algumas dificuldades em assegurar uma gestéo eficiente do processo
produtivo, que € a esterilizacdo, a qual se realiza num equipamento designado de autoclave.

Aprofundando o funcionamento do processo identificado, verifica-se que, para se garantir
a qualidade do produto final, devem ser definidas algumas boas praticas:1) o enchimento das
latas deve ser controlado de acordo com padrdes previamente definidos uma vez que as latas
demasiado cheias podem sofrer danos durante a esterilizacéo; 2) apds a cravagéo das latas de
conserva, a esterilizacdo deve ser iniciada o mais breve possivel uma vez que a degradacéo
do produto ap0s a realizacdo da cravacao, se inicia rapidamente. As embalagens depois de
cravadas devem ser rapidamente esterilizadas de modo a impedir o desenvolvimento micro-
biano. Mesmo que a deterioracdo seja muito pequena, esta afeta imediatamente o produto:
a) o tempo de esterilizagdo deve ser definido consoante o necessario. Trata-se de um ponto
critico de controlo da produgdo de conservas de peixe (seguranca alimentar). b) devem ser
utilizadas temperaturas standard de esterilizacdo definidas para os produtos enlatados, sendo
que, a seguranca do processo pode ser afetada pela ocorréncia de variagdes, por exemplo, na
temperatura de adi¢cdo do molho, na composi¢do do produto, no tamanho ou na quantidade
de latas em cada esterilizacdo; c) latas com tamanhos diferentes ndo devem ser processadas
em simultaneo uma vez que, a duracdo do processo térmico varia com a dimensdo da lata.
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Se forem processadas latas de tamanho diferente a0 mesmo tempo, o tempo de esterilizacdo
que se vai utilizar € o das latas maiores para garantir um produto final seguro o que implica
que as latas mais pequenas serdo submetidas a um tratamento térmico mais severo podendo
originar a perda de qualidade no produto final.

Ao nivel do forno verifica-se que este tem uma producao em lotes e que ndo sao mistura-
dos diferentes produtos.

Ao nivel da quarentena verifica-se que ap6s o produto estar enlatado, terd que ficar um
determinado tempo em repouso para assegurar a qualidade final do produto.

Figura 1.- Fluxo do processo produtivo da sardinha enlatada: (A) — Fluxograma do processo
produtivo; (B) — Pontos assinalados

Neste seguimento, na tabela Il encontra-se a analise da aplicabilidade destes principios
num caso da industria conserveira.
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Tabela I1. — Aplicabilidade dos principios lean na inddstria conserveira.

) . Grau de implementagéo
Principios
lean . o
AS? NSA?2 Facil Dificil
Valor V V

Justificacéo:

Este principio aplica-se sempre e é de facil aplicacdo uma vez que apds a identificagdo do sig-
nificado de valor para o cliente, basta conseguir-se adaptar as formas de trabalho as suas neces-
sidades.

Cadeia de va-
lor

Justificacéo:

Este principio aplica-se sempre de forma facil pois é possivel sempre utilizar ferramentas de
andlise da cadeia de valor e efetuar alguma alteracdo, podendo apenas o impacto ser de maior ou
menor dimens&o.

Perfeicio N N

Justificacéo:

Este principio aplica-se sempre e é de facil aplicacéo pois, para se conseguir fazer bem a primei-
ra, existem muitas ferramentas de auxilio sendo a melhoria continua a grande potenciadora do
sucesso. Desde que exista 0 emprenho e comprometimento de todos os colaboradores consegue-
-se sempre implementar medidas que previnam a ocorréncia de falhas.

Pull  efluxo
continuo

Justificacéo:

Na aplicacdo destes dois principios, verificou-se que diversas fases produtivas podem ser otimi-
zadas e que podem funcionar utilizando o Pull e o Fluxo Continuo, sendo elas: a descongelacéo
e salmoura, o enlatamento, evisceracéo e lavagem, adicdo de molho e cravagéo e a pré-lavagem.
No entanto, como surgem algumas fases do processo que apresentam restri¢des, tal como a fase
de cozimento, a esterilizacdo ou a quarentena, a aplicacdo destes conceitos acabam por ndo con-
seguidos pois a sua aplicacdo ou ocorre no processo global ou ndo é viavel. A descongelagdo e
salmoura sdo efetuadas em tinas e podem ser realizadas consoante as quantidades necessarias.
A fase de enlatamento, evisceracdo e lavagem assenta num trabalho manual em que é produzida
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peca a peca. A adi¢do de molho e a cravagdo consiste numa linha em que entra peca a peca para
ser processada e que faz ligacdo direta com a linha de pré-lavagem onde as pegas ao sair do
processo anterior seguem num tapete rolante que culmina na acumulagéo de latas num cesto que
depois serd introduzido na autoclave para ser realizada a esterilizagéo. Por Gltimo, é necessario
deixar as latas em quarentena por um periodo definido. O forno apesar de também produzir em
lotes como a autoclave, apresenta a particularidade de pelo facto de se introduzir menos carga
ndo afetar a qualidade do produto, e para isso apenas se estaria a desperdicar a recursos. No en-
tanto, apresenta a restrigdo de ter que processar apenas 0 mesmo tipo de produto.

Neste seguimento, o Principio Pull pode ser posto em causa, pois o inicio da encomenda deveria
ser puxada pelo cliente, isto €, cada posto de trabalho deveria dar a indica¢do ao posto anterior
para iniciar a producéo e, no caso da autoclave, verifica-se que séo 0s postos anteriores que em-
purram a producdo até que a quantidade necessaria para encher a autoclave seja alcangada. Além
disso, é um processo que varia consoante o tipo de produto, a duracdo da esterilizagdo € fixa, in-
dependentemente da carga da autoclave e verificou-se ainda que no final do dia toda a quantidade
produzida tem que estar esterilizada.

Ao nivel do Fluxo Continuo, verifica-se que a autoclave € um equipamento que apresenta limi-
tacOes pois pode ndo conseguir ter tempos de ciclo rapidos necessarios para atingir o “takt time”
previsto durante o tempo de trabalho regular, consoante a dimensdo do mesmo. Acresce ainda
que a autoclave é um equipamento projetado para processar em lotes, assim como por exemplo
o forno, o que ndo permite a produgdo “peca-a-peca”. Verifica-se também que as restantes fases
produtivas continuam a laborar, enviando de etapa para etapa produto intermédio o qual culmina
na acumulacdo de stock junto do autoclave, ou porque este estd em utilizagdo, ou porque ndo
existe a quantidade suficiente para por a autoclave em funcionamento. Por dltimo verificou-se
que grande parte do tempo didrio, a autoclave se encontra em espera até que tenha material sufi-
ciente para ser iniciado o que demonstra que o fluxo continuo néo é conseguido e o principio pull
n&o sdo utilizados nesta fase do processo estando sim todos os outros postos de trabalho a laborar
para abastecer o processo de esterilizag&o.

AS- Aplica-se sempre, 2 NSA — Nem sempre se aplica

Conclusoes

Com este estudo concluiu-se que na indUstria conserveira existem processos que podem
dificultar a aplicagdo dos principios lean: a cozedura, a esterilizacéo e a quarentena.

Verificou-se ainda que um dos problemas que se podem encontrar em unidades produti-
vas deste género prende-se com a selecdo dos equipamentos. De facto nem sempre se tem em
consideracao todos os fatores que podem afetar a otimizacédo dos recursos, sugerindo-se deste
modo que seja realizada uma analise cuidadosa antes de novas aquisigoes.
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Aminoacid researchinmarinefish larvaeand juveniles:
applications to aquaculture

Aragéao* C., Pinto W., Costas B., Dinis M.T., Conceic¢édo L.E.C.
CCMAR-CIMAR LA, Campus de Gambelas, Edificio 7, 8005-139 Faro, Portugal
*E-mail: caragao@ualg.pt

Abstract

The Aquaculture Research Group at Centre of Marine Sciences of Algarve (CCMAR) has
assembled a range of competences that allow a multidisciplinary approach of several research
themes, which have been integrated in two key areas: Sustainable Practices and Nutrition for
enhanced Performance and Quality. The later integrates an important research line that is
being developed for more then ten years: Nitrogen in Fish. Research in this area has tackled
fundamental and practical questions, expecting to contribute with important answers for the
aquaculture industry.

In this work we will provide an overview of our results in this research area and will try to
show why and how these data may be important for the aquaculture industry. Through amino
acid analysis by HPLC we have tackled qualitative amino acid requirements in marine fish
larvae and have explored the relations between stress and amino acid metabolism. Examples
on how amino acid requirements change during ontogeny or due to stress conditions will be
presented. Furthermore, the team has now more than ten years of experience with in vivo
tracer studies, including several techniques that allowed to overcome some major limitations
in nutritional studies with fish larvae, in order to elucidate metabolic fluxes of amino acids in
these small organisms. Some examples will be given as these tools can help us to understand,
for instance, how stressful events or metamorphosis can affect amino acid utilisation and the
effects of dietary supplements on amino acid metabolism. The importance of these results to
the aquaculture industry will be highlighted.
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SA. Coelho & Castro Lda., Praga Luis de Camdes, 15 R/C, 4490-441 Pdvoa de Varzim, Por-
tugal.

Resumo

Tenacibaculum maritimum é o agente etiologico de uma doenca ulcerativa em peixes
conhecida como tenacibaculose. E uma bactéria de crescimento lento, cuja cultura levanta
inimeros problemas técnicos. Sendo aceite como causadora de importantes prejuizos na
aquacultura do linguado (Solea senegalensis), é importante desenvolver esforgos no sentido
de melhorar o conhecimento dos mecanismos de interacdo patogénio/hospedeiro, pois todo
0 conhecimento acrescido poderd ajudar na aplicacdo de medidas que levem a melhores
préticas de prevencdo e maneio, e contribuam para a minimizagéo dos problemas levantados
por esta infeccdo. Dada a existéncia, no laboratdrio de Imunobiologia do CIIMAR, de duas
estirpes desta bactéria, ambas isoladas a partir de linguados de uma piscicultura em Portugal,
surgiu a oportunidade de avaliar o seu grau de viruléncia.
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Assim, com o0 objectivo de avaliar a viruléncia destas duas estirpes (ACC6.1 e ACC13.1),
procedeu-se a ensaios in vitro, utilizando leucécitos do rim anterior de linguados adultos
(aprox. 350 g). Os leucdcitos aderentes ao fundo das placas de cultura (macréfagos na sua
maioria) foram expostos a varias concentracdes (1 x 10° 10* e 10 cfu/mL) de bactéria das
duas extirpes, de forma a avaliar a resposta das células aos estimulos inflamatorios. Foram
testadas duas funcGes leucocitarias em resposta a presenca da bactéria, a exploséo respira-
téria, utilizando um método de quantificacdo da reducdo do ferrocitocromo C pelo anido
0, e a producdo de Oxido nitrico, utilizando um método baseado na reacgéo de Griess, que
quantifica os nitritos no sobrenadante de leucocitos cultivados durante 72 h na presenga do
agente infeccioso.

Os valores obtidos foram significativamente superiores na concentragdo mais elevada (1
x 10°cfu/mL) de bactéria da estirpe ACC6.1 nos dois ensaios in vitro (explosao respiratoria e
producdo de Oxido nitrico), ndo sendo verificadas diferencas significativas nas concentragdes
mais baixas. Assim, os resultados observados, sugerem que a estirpe ACC6.1 podera ser mais
virulenta que a ACC13.1.

Palavras-chave

Tenacibaculum maritimum, Solea senegalensis, explosao respiratoria, éxido nitrico.

Introducéo

A Tenacibaculum maritimum, anteriormente conhecida como Flexibacter maritimus, é o
agente etioldgico da tenacibaculose, € uma doenga ulcerativa que afecta um largo nimero de
espécies de peixes marinhos por todo o mundo, e que tem uma importancia econémica con-
sideravel para a aquacultura marinha (Avendafo-Herrera et al., 2005). As T. maritimum s&o
bactérias Gram-negativas, as suas colénias sdo planas, finas e apresentam uma cor amarelada
com bordos irregulares. O isolamento da bactéria a partir de peixes doentes é dificil devido ao
seu crescimento lento e & abundancia de outras espécies de bactérias presentes nas lesdes que
podem também levar a inibi¢do do seu crescimento (Avendafio-Herrera et al., 2004; Gelderen
et al., 2010). Apesar da importancia da T. maritimum em aquacultura, ndo se sabe muito em
relagdo & sua patogenicidade e ainda ndo foi desenvolvido um modelo experimental que
possa ajudar a compreender a via de infeccdo deste agente patogénico (Avendafio-Herrera et
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al., 2006). Por tanto, é de vital importancia aumentar o conhecimento sobre os mecanismos
de interagdo patogénio/hospedeiro. O objectivo deste trabalho foi avaliar as respostas leuco-
citarias do linguado perante um desafio com T. maritimum através de técnicas in vitro.

Materiais e métodos

Os linguados utilizados no trabalho (peso médio aprox. 350 g), provenientes de uma aqua-
cultura do norte de Portugal, foram aclimatados durante 7 dias e posteriormente mantidos
num sistema semi-fechado de recirculacdo de agua salgada, temperatura 20 - 22 °C, salinida-
de 34%o e saturacdo de oxigénio superior a 90%, até a sua utilizacdo para colheita de células
do rim anterior.

Para a recolha de leucécitos do rim anterior utilizou-se 0 método descrito por Secombes
(1990). O rim anterior foi removido em condicfes assépticas, em seguida foi macerado sua-
vemente através de uma rede de nylon com um poro de 100pum usando meio Leibovitz (L15,
Gibco) suplementado com penicilina (100 1U/mL), estreptomicina (100 pg/mL), heparina
(20 unidades/mL) e 2% de FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco) (L15 - 2%). A suspensédo de
células resultante foi colocada sobre um gradiente de Percoll 34/51% e centrifugada a 400 x
g durante 40 minutos a 4 °C. O anel de leucécitos foi retirado da interface do Percoll e lavado
3 vezes em L15 - 2% e resuspendido em L15 Leibovitz com 0,1% de FBS (L15 - 0,1%). As
células foram distribuidas por placas de 96 pocos de fundo plano (100 pL por poco). Apos a
incubacdo overnight a 18 °C as células ndo aderentes foram retiradas por lavagem e a camada
aderente foi mantida em L15 - 5%.

No ensaio da explosdo respiratoria utilizou-se um método de quantificacdo da reducéo do
ferrocitocromo C pelo anido O, extracelular (Secombes, 1990). A camada Unica de células
foi lavada com L-15, e foi adicionado a cada po¢o 100 pL da suspenséo da solucéo de ferro-
citocromo C (2 mg de ferrocitocromo C/mL diluido em HBSS- Hank’s balanced salt solution
sem vermelho de fenol) com as diversas concentracfes de bactéria (1 x 102, 10*e 10° cfu
(unidades formadoras de col6nias) /mL) em triplicado. As placas foram lidas no espectofoto-
metro Power-Wave™ (BioTek) a 550 nm 30 minutos ap6s a adicdo dos reagentes as células.

O ensaio de producéo de 6xido nitrico pelos leucdcitos do rim anterior foi realizado
pelo método descrito por Neumann et al. (1995) e modificado por Tafalla e Novoa (2000).
Este método quantifica o conteddo em nitritos no sobrenadante dos leucécitos, dado que o
oOxido nitrico € uma molécula instavel que se degrada em nitritos e nitratos. Para estimular
os leucdcitos do rim anterior para a produgdo de 6xido nitrico a monocamada de células foi
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exposta a diversas concentracdes de bactéria (1 x 103, 10*e 10° cfu/mL). Apds 72 horas de
incubacdo a 18 °C, foram retirados 50 pL do sobrenadante dos leucdcitos, que se colocaram
em novas placas de 96 pocos. A cada um destes pogos adicionou-se 100 pL de sulfanilami-
da a 1% (Sigma) em &cido fosférico a 2,5%, e em seguida 100 uL de NED (N-naphthyl-
ethylene-diamine (Sigma)) a 0,1% em &cido fosférico a 2,5%. Apds 5 minutos & temperatura
ambiente e protegidos da luz, foi medida a absorvancia a 540 nm. A concentragdo dos nitritos
da amostra foi determinada a partir das curvas padrdo, geradas por concentra¢fes conhecidas
de nitrato de sédio.

Todos os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo. Os dados foram
analisados para a normalidade (teste de Kolomogorov-Smirnov) e homogeneidade da
variancia (teste de Levene), e quando necessario fez-se a transformacgdo logaritmica dos
dados, antes de serem tratados estatisticamente. Os dados do ensaio foram analisados através
de uma ANOVA de duas vias, quando estes dados ndo cumpriram os requisitos para utili-
zagdo de uma ANOVA, foram aplicados testes ndo paramétricos. O nivel de significancia
considerado foi P< 0,05.

Resultados

No ensaio referente a explosdo respiratoria as células exibiram respostas diferentes as
duas estirpes em estudo, apresentando diferengas significativas entre os diversos tratamentos
(P< 0,001). Os leucocitos estimulados com a estirpe ACC6.1 na concentracdo mais elevada
(1% 10° cfu/mL) apresentaram um valor de produgéo do ani&o O, significativamente superior
a todos os restantes tratamentos, que aparentemente depende da interaccéo estirpe/concen-
tracdo, pois o valor da interaccéo é significativo (P < 0,001). Nas duas concentragdes mais
baixas de bactéria (1 x 10%e 10* cfu/mL) ndo existem diferengas significativas entre as duas
estirpes, mas existem diferencas significativas entre concentragdes (Tabela I).

Tabela I.- Produgéo do anido O, (nmoles) extracelular por leucocitos do rim anterior de S.
senegalensis estimulados com diferentes concentracdes de 2 estirpes (ACC6.1 e ACC13.1)
de T. maritimum.

Bactéria (cfu/mL)

Estirpes
1x103 1x10* 1x10°
ACC6.1 0,58 +0,18 1,02 +0,12 6,56 £ 0,29
ACC13.1 0,63+0,16 0,97 £0,16 3,19+0,21
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No ensaio referente a producdo de éxido nitrico os leucdcitos do rim anterior apresen-
taram diferencas significativas entre os diferentes tratamentos (P< 0,001). E também neste
caso a resposta foi significativamente diferente na estirpe ACC6.1 na concentracdo de 1x10°
cfu/mL, que apresentou um valor mais elevado de producgdo de nitritos (P< 0,001). As duas
concentragdes inferiores ndo apresentaram diferencas significativas entre estirpes, mas entre
concentragdes os valores obtidos ja apresentam diferencas significativas (P< 0,001) (Tabela

).

Tabela I1.- Produgdo de 6xido nitrico (uM) de leucécitos do rim anterior de S. senegalensis
estimulados com diferentes concentracfes de 2 estirpes de T. maritimum.

Estirpes Bactéria (cfu/mL)
1x103 1x10* 1x10°
ACC6.1 1,63+0,34 2,20 £ 0,45 7,53+1,81
ACC 13.1 1,47 £0,26 1,82+0,42 2,98 £ 0,39

Discussao

Apesar de a tenacibaculose ser uma doenca que afecta varias espécies marinhas, o com-
portamento da T. maritimum com o hospedeiro é desconhecido (Avendafio-Herrera et al.,
2006). No presente trabalho, estudou-se a resposta dos leucdcitos do rim anterior a estimulos
produzidos por duas estirpes de T. maritimum, em varias concentragdes.

Com os dados obtidos podemos afirmar que os leucécitos do rim anterior do linguado
respondem a infeccdo da T. maritimum, pois tanto no ensaio da explosdo respiratéria como
no do Oxido nitrico, a resposta celular funcionou, e em ambos os casos os valores obtidos,
aumentam da concentracdo mais baixa de bactéria para a concentracdo mais alta. Podemos
com este facto afirmar que a concentragdo de bactéria € um factor que vai influenciar a
resposta celular.

Assim, com o resultado do estudo pode afirmar-se que a estirpe ACC6.1 induz uma
resposta significativamente superior a da estirpe ACC13.1, na concentragdo mais alta. Foi
ja comprovado no nosso laboratério, em estudos anteriores de Costas et al. (comunicagéo
pessoal) com a Photobacterium damselae subsp. piscicida e o linguado, que quanto maior a
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viruléncia da bactéria maior o valor da resposta celular na producéo de anido O,". Podemos
assim sugerir que a estirpe ACC6.1 podera apresentar um grau de viruléncia superior. Nas
concentracdes inferiores ndo existem diferencas significativas entre estirpes, o que pode
ser indicativo de que os ensaios ndo sdo sensiveis o suficiente para detectar as diferencas
entre estirpes ou as concentraces de bactéria utilizadas nos ensaios, ndo sdo suficientes
para provocar uma resposta diferenciada das células. Estudos posteriores serdo necessarios
para clarificar estes resultados. Recomendar-se-4 a utilizacéo da estirpe ACC6.1 para futuros
trabalhos de infeccéo experimental em linguados.

Conclusoes

Com os resultados obtidos no nosso estudo podemos concluir que os leucdcitos do rim
anterior do linguado apresentam respostas celulares ao estimulo inflamatdrio provocado pela
T. maritimum, e sugerir que a estirpe ACC6.1 podera eventualmente ser mais virulenta do
que aACC13.1.
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Resumen

En el Centro Oceanografico de Vigo del Instituto Espafiol de Oceanografia (IEO) se es-
tablecié un stock de reproductores de merluza en los afios 2007 y 2008. Las merluzas fueron
pescadas en la ria de Vigo usando un arte de arrastre modificado en su parte final, constitui-
do por un cilindro de lona y anillas de polietileno de tal forma que en su interior retenia el
agua cuando era izado a bordo. Del interior del copo se trasladaron las merluzas a tanques
isotermos con agua fria y a continuacion al laboratorio donde se estabularon en tanques
de 8 m3. Al principio se les aliment6 con pescado vivo (Ammodytes spp.), posteriormente
se les suministré pescado congelado (Sardina pilchardus Walbaum, 1792) y finalmente un
pienso himedo elaborado con sardina, bacaladilla (Micromesistius poutassou Risso 1827),
calamar (Loligo gahi D’Orbigny, 1835), mejillén (Mytilus galloprovincialis Lamarck , 1819)
y harina de pescado. Las condiciones de captura, transporte y acondicionamiento al cautive-
rio se describen en Iglesias et al. (2010). En este trabajo se hace una descripcion morfoldgica
de los huevos de la merluza desde sus primeros estados de desarrollo hasta el momento de la
eclosion y también se describen en detalle los cambios somaticos que ocurren en las larvas
desde la eclosion hasta el consumo del saco vitelino (Sanchez et al., en prensa).

Los huevos de merluza europea son transparentes, esféricos y tienen un diametro medio
de 1,067 mm. El vitelo ocupa la casi totalidad del volumen del huevo, por lo que el espacio
perivitelino es muy reducido. La gota de grasa tiene un diametro de 0,23 mm y el periodo
de incubacion dura 4 dias a 14 °C. El consumo del saco vitelino se produce a los 6 dias de la

155




Caracteristicas morfoldgicas de los huevos y las larvas de la merluza europea ...

eclosion, cuando la larva ya tiene 4 mm e inicia su alimentacion exdgena.

Palabras clave

Merluccius merluccius, merluza, huevos, larvas.

Introduccion

En los ultimos afios existe un interés creciente en el cultivo de la merluza europea
(Merluccius merluccius Linneo, 1758), ya que es una especie con una gran demanda
comercial. Bjelland (2001) y Bjelland & Skiftesvik (2006) cultivaron por primera vez larvas
de merluza a partir de fertilizaciones artificiales realizadas con huevos obtenidos de ejem-
plares salvajes. Otros autores (Bustos & Landaeta, 2005) realizaron cultivos de larvas de
merluza austral (Merluccius australis Hutton, 1872) en Chile.

En los afios 2007 y 2008 se llevaron a cabo dos campafias de pesca que tuvieron como
objetivo la captura de ejemplares vivos de merluza con el fin de establecer un stock de re-
productores en las instalaciones del IEO en Vigo. Iglesias et al. (2010) describen todo el
proceso de captura, transporte y adaptacién a la cautividad de estos peces. Una vez adaptados
los reproductores, se registrd la primera puesta en abril de 2009 y desde finales de verano y
durante todo el afio 2010 se obtuvieron puestas espontaneas fertilizadas que sirvieron para
desarrollar los primeros cultivos de larvas de merluza en Espafia. Actualmente se dispone de
20 merluzas (machos y hembras) que constituyen el nico stock de reproductores de merluza
europea que se ha reportado por la bibliografia especializada.

Materiales y métodos

Los huevos fertilizados fueron recogidos en un colector con malla de 500 pm situado en
la salida superficial del tanque de 8 m. Se analiz6 su estado de desarrollo y se contaron por
volumetria los huevos flotantes y no flotantes con una probeta graduada. Los huevos viables
(flotantes) se incubaron en un tanque de 150 litros con circuito abierto de agua a 14+0,5 °C,
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salinidad del 34%o y provisto de un cilindrico central de PVC y malla de 500 pm en el
desagiie. La entrada de agua se disefié usando un tubo de PVC colocado a 5 cm de la super-
ficie del agua provisto de perforaciones de 1 mm distanciadas 1 cm y situadas a lo largo del
tubo. El agua era forzada a salir en unos chorros finos que formaban un angulo de 45° con la
superficie. De esta forma los huevos eran empujados hacia abajo distribuyéndose en toda la
columna de agua, evitando el problema de que quedaran flotando en superficie debido a su
naturaleza hidréfuga.

Una vez que los huevos eclosionaron, las larvas fueron trasladadas a un tanque de 500 L
donde se cultivaron hasta el consumo total del saco vitelino. Las observaciones de la mor-
fologia de los diferentes estadios de los huevos y de las larvas se realizaron utilizando un
microscopio estereoscopico Leica MZ6 provisto de un ocular con reticulo micrométrico para
registrar las mediciones.

Resultados y discusién

Los huevos de la merluza europea son transparentes, esféricos y miden 1,067+0,024 mm.
Poseen una gota lipidica que mide 0,027+0,03 mm de diametro al eclosionar y va disminu-
yendo de tamafio a medida que se va consumiendo el saco vitelino (Tabla I). Los huevos
con dos divisiones, segun el trabajo de Marrale et al. (1996) en experiencias realizadas a
14 °C, corresponden a dos horas después de la fertilizacion y la mérula a las cinco horas.
Al dia siguiente se forma la blastula y los blastémeros van recubriendo el vitelo y a con-
tinuacién comienza la invaginacion hasta llegar a la fase de gastrula. A los dos dias ya se
puede observar la formacion del embrion con sus vesiculas épticas, el corazén latiendo y
la formacion de la notocorda. A las 72 horas la longitud del embrion ocupa el 75% de la
longitud de la circunferencia y ya se pueden distinguir numerosos cromatéforos y también
los otolitos. Se inicia la formacion de la retina. A las 80 horas se aprecian los primeros mo-
vimientos, iniciandose la eclosion. A las 90 horas el 50% de los huevos han eclosionado y 6
horas més tarde lo hacen el resto.
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Figura 1.- Detalle del huevo de merluza con dos divisiones a las dos horas de la fertilizacion.
Diametro 1,067 mm.

Figura 2.- Larva de merluza recién nacida después de 4 dias de incubacién a 14 °C. Longitud
total 3,20 mm.

Las larvas recién eclosionadas miden 3,20+0,13 mm y presentan tres bandas de pigmenta-
cién desde la mitad posterior hasta la aleta caudal. En la zona dorsal de la cabeza asi como en
la gota de grasa también se distinguen cromatoforos dendriticos. El saco vitelino representa el
30% de la longitud total y la gota de grasa se localiza adherida a la parte posterior del saco. En
algunos casos la gota lipidica nada libremente en el saco vitelino, lo cual indica que la larva
no absorbera los componentes quimicos contenidos en ella y por lo tanto no vivird mucho
mas alla del consumo del saco vitelino (Bustos et al., 2007).
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Tabla I.- Datos morfométricos de larvas de merluza desde la eclosion hasta el consumo del
saco vitelino, a 14 °C.

Edad N LT (mm) LE (mm) PS (mg) GG (mm) LSV (mm)

0 19 3,20+0,13 3,05+0,13  0,064+0,01 0,27+0,003 1,05+0,08
1 10 3,52+0,23 3,39+0,23  0,074%0,01 0,25+0,010 1,03+0,06
2 10 3,78+0,25 3,63+0,25 0,082+0,01  0,24+0,007  0,79+0,07
3 10 4,08+0,12 3,93+0,12  0,103+0,02 0,22+0,012 0,60+0,06
4 10 4,11+0,11 3,98+0,12  0,104+0,02 0,19+0,013 0,54+0,06
3 10 4,14+0,11 4,01+0,09 0,170,009  0,44+0,06
6

20 4,15+0,08 4,00+0,09  0,017+0,02 0,14+0,010  0,33+0,03

Edad en dias; N: Tamafio de muestra; LT: Longitud Total; LE: Longitud Estandar; PS: Peso Seco; GG:
didmetro de la Gota de Grasa; LSV: Longitud del Saco Vitelino.

Un dia maés tarde, las larvas mantenidas a 14 °C presentan un aspecto muy similar, si-
tudndose en posicidn vertical entre aguas, dejandose llevar pasivamente por las corrientes
del tanque. A los dos dias de la eclosion las larvas nadan activamente y se observa como el
saco vitelino y gota de grasa van disminuyendo de tamafio (Tabla I), los ojos aparecen clara-
mente diferenciados y pigmentados y ya se puede observar el tubo digestivo. A los tres dias
se comienza a diferenciar la aleta caudal y la mandibula inferior. La apertura de la boca se
observa el quinto dia y un dia mas tarde la boca esta perfectamente diferenciada (mandibula
superior e inferior) y es absolutamente funcional, pudiendo la larva iniciar su alimentacion
exdgena, aunque aln posee vestigios de saco de vitelo y gota lipidica. En larvas de una
semana de vida se distinguen con claridad las aletas pectorales y la vejiga natatoria. A esta
edad son capaces de capturar presas con movimientos rapidos y precisos.

El diametro del huevo aportado en este trabajo (1,067 mm) y la duracion del periodo
embrionario (4 dias), asi como la longitud de la larva en la eclosién (3,20 mm) son muy
similares a los datos de Rusell (1976), que da de 0,94 a 1,03 mm de didmetro de huevo y
3,0 mm para la longitud de la larva en la eclosion. Ademas, Bjelland & Skiftesvik (2006)
reportan un didmetro de 1,07+0,01 mm y una longitud total de la larva de 3,0 mm. Bustos &
Landaeta (2005) describen didmetros de 0,9 a 1,1 mm y longitud estandar de 2,8 mm para
larvas recién eclosionadas de merluza austral.
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La duracion del periodo de incubacién observada en este trabajo (4 dias a 14 °C) esta de
acuerdo con los aportados por Bjelland & Skiftesvik (2006), que dan valores de 4 dias a
14,5 °C para el periodo embrionario. Finalmente, los datos de consumo del saco vitelino y
edad de la primera alimentacion aportados en este trabajo (6 dias tras la eclosidn) coinciden
con los datos sefialados por Bjelland & Skiftesvik (2006) para la misma especie.
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Resumen

Las microalgas son la base de la cadena trofica en acuicultura ademas de una fuente
potencial de compuestos de interés biotecnolégico y han sido propuestas como la via méas
rentable de produccion de biodiesel. Por ello es de gran interés desarrollar sistemas de cultivo
que permitan alcanzar maxima productividad y abaratar los costes de produccion. Aunque
Gltimamente se ha mejorado mucho el disefio y manejo de los fotobiorreactores (FBRs),
existen pocos datos comparativos de los distintos modelos en uso para identificar los sistemas
mas eficientes, siendo éste el objetivo del presente trabajo. Se comparo6 el crecimiento de la
microalga Isochrysis aff. galbana clon T-1SO en una bolsa cilindrica tradicional de 400 L y
60 cm de diametro, en FBR-bolsa plana de 200 L con 5 cm de paso de luz y en una columna
de metacrilato de 100 L y 25 cm de didmetro. Estos prototipos, disefiados por la UAL, estan
situados en un invernadero en la EE Las Palmerillas (Fundacion Cajamar, Almeria) con luz
natural, control de temperatura para no superar 27 °C y enriquecimiento del aire con CO,
para mantener el pH en 7,6. El seguimiento de la densidad celular finalizd cuando los cultivos
alcanzaron la fase estacionaria.

No hay diferencias significativas en la densidad méxima alcanzada entre el FBR bolsa
planay la columna, con 44,25+1,07 células-mL* en la bolsa plana y 44,50+0,7 células-mL™*
en la columna. Sin embargo, el sistema tradicional de cultivo en bolsa cilindrica no superé
los 12,68+1,9 células-mL. Estas diferencias en densidad se deben probablemente a que la
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cantidad de luz por célula disponible es mayor en los sistemas méas productivos debido a
una mayor relacién superficie/volumen. Por lo tanto, y debido a la diferencia de volumen
existente entre los distintos sistemas, la produccion del FBR panel es aproximadamente el
doble que la columna y la bolsa cilindrica con 8,85-10* células totales en la Panel frente
a 4,45-10* células totales en la columna y 5,07-10%? células totales en la cilindrica. Como
conclusion, el sistema de bolsa plana se presenta como un sistema eficiente y manejable para
obtener biomasa microalgal.

Palabras clave

Microalgas, fotobiorreactores, Isochrysis.

Introduccion

En los Gltimos afios ha habido un creciente protagonismo de las microalgas para sectores diversos
como la acuicultura, la cosmética o la nutricion, especialmente porque son fuente de moléculas de
interés biotecnoldgico, como &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga y pigmentos. Ademas,
debido a la necesidad de diversificacion en la produccion de energia, se ha centrado el interés en las
microalgas para la produccién de biodiesel, ya que se las considera la fuente mas rentable (Mata
et al., 2010). Para poder dar respuesta a la creciente demanda, es necesario desarrollar y comparar
nuevos sistemas de cultivo masivo que permitan conseguir altas productividades con un manejo
sencillo y bajos costes de produccion. En el sector de la acuicultura, la produccién de microalgas
para larvas y semilla de moluscos, alimento vivo en la cadena trdfica de peces y crustaceos asi como
aguas verdes, se realiza generalmente con biomasa producida in situ en los criaderos. Isochrysis aff.
galbana clon T-ISO, una de las microalgas mas utilizadas en acuicultura por su excelente perfil nu-
tricional (Ferreira et al., 2008), se cultiva in situ en bolsas plasticas cilindricas poco eficientes y que
producen biomasas de baja calidad nutricional. Se han ensayado otros sistemas para cultivo masivo
para esta microalga, méas productivos y con luz natural, como el cultivo en raceway (Boussiba, et al.,
1988), en columnas (Qiang & Richmond, 1994), reactores planos de vidrio (Zhang & Richmond,
2003) y en fotobiorreactores tubulares (Molina Grima et al., 1994). La optimizacién de los parame-
tros fisicos de cultivo en bolsas de polietileno con paso de luz reducido, en sustitucion de los sistemas
planos de vidrio (Sierra et al., 2008), las presenta como una opcion interesante para el cultivo de
microalgas, de tal forma que es es necesario realizar una comparacion con los disefios existentes, en
condiciones de produccion reales, para identificar los modelos mas eficientes.
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El objetivo fue comparar el crecimiento de la microalga Isochrysis aff. galbana clon
T-1SO en distintos sistemas de cultivo para determinar su eficiencia.

Materiales y métodos

La microalga marina Isochrysis aff. galbana clon T-1ISO (CCMP1324) se cultivo en agua
de riego ultrafiltrada y ozonizada a la que se afiadieron 35 g-L* de NaCl, fertilizante basado
en NaNO, y K,HPO,, oligoelementos, hasta una concentracion de nitrégeno de 12 mM, y las
vitaminas tiaminay B,, en una concentracion de 140y 12 ug-L. Los sistemas de cultivo, una
columna de 100 L y 25 cm de diametro (Sanchez Mirdn et al., 2002), un sistema de panel
consistente en una bolsa de polietileno de 200 L y 5 cm de paso de luz (Sierra et al., 2008) y
el sistema tradicional de cultivo en bolsa de polietileno de 400 L y 60 cm de diametro, son un
disefio propio del departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad de Almeria. Estos
se situaron en un invernadero en la EE Las Palmerillas, con aireacion, control de temperatura
a27°Cy pH 7,6 por enriquecimiento del aire con CO,,.

Resultados

En todos los sistemas, la densidad mé&xima se alcanza a los 9 dias de iniciar el cultivo.
Ningun sistema estaba limitado por nutrientes o CO, por lo que probablemente, el factor
limitante del crecimiento fue la luz. Todos los sistemas presentan un retardo en el inicio del
crecimiento de 4 dias, antes de empezar a dividirse exponencialmente.

Como se observaen lafigura 1, los sistemas que permiten que se alcance la mayor densidad
son la bolsa plana y la columna, no habiendo diferencias significativas entre las densidades
de ambos sistemas (44,50+0,7-10° células-mL* en la columna de 100 L y 44,25+1,07-10°
células-mL™ en la bolsa plana. Sin embargo, como ambos sistemas son igualmente pro-
ductivos, la bolsa plana, que tiene el doble de volumen, permite el cosechado del doble de
células en el mismo periodo de tiempo. La bolsa cilindrica tan solo alcanz6 12,68+1,9-10°
células-mL, demostrando la baja productividad de estos sistemas (1,4-10° células-L*-dia*
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frente a una media de 4,93-10° células-L*-dia? alcanzada en la columna y la bolsa plana).
Debido a esta baja densidad, hace falta 4 veces mas volumen para obtener un cosechado
similar que el que se obtiene en la columna (Fig. 2).

Figura 1.- Evolucion de la densidad en los distintos sistemas.

Figura 2.- Productividad y produccién total en los sistemas de cultivo.

166




IV Férum Ibero-Americano dos Recursos Marinhos e da Aquacultura

Discusion

El retraso inicial de 4 dias en el crecimiento ya se observo para esta especie en cultivos
con luz natural (Molina-Grima et al., 1994; Bergeijk et al., 2003) y se atribuye a la fotoi-
nhibicién debida al incremento de la luz en el cultivo a causa de la dilucién del indculo. Sin
embargo, tras este periodo, T-1SO crecié con normalidad en todos los sistemas. Las columnas
de burbujeo normalmente se utilizan en interior, con luz artificial (Chini-Zittelli et al., 2003;
Oncel & Sukan, 2008; Ranjbar et al., 2008) pero, en el presente trabajo, el cultivo con luz
natural para T-1ISO se muestra posible en este sistema y permite obtener cultivos densos. La
densidad alcanzada en la columna de 100 L es similar a la obtenida en cultivos densos de
menor volumen en laboratorio (Seixas et al., 2008) aunque el volumen es mucho mayor en
la columna, probablemente debido a que el didmetro de los sistemas es similar, igualando la
cantidad de luz recibida por célula. De la misma manera, no hay diferencias significativas con
la bolsa plana de 200 L, a pesar del incremento de volumen. Obtener una densidad similar
en sistemas con volimenes inferiores y el fracaso productivo de la bolsa cilindrica pueden
ser causados por la menor cantidad de luz disponible por célula, debido a una menor relacién
superficie/volumen. Varios autores (Qiang & Richmond, 1994; Chini-Zittellin et al., 2003;
Zhang & Richmond, 2003) también atribuyen una mayor productividad al incremento de la
luz por célula, ya sea por incremento de la iluminacién incidente o por reduccion del paso de
luz del reactor.

La baja productividad de las bolsas cilindricas de elevado diametro para el cultivo de
microalgas ya es conocida (Tredici, 1999) y sin embargo es un sistema frecuente de cultivo
debido a su bajo coste. Esto se debe a que la mayoria de los sistemas de cultivo son caros
y de complicado manejo. De hecho, la mayoria de los sistemas planos se elaboran con ma-
teriales de precio elevado como metacrilato (Fabregas et al., 2002; Tamburic et al., 2011),
fragiles como el vidrio (Zhang & Richmond, 2003) o dificiles de limpiar y de deterioro
rapido como el policarbonato. A pesar de esto, los reactores planos, con una elevada relacion
superficie/volumen son mejor opcion que las bolsas tradicionales porque, ademas del mejor
aprovechamiento de la luz, se pueden escalar sin perder productividad, alargando el sistema.
Ademas son los disefios que mejor gestionan la eliminacion del O,, el reparto de nutrientes
y la evitacion de la sedimentacion (Sierra et al., 2008; Grobbelaar, 2009). La bolsa plana de
polietileno de 5 cm resultd 3,5 veces mas productiva que la cilindrica, con costes similares de
produccion y mantenimiento, permite mejorar la productividad in situ y por lo tanto reducir
los costes de produccion de microalga, que para un criadero pueden alcanzar el 33% de los
costes totales (Coutteau & Sorgeloos,1993).

Densidades similares a las obtenidas en la bolsa plana y la columna también se han
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conseguido en sistemas abiertos. En un reactor tipo raceway, con elevada relacion superficie/
volumen (Boussiba et al., 1988), se consiguieron 43-10° cél-mL* en 12 dias, con un indculo
similar. Kaplan et al. (1986), en miniestanques de 150 L con iluminacion natural, consigue
una densidad méxima de 50-10° cél-mLL. Sin embargo, a pesar de que en sistemas abiertos
también se pueden obtener elevadas productividades, en acuicultura este tipo de produc-
cidn no es viable en localizaciones con elevada evaporacién o riesgo de precipitacion, no
asegurando ademas un cultivo fiable a largo plazo, ya que hay mayor riesgo de colapso por
predacidn, competicion con otras especies 0 contaminacion bacteriana.

Conclusiones

La bolsa plana de 200 L se presenta como un sistema eficiente y manejable para la
obtencidn de biomasa de Isochrysis aff. galbana clon T-1ISO cuyo cultivo masivo es altamente
productivo. Asi mismo, la columna también permite obtener cultivos densos con un mayor
control sobre la produccion, aungque con mayor coste y dificultad de escalado.
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Resumo

No ambito do projeto “Transformacéo de Cantinas em Unidades de Producdo” desen-
volvido na Unidade de Investigagdo, Desenvolvimento e Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia
Alimentar_(UIDICTA) da ESTG em colaboracdo com os Servicos de Agdo Social (SAS)
do IPVC foi realizado um estudo, cujo principal objetivo é avaliar o tempo de vida Util
e disponibilidade de refei¢des confecionadas na cantina central da ESTG e armazenadas
em atmosfera modificada (AM). A conservacdo em AM aumenta o tempo de vida Gtil dos
alimentos, no entanto, € necessario assegurar que as caracteristicas organoléticas e proprieda-
des fisico-quimicas se mantém. A presenca de elevada concentragdo de CO, conjugado com
a auséncia de O, pode afetar as propriedades organoléticas e microbiologicas. Neste sentido,
foram testadas varias condigdes de armazenamento em AM variando as percentagens de O, e
CO, de 2 refeigbes a base de peixe, confecionadas na cantina da ESTG até um limite maximo
de 23 dias.
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Palavras-chave

Armazenamento em atmosfera modificada, avaliacdo sensorial, tempo de vida util,
seguranca alimentar.

Introducéo

Atualmente a populacdo gasta menos tempo na confegdo das suas refeicdes devido ao
ritmo de vida acelerado, dando assim preferéncia as refeicGes rapidas, mas procurando
preservar simultaneamente a sua qualidade e seguranga alimentar do ponto de vista quimico
e microbioldgico, de acordo com Cegielska-Radziejewska et al. (2008).

A crescente procura de refeicBes prontas a comer, conduziu ao aumento de servigos de
take-away, incluindo refeicdes refrigeradas e regeneradas pelo consumidor, de acordo com
Foley (2001)

A industria alimentar tem evoluido no sentido de ir ao encontro das expectativas dos
consumidores em produtos alimentares de elevada seguranga e qualidade organolética e
alimentos prontos a consumir, tentando preservar a0 maximo as qualidades originais dos
alimentos com a utilizagdo de tecnologias ndo térmicas, menos nefastas para as propriedades
dos alimentos, de acordo com Chen (2003), Chen (2003) e Murcia et al. (2003).

Ha assim necessidade de desenvolver novas técnicas para manter as qualidades naturais
de alimentos confecionados sem adicéo de preservativos quimicos. Tudo isto requer a combi-
nacdo de matérias-primas de elevada qualidade, rastreabilidade dos alimentos pela na imple-
mentacao de sistemas integrados desde a producéo ao consumo, de acordo com Chen (2003),
Chen (2003), Murcia et al. (2003), Corbo et al. (2008).

Na preservacdo dos alimentos as barreiras mais importantes sdo temperatura, atividade
da agua, acidez (pH) e microrganismos competitivos (bactérias lacticas). Podem ser ainda
combinadas varias barreiras para aumentar a qualidade total dos alimentos, estabilidade mi-
crobioldgica e qualidade sensorial dos alimentos, assim como manter as suas propriedades
nutricionais, de acordo com Leistner (2000).

A utilizacdo de temperaturas de refrigeracdo diminui o crescimento microbiano mas néo é
suficiente para controlar a proliferacdo microbiana e aumentar o tempo de vida das refeicGes.
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Apesar do armazenamento em refrigeracdo reduzir a taxa de crescimento da populagdo mi-
crobiana, alguns microrganismos tais como Listeria monocytogenes séo capazes de se multi-
plicar as temperaturas de refrigeracao, de acordo com Foley (2001).

Para preservar a qualidade das refei¢cGes de 5% gama, as baixas temperaturas podem ser
combinadas com a embalagem em vacuo ou atmosfera modificada, aumentando assim o
tempo de conservacgdo (superiores a 1 semana), de acordo com Leistner (2000); Corbo et al.
(2008), Chen et al. (2003).

Este estudo tem como objetivo determinar o efeito da EAM nas propriedades organoléti-
cas (percecéo de defeitos), pH e crescimento microbiano de 2 refei¢fes confecionadas a base
de peixe.

Materiais e métodos

As refeicdes inseridas neste estudo foram: solha gratinada e bacalhau assado, confeccio-
nadas na cantina da ESTG. As condi¢des de armazenamento em AM foram: 10/60; 10/80;
5/80 O,/CO, (v/v), vacuo, refrigeragdo normal e congelagéo.

A evolucdo das propriedades organoléticas foi avaliada em sessfes de prova, no inicio
do estudo, aos 6°, 13°, 20° e 27° dias de conservacao e consistiu numa analise descritiva
quantitativa (ADQ) cujos atributos, previamente definidos, foram: cor, brilho, aroma tipico,
textura, sabor tipico entre outros, avaliados numa escala de 9 pontos. A avalia¢do sensorial
foi efectuada por um painel de 9 provadores. Para correlacionar as respostas dos provadores
com as diferentes condi¢des de armazenamento ao longo do tempo, recorreu-se a uma analise
de componentes principais (ACP) e a uma analise de varidveis canénicas (AVC), utilizando
o software Statistica for Windows (versdo 7). Uma vez por semana, foram avaliados os paré-
metros microbioldgicos (contagem de microrganismos totais em 72 h pela ISO 4833:2003),
Clostridium perfringens, Enterobacteriaceae, Estafilococos coagulase positiva, Salmonella
spp, Listeria monocytogenes, variagdo dos gases no interior da embalagem.
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Resultados

Figura 1. - Anélise de variaveis canonicas de bacalhau assado.

Figura 2. -Andlise de variaveis candnicas de solha gratinada.
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Tabela I - Evolucdo do n° de microganismos viaveis totais no bacalhau assado para as dife-
rentes condicOes de conservacdo ao longo de 26 dias.

Bacalhau Dias UFCl/g Bacalhau Dias UFClg

5 <10 5 <10

10/60 0,/CO, i; : ig 5/80 O,/CO, 15 <2$0
26 <10 26 <10
5 10 5 <10
12 <10 12 <10

10/80 O,/CO, 19 <10 Congelado 19 <10
26 <10 26 70

Discussao

A analise discriminativa realizada revela que os provadores ndo detetam diferencas esta-
tisticamente significativas, em ambos os casos de estudo. No caso de bacalhau assado Wilk’s
Lambda = 0,523 (p = 0,286) e na solha gratinada Wilk’s Lambda = 0,646 (p = 0,298). Esta
analise permite concluir que, globalmente, ndo ha diferencas entre grupos. Facto visivel na
AVC representada nas figuras. Pois em nenhuma das dimens@es se verifica discriminacéo
de grupos, apresentando valores proprios muito inferiores a 1 (eigen values). Os resultados
microbioldgicos demonstram que as refeicdes armazenadas em atmosfera com elevada per-
centagem de CO, apresentam eficiente conservacdo, devido ao efeito inibidor/agéo antimi-
crobiana deste gas, no desenvolvimento de alguns microrganismos (aerébios).

Conclusoes

Os resultados microbiolégicos apresentam valores abaixo do limite legal, mesmo para
26 dias de conservacdo, indicando que o tempo de vida Util destas refeicdes pode ser prolon-
gado até pelo menos 20 dias, mantendo a seguranca microbiolégica dos alimentos proprios
para consumo. Do mesmo modo, a avaliagdo sensorial, revela que as diferentes formas de
conservacao estudadas séo eficientes, uma vez que o painel de provadores se apresentou
relativamente confuso. Na sua avaliagdo ndo conseguiu discriminar diferencas devido a se-
melhanga entre as amostras que lhes foram apresentadas. O que é indicativo da manutengéo
das propriedades organoléticas das amostras conservadas pelos diferentes métodos ao longo
do tempo deste estudo.
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Assim, é possivel adotar novas técnicas de confecdo e conservacdo, sem alterar as
propriedades organoléticas dos alimentos, aumentando ao mesmo tempo a oferta variada de
refeicdes servidas e respetivo controlo em unidades de restauragéo.
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Abstract

The aquaculture industry discharges large volumes of nutrient rich wastewater, con-
tributing to eutrophication events. Recent culture intensification methodologies such as
recirculation (RAS) and shallow raceway (SRS) systems discharge wastewater with even
higher nutrient concentrations, though at lower volumes (Rana et al., 2005). Hence, effluent
treatment options are of vital importance. Constructed wetlands (CWs) are a possible but
underexplored treatment solution even for high salinity situations (Lymbery et al., 2006) con-
sisting of planted shallow channels, relying upon biological, physical and chemical processes
to treat wastewater (EPA, 2000). Therefore, this study aims to extend the knowledge on the
possible use of CWs for aquaculture wastewater treatment, either fresh or saline.

To fulfill this goal, several microcosms were created simulating subsurface systems with
HRT = 7 days and planted with Typha latifolia. Substrate used was expanded clay 8 — 12.5
mm @. Macrophyte survival, growth, and nutrient removal (phosphate, nitrite, nitrate and
ammonia) were assessed over a period of 4 weeks. Freshwater (simulated) and saline (real)
fish farm effluents (recirculation SRS, 2.4% salinity) were tested.

Results showed that plants adapted better to freshwater conditions exhibiting higher
growth rate. Plants at 2.4% salinity did not growth in height after 2 weeks, but survival
remained high.
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The microcosm wetland system was able to treat the effluent by removing 61%, 78% and
98% of NH,, NO, and PO,, respectively, in fresh water, and 94%; 78%, 34% and 100% of
NH,, NO,, NO, and PO, respectively, in saline wastewater. An improvement of removal with
time was observed, suggesting the existence of a system adaptation period. The microcosm
treatment was able to reduce nutrient concentrations to legally acceptable values. Hence,
constructed wetlands can be an adequate solution for aquaculture effluent treatment. Further
studies are necessary, however, to achieve a better adaptation of the plant used to salinity.

Constructed wetland, phytoremediation, aquaculture wastewater, seawater.

Introduction

Aquaculture activity produces wastewater with increasing nutrient loadings due to new
intensification practices, putting environmental pressure in the vicinity of the culture farms.
This discharge contributes to the degradation of receiving waters, becoming a problem that
needs to be addressed. Intensive culture methods, such as recirculation (RAS) and shallow
raceways (SRS), increase effluent nutrient concentrations (Rana et al., 2005). However, the
unique characteristics of aquaculture wastewaters make their treatment costly and energy
intensive. Constructed wetlands are a possible but not much explored treatment solution even
for high saline wastewater (Lymbery et al., 2006), consisting of planted shallow channels
with aquatic plants, relying upon biological, physical and chemical processes to treat was-
tewater (EPA, 2000).

The choice of plant is extremely important and must fit a vast list of case-specific criteria,
like being native, perennial, flood resistant and able to withstand possible toxic effects of the
wastewater (of which salinity is an example). Some macrophytes commonly used in CWSs are
Typha latifolia and Phragmithes australis, both considered halotolerant (Crites et al., 2006).

Substrate is equally important as it provides support to the root system of the plants,
promotes the establishment of microbial biofilms, and physically adsorbs nutrients (mainly
phosphorous). Expanded clay is an inexpensive, non-toxic substrate with high hydraulic con-
ductivity, largely employed in CWs (Calheiros et al., 2009).
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This study aims to provide insights to key question marks regarding the use of construc-
ted wetlands to treat freshwater or saline intensive aquaculture wastewater.

Materials and methods

Microcosms were set up indoors, in a naturally well illuminated location, using transpa-
rent polypropylene plastic containers with an approximate area of 0.1 m?and total volume
10.5 L. The substrate used was expanded clay 8-12.5 mm planted with T. latifolia at a density
of 30 m=2.

Two sets of microcosms were used in triplicate. The first set was irrigated (HRT = 7 days)
with a simulated freshwater aquaculture effluent with initial nutrient concentrations of 0.44
+0.11; 3.14 £ 0.09; 0.36 £ 0.01; 1.18 + 0.06 mg L* of ammonia (N-NH,"), nitrate (N-NO,),
nitrite (N-NO,") and phosphate (P-PO,*), respectively, as well as several trace elements.
The second set of microcosms were planted and irrigated (HRT = 7 days) with aquaculture
wastewater from a RAS-SRS aquaculture facility with the following main characteristics:
0.25+0.13; 18.83+8.93; 0.78+0.62; 1.41+0.21 mg L' of ammonia (N-NH,"), nitrate (N-NO,),
nitrite (N-NO,’) and phosphate (P-PO,*), respectively, as well as a salinity 2.43 + 0.10%.
Samples were collected weekly and analyzed for a period of 4 weeks. Macrophyte survival,
growth, and nutrient removal (phosphate, nitrite, nitrate and ammonia) were assessed.

Throughout the 4 week experimental period temperature and humidity did not fluctuate
greatly and mean values of 23.1 £+ 4.7 °C (n=22) and 51.7 + 8.2% (n=22), respectively, were
observed. Plants were better adapted to freshwater conditions, as expected, with the highest
maximum growth values (65 cm after 4 weeks, compared to the 6.5 cm for saline conditions).
Plants at high salinity did not growth in height after 2 weeks but revealed high survival rate
(close to freshwater specimens) and remained green.

Nutrient concentrations were monitored weekly (except for nitrates in freshwater due to
chemical interferences in the technique used) and average nutrient removal percentages were
calculated based on the acquired data (Fig. 1).
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Figure 1.- Nutrient removal ( %) in microcosms planted with T. latifolia and irrigated with
aquaculture effluents from a simulated fresh water system (A: NO, not determined) and a
saline aquaculture system (B: 2.4% salinity).

Removal rates were similar in both fresh and saline aquaculture wastewater microcosms,
with the exception of a slightly higher ammonia removal in saline water. Nitrate removal was
low, possibly due to its high initial concentration. PO, increased over time, reaching close to
100% removal.

Discussion

Regarding Typha latifolia growth, there are several aspects to take into account when
assessing plant performance in either fresh or saline water. One of the most important factors
can be related to the nutrient composition of the effluents used, which are slightly different,
in particular regarding nitrate concentrations, reflecting their different origin. High nitrate
and low ammonia concentrations can limit Typha latifolia growth (Brix et al., 2002). As
for salinity tolerance, our results are consistent with the adaptation strategy of the plant to
high salinity, known to remain viable even at very high salinities but with growth inhibition,
resuming its growth, at a very high rate, when there are surplus of either nutrients or fresh-
water. Still, maximum acceptable values for Typha latifolia tolerance are not yet settled in
the literature and the results of this study can extend the knowledge on this particular subject.

Concerning nutrient removal rates an adaptation period of 2 to 3 weeks seems to be
needed in simulated CWs to enable nitrification, also confirmed in other studies (Calheiros et
al., 2009). Substrate is probably the biggest responsible for the elevated phosphate removal
observed (Albuquerque et al., 2009).The tested treatment enables nutrient concentration
reduction to legal values in accordance with Portuguese laws (D-L n° 348/98 and D-L n°
152/97)
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Conclusions

Constructed wetlands can be an adequate solution for aquaculture effluent treatment,
achieving nutrient removals able to meet legal standards for discharge wastewater. However,
further studies with longer durations are needed for full scale applications.
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Resumo

A problemética da geracdo e destino final dos residuos tem aumentado significantemente
e deve ser tratada de forma global. A produgdo, transformagdo e preparacéo de alimentos
exigem grande quantidade de recursos naturais e, consequentemente, geram diversos tipos de
residuos. Neste contexto, o processo de transformacdo de matérias-primas, efectuado pelas
empresas e indistrias pode contribuir para 0 aumento do impacte ambiental. A indistria de
alimentos produz uma série de residuos com possibilidade de reutilizacdo, sendo que os
mesmos necessitam de destino adequado, pois além de criarem potenciais problemas am-
bientais, representam perdas de matérias-primas e energia, exigindo investimentos signifi-
cativos em tratamentos para o controlo da poluigdo. O objectivo deste estudo foi analisar
e quantificar o consumo de agua e inventariar os efluentes e os residuos gerados desde a
captura da corvina (Argyrosomus regius) de aquacultura até a filetagem. O abate foi feito por
hipotermia (mistura de agua do mar e gelo; 1/1), usando uma relacdo peixe/mistura de agua
e gelo de cerca de 1:3. Assim, por cada 100 kg de peixe abatido obtém-se cerca de 300 L de
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efluente ao qual ha também que acrescentar cerca de 200 L de aguas de lavagem do tanque
de abate, num total de 500 L. O rendimento dos filetes foi de aproximadamente 32,5%, sendo
que os residuos gerados nesta operagdo incluiam cabecas (29%), branquias (3,5%), pele
(7,5%), visceras (4,5%), nadadeiras (3%), escamas (2%) e carcacas (18%). Nas operacdes
de lavagem dos filetes e do equipamento associado a sua preparacdo foi gerada uma quanti-
dade de efluente de cerca de 2 L/kg corvina. Este estudo, ainda que preliminar, proporciona
uma reflexdo sobre a utilizacdo de pescado de aquacultura e sobre o controle ambiental do
processo. Deste modo, considera-se indispensavel criar estratégias que permitam o aprovei-
tamento de subprodutos, a monitorizagdo do consumo de agua bem como a inventariagdo de
efluentes e a sugestdo de tratamento adequado.

Palavras-chave

Agua, efluentes, corvinas, residuos.

Introducéo

O desempenho ambiental de produtos, incluindo seus processos produtivos e servigos
relacionados, vem tornando-se uma questao de importancia cada vez maior, pelo que a inves-
tigacdo sobre o consumo de recursos naturais e a geragéo de residuos advindos dos processos
deve ser contemplada nos diversos segmentos da sociedade. Com esta premissa, a adogdo
de estratégias para minimizar este quadro seria a gestdo adequada destes recursos, como
também os processos de transformagdo de matérias-primas que podem causar danos ao meio
ambiente e a salide humana.

O Relaldrio de Brundtland destaca a preocupag¢do mundial quanto a preservagdo dos
recursos naturais e ambientais, e a busca através do Desenvolvimento Sustentavel que é um
processo de mudancas no qual: “a exploragdo de recursos, o direcionamento de investimen-
tos e a orientacéo do desenvolvimento tecnoldgico e institucional, atuem em maior harmonia
e aumentem o potencial atual e futuro de satisfazer as necessidades e aspiracfes das popu-
lagBes humanas” (WCED, 1987). A preocupacéo ecoldgica tem apresentado destaque signifi-
cativo, com isso tem-se exigido das empresas um novo posicionamento de sua interacdo com
0 meio ambiente (Andrade et al., 2002).
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A agua que tecnicamente é um recurso renovavel apresenta sinais inequivocos de deterio-
racao em quase todo o planeta. A quantidade e a qualidade dos recursos hidricos apresentam
prognosticos alarmantes, sendo considerado que a dgua sera o recurso mais escasso do século
XXI e provavelmente sera a causa de muitos conflitos (BARBIERI, 2006). O consumo de
agua € variavel de acordo com o tipo de indUstria, as técnicas, 0s processos e equipamentos
usados nas etapas de processamento, nos sistemas de tratamento, com as recirculacGes e rea-
proveitamentos internos (Azevedo Neto, 1998).

Segundo Seiffert (2010), um dos focos do controlo operacional é a prevencéo da poluicao
através da gestdo de residuos. Destaca que a producdo de residuos significa desperdicio
de matérias-primas e insumos, sendo um indicativo de falhas no projeto do produto ou no
processo de producdo. Para eliminar estas falhas, podem ser usados 0s mesmos principios
basicos dos programas de qualidade com o objetivo de utilizar os insumos com eficién-
cia. O sector de servicos apresenta uma variedade de aspectos ambientais que, devido a
atividade exercida, podem se transformar em menores ou maiores impactos ambientais, pois
0s usuarios consomem diariamente uma grande quantidade de recursos como agua e energia,
como também geram residuos sélidos e efluentes (Vilela Janior e Demajorovic, 2006).
Segundo Lin et al. (2009), a producdo de alimentos e geracdo de residuos afetam diretamente
0S recursos, CoOmo a energia e a 4gua, sendo que muitas vezes contaminam o meio ambiente.

A aquacultura é a criagdo ou cultura de organismos aquaticos que aplica técnicas con-
cebidas para aumentar, além das capacidades naturais do meio, a produ¢do dos organismos
em questdo, durante toda a fase de criacdo ou cultura, inclusive até a sua colheita (Portugal,
2009).

O objectivo da politica portuguesa das pescas em relagdo & aquacultura é aumentar a
producdo e a diversidade de produtos, como também melhorar a qualidade do produto para
melhorar a competitividade do sector (FAO, 2011). A Estatistica das Pescas na produgdo
nacional de peixes marinhos em aquacultura em Portugal no ano de 2008 foi de aproxi-
madamente 3.134 toneladas (Portugal, 2011a). A aquacultura se desenvolvida e gerida de
forma adequada, pode tornar-se uma industria sustentavel, complementando o fornecimento
da pesca (FAOQ, 2010).

Segundo a Comissao Européia (2002), uma gota de uma substancia perigosa pode poluir
milhares de liquidos de &gua e a poluicdo causada podera permanecer durante geracdes nas
aguas subterraneas destinadas ao consumo humano. As industrias, inicialmente deverdo
analisar as atividades que demandam baixo custo de investimento, através de programas de
conservacao e otimizacao do uso de gua. Este programa envolve a avaliacdo dos processos
e rotinas industriais, identificagdo dos setores que utilizam agua, identificacdo de perdas e
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vazamentos, verificacdo dos sectores que possam reduzir o consumo de agua e geracédo de
efluentes, eliminacdo de desperdicios, mudancas de procedimentos operacionais e alteragdo
do método de producdo. Posteriormente, a esta estratégia € importante a inclusdo de medidas
que utilizam a prética de reuso de agua e efluentes (Mierzwa e Hespanhol, 2005).

Com este argumento, o objectivo deste estudo foi analisar a gestdo ambiental com enfoque
na quantificacdo do consumo de agua desde a captura da corvina (Argyrosomus regius) de
aquacultura até a filetagem, bem como a inventariacao dos efluentes e residuos gerados.

Material e métodos

A presente pesquisa é considerada como estudo de caso numa produgdo de corvinas em
Aquicultura localizada na regido do Algarve. Segundo Gil (2002), o estudo de caso é o estudo
de um ou de poucos objectos, de modo a permitir um conhecimento sobre o fato ao qual
eles fazem parte. Esse método se caracteriza na idéia de que a analise de uma unidade de
determinado universo possibilita a compreensdo da generalidade do mesmo, porém existe
uma limitacdo devido a generalizacao dos resultados obtidos através do estudo. Porém sendo
uma pesquisa exploratoria, Gil (2002) destaca que representa um estudo preliminar que visa
obter maior conhecimento sobre o fendmeno que se pretende investigar e assim limitando-se
a definir objectivos e buscar informac@es acerca de determinado assunto. A pesquisa explo-
ratoria refere-se ao aspecto empirico sobre a gestdo ambiental na produgdo de corvinas na
aqlicultura estudada.

O estudo foi pautado no consumo de agua e geracdo de efluentes no processo produtivo
de 100 kg de corvinas, contemplando desde a captura dos peixes (Aquacultura), no abate, nas
operacOes de preparacao das corvinas, na filetagem e lavagem dos filetes e do material/equi-
pamento utilizado, bem como a geracdo de residuos na preparacéo e filetagem das corvinas
estudadas. Ressalta-se que a estratégia de investigacdo no processo produtivo do abate foi
feito por hipotermia (mistura de agua do mar e gelo: 1/1), usando uma relagéo peixe/mistura
de &gua e gelo de cerca de 1:3. A corvina foi depois mantida em gelo por um periodo de 24
horas, posteriormente foram separados e quantificados os residuos gerados, tendo-se consi-
derado no estudo: escamas, peles, cabecas, branquias, visceras, nadadeiras e carcacas e de
seguida as corvinas foram filetadas manualmente, e assim obteve-se o rendimento dos filetes.
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Resultados

No abate, o consumo de agua foi referente a utilizacdo de gelo (150 kg), como também
foram usados 150 litros de agua do mar, assim foram gerados 300 litros de efluentes nesta
etapa do processo. Posteriormente se utilizou aproximadamente 200 litros de &gua na limpeza
do tanque em que houve o abate das corvinas.

Nas operacdes de preparacdo das corvinas, filetagem e lavagem dos filetes e do material/
equipamento, o consumo de agua foi de 150 litros e 50 kg de gelo e foram gerados 200 litros
de efluentes, ou seja, de cerca de 2 L/kg corvina.

Ressalta-se que os efluentes gerados ndo tém nenhum tipo de tratamento.

Na preparacdo e filetagem das corvinas, os residuos produzidos estdo descritos na figura
1. O rendimento de 100 kg de corvinas em filetes foi de aproximadamente 32,5%.

Figura 1.- Residuos da corvina (%) estudada. Fonte: Autores (2011).

De acordo com o exposto, torna-se necessario um estudo sobre a viabilidade do manejo
dos referidos residuos das corvinas, e assim utilizar uma estratégia para minimizar o possivel
impacte ambiental. Destaca-se que o Decreto-Lei n® 73/2011 do Ministério do Ambiente e do
Ordenamento do Territorio, o governo portugués considera prioritario reforcar a prevencédo
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da producdo de residuos e fomentar a sua reutilizacéo e reciclagem com o intuito de prolongar
0 Seu uso na economia antes da sua devolugdo em condicGes adequadas ao ambiente, como
também promover o total aproveitamento de novo mercado organizado de residuos e assim
consolidar a valorizacdo dos mesmos com vantagens do ponto de vista econémico (Portugal,
2011b).

Discussao

Nesta pesquisa, verificou que ndo é realizada a monitorizagéo e controlo do consumo de
agua e geracdo de efluentes, bem como néo € realizado o aproveitamento dos residuos das
corvinas. Spear (2011) destaca que a 4gua esta cada vez mais se tornando um sério risco para
empresas devido ao problema de acesso que esta crescendo, muitas citam a agua como prio-
ridade na sustentabilidade do processo, mas muitas vezes ficam aquém do que comunicam
em dados. No entanto, a industria de alimentos e bebidas tem sido ativa neste espago, porque
a gua é parte integrante de seus negdcios na maioria dos aspectos da cadeia de suprimentos.

A descarga de efluentes de empreendimentos aquicolas ricos em nutrientes pode causar a
eutrofizacéo e outros efeitos deletérios nos corpos d’agua receptores (Konnerup et al. (2011)).

Segundo Visvanathan (2007), o consumo de &gua na producéo de peixes inclui o armaze-
namento e transporte de peixes, limpeza, refrigeracéo, congelagéo e limpeza de equipamen-
tos e area fisica, e a origem dos efluentes no processamento de peixes inclui a manipulacéo
e 0 armazenamento de peixes crus antes do processamento, o descongelamento, a evisce-
racdo, descamagcdo, porcionamento e filetagem do peixe e a lavagem de todo o processo da
pesca. Para UNEP (2000), nas fabricas de processamento de pescado, o processo de filetagem
e embalagem consomem grande quantidade de agua e a maior parte da 4gua consumida
torna-se efluente, pois uma caracteristica da transformacéo de pescado tem uma influéncia
sobre as cargas de efluentes devido a sua natureza altamente perecivel, pois se deteriora com
0 tempo e o rendimento do produto diminui e as perdas de produto contribuem para as cargas
de residuos. No estudo realizado por Maghaydah (2003), 30 a 80% do peixe nao é utilizado
para consumo humano e sim descartado como subprodutos ou residuos, destacando que no
processamento de truta, o rendimento em filetes foi de aproximadamente 50% do peixe vivo,
sendo que os subprodutos sdo constituidos de aparas, cabecas, nadadeiras, pele e visceras,
sendo ricos em proteinas como a carne e sdo descartados como lixo. Tal disposi¢do pode
acarretar problemas ambientais e € uma perda de nutrientes valiosos.
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Concluséao

Este estudo, ainda que preliminar, proporciona uma reflexdo sobre a utilizagdo de pescado
de aquacultura e sobre o controlo ambiental do processo. Deste modo, considera-se indis-
pensavel criar estratégias que permitam o aproveitamento de subprodutos, a monitorizagdo
do consumo de &gua, bem como a inventariacdo de efluentes e a sugestdo de tratamento
adequado.
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Resumen

La anémona Anemonia viridis (Forskal, 1775) es un cnidario sedimentivoro de la clase
Antozoos, que esta adquiriendo actualmente una especial relevancia econémica en Galicia.
La experiencia que aqui se presenta tuvo como objeto el estudio de la posibilidad de su
cultivo utilizando el efluente de una piscifactoria de peces planos, dentro de un contexto
multitréfico, para analizar la productividad obtenida mediante el uso de las aguas enriqueci-
das de los cultivos asociados y la capacidad de depuracion del propio efluente. Después de
un periodo de 45 dias de cultivo se observéd en el peso de las anémonas cultivadas con agua
filtrada, un descenso del 33%, mientras que las anémonas cultivadas en agua sin filtrar expe-
rimentaron un incremento en biomasa del 50% y en ndmero de individuos. Estos resultados
iniciales indican la posibilidad de utilizar especies sedimentivoras como biofiltro en granjas
marinas de peces. A lo largo del experimento también hemos constatado que la reproduccion
por biparticion es muy frecuente y que es un factor muy positivo para la posible explotacion
de este recurso dentro de un marco sostenible.
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Palabras clave

Anémonas, Anemonia viridis, cultivos multitroficos, IMTA

Introduccion

La anémona Anemonia viridis (Forskal, 1775) es un cnidario de la clase Antozoos que
por su reproduccion y abundancia en el medio natural ha sido objeto de recientes estudios
con el objetivo de regular su extraccion en zonas costeras de Galicia a través de planes de
explotacion especificos (Lustres Pérez, 2010).

La aparicion de los cultivos multitréficos en Galicia es muy reciente y tiene todavia un
caracter experimental. Las actuales experiencias han tenido como objeto la puesta en marcha
de diversos experimentos encaminados al estudio de la posibilidad de su cultivo debido a
que esta especie esta adquiriendo especial relevancia econémica en Galicia (Guerrero et al.,
2011). Ademas se trata de una especie potencialmente utilizable dentro de un contexto mul-
titréfico, en donde es posible incrementar la productividad por el uso de aguas enriquecidas
en cultivos asociados y la capacidad de depuracion del propio efluente.

Materiales y métodos

En este trabajo se analizé la influencia del sedimento suspendido sobre el crecimiento
de las anémonas mantenidas en el efluente de una piscifactoria de peces planos con agua
sin filtrar y con agua filtrada hasta tamafio menor de 20 micras. El sistema empleado para el
cultivo fue el de tanques cuadrangulares plasticos de 90 litros de capacidad con aireacion y
en circuito abierto con 20 renovaciones por dia. En los tanques se estabularon las anémonas
a una densidad inicial de 11 individuos por metro cuadrado y se tomaron los datos de tem-
peratura'y pH con una periodicidad de 5 dias por semana durante todo el periodo de estudio.
Para comprobar las diferencias de crecimiento entre los distintos tratamientos al término de
la experiencia se realizé la comparacion estadistica de muestras independientes mediante la
prueba t de Student.
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Resultados y discusion

Durante el periodo analizado de 45 dias, el pH registré un ligero descenso mientras que la
temperatura del agua present6 una tendencia de aumento considerable (Fig. 1).

El incremento de peso se vio muy afectado por la temperatura del agua, de manera que
cuando ésta fue inferior a 10 °C, el crecimiento fue muy bajo o, incluso, negativo, y solo fue
evidente cuando la temperatura supero esa cifra, a partir de los 15 dias de iniciado el expe-
rimento. Al final del experimento se registraron diferencias significativas en biomasa entre
ambos tratamientos, resultando un crecimiento mas elevado en agua sin filtrar que en agua
filtrada. En las anémonas mantenidas en el agua si filtrar el incremento fue del orden del 30%
en peso medio de los individuos y del 50% en la biomasa total obtenida; mientras que en las
mantenidas en el agua filtrada ambos pardmetros no mostraron diferencias significativas en
todo el periodo. EI mayor porcentaje de incremento en biomasa total frente al del peso de los
individuos mantenidos en el agua sin filtrar se explica por el aumento de la poblacién debido
a procesos reproductivos por biparticion.

Figura 1.- Variacion de los pardmetros ambientales y crecimiento en peso medio de los
individuos y biomasa total obtenida de la anémona Anemonia viridis en el efluente de pisci-
factoria filtrado y sin filtrar tras 45 dias de cultivo.
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Conclusiones

El progresivo aumento de la temperatura del agua influyé sobre el crecimiento de las
anémonas de manera positiva hasta que se alcanzaron los 15 °C. Cuando se cultivaron en
agua sin filtrar el crecimiento fue superior que en agua filtrada. El incremento de peso indica
sin lugar a dudas el valor proteinico de las heces de los peces y de los restos del pienso.

Durante el periodo de cultivo los individuos méas grandes sufrieron procesos reproducti-
vos asexuales por biparticién, provocando el aumento de la poblacién, hecho que debe ser
tenido en cuenta por las importantes repercusiones que tiene en la potencialidad de cultivo
del recurso dentro de un marco sostenible.

La asociacion del cultivo de anémona con el de los peces planos en la piscifactoria resultd
beneficiosa por el incremento de su biomasa, nimero de individuos y la mejora conseguida
sobre la calidad del propio efluente debidos a la capacidad de asimilacion de la materia en
suspension. Estos primeros resultados abren la puerta al empleo de especies sedimentivoras
como biofiltros en las granjas marinas de peces.
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Resumen

La acuicultura multitrofica integrada (IMTA), introduce co-cultivos de organismos de
niveles tréficos menores (e.g.: los mejillones), con el objeto de minimizar los desechos del
cultivo de peces en el medioambiente adyacente, mediante la conversion de éstos en biomasa
corporal cosechable; y potencialmente, incrementando los beneficios econémicos. Para
comprobar la eficacia del mejillén Perna perna, en este contexto, se evalud su crecimiento
en un long line dispuesto junto a una piscifactoria (mar abierto; especie cultivada: lubina,
Dicentrarchus labrax; Linnaeus, 1758), en Salinetas (este de Gran Canaria, Islas Canarias).
Se sembraron 9 cuerdas con mejillones (junio de 2010) de longitud total media (LT): 24,7 mm
(DE: 5,4). Estas unidades fueron situadas en tres grupos, cada uno con mejillonesa 2,4y 6
m de profundidad. Se muestreo bimestralmente y se cosecho en septiembre 2011. Se empled
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estadistica descriptiva para la LT, el peso fresco entero y cerrado (PFE) y el peso fresco de
vianda (PFV). Con la masa seca de vianda y concha, se estimo el indice de condicidn. Se
emple6 un ANOVA y ANCOVA para determinar si hay un incremento significativo de la LT
durante el cultivo, y observar la influencia de la profundidad y LT, en el crecimiento del PFV.
Como control se empled la comparacién grafica, con estudios de la poblacién natural de
Fuerteventura (Islas Canarias) y otros paises. Se verifico un incremento medio significativo,
en LT (tasa: 3,60 mm-mes?) y en PFV (0,42 g-mes?); cuyas cifras medias alcanzaron 84,39
mm (DE: 8,03) y 8,87 g (DE: 2,11), consideradas como comerciales. No se hallaron dife-
rencias entre profundidades. El indice de condicion alcanzé el valor medio maximo de 9,0%
(DE: 1,3). PFV medio (segln la LT) en Salinetas se aproximé al valor medio de la poblacién
natural de Fuerteventura. En cuanto al PFE, se alcanzaron valores medios (LT idéntica)
mayores que en un estudio desarrollado en Sicilia y similares a los de Fuerteventura. Los
resultados apoyan, inicialmente, que el desarrollo de cultivos de P. perna en piscifactorias
(este de Gran Canaria) es posible, pero es necesario introducir un cultivo control para obtener
resultados mas concluyentes.

Palabras clave

IMTA, mejillén, crecimiento, Perna perna.

Introduccion

La acuicultura multitréfica integrada (IMTA), introduce co-cultivos de organismos de
niveles tréficos menores (e.g.: los mejillones), con el objeto de minimizar los desechos pro-
ducidos por el cultivo de peces en el medioambiente que los rodea y potencialmente, incre-
mentar los beneficios econémicos (Sara et al., 2009).

Los moluscos y otros filtradores transforman cantidades importantes de materia particu-
lada, proveniente de la comida sobrante y las heces del cultivo de peces, en biomasa corporal
cosechable (Chavez-Crook & Obreque-Contreras, 2010). Los organismos filtradores, como
los mejillones, son capaces de alimentarse de esta materia y del fitoplancton que crece a partir
de los nutrientes excretados por los peces (Troell, 2009).

En un primer contacto, en la comprobacion de la eficacia del mejillon Perna perna en
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cuanto a su capacidad de reducir los desechos de la acuicultura de peces en jaulas cercanas
a costa en Canarias, se ha marcado como objetivo inicial, la evaluacion de su crecimiento
y condicion en un longline dispuesto junto a una piscifactoria en Salinetas (este de Gran
Canaria, Islas Canarias).

Materiales y métodos

El planteamiento inicial de la experiencia fue realizar dos cultivos contemporaneos, uno
junto a una piscifactoria y otro en una zona cercana de control, donde no existen jaulas de
cultivo. Se han realizado dos ensayos, el primero ha finalizado, pero no cont6 con el control.
El segundo ensayo comenz6 en julio de 2011 y posee cultivo control. Este trabajo expone los
resultados del primer ensayo.

El &rea de estudio incluy6 a una piscifactoria situada al este de la Isla de Gran Canaria
(especie cultivada: lubina, Dicentrarchus labrax; Linnaeus, 1758), en Salinetas (Fig. 1). Al
sur de esta empresa se instald un sistema de cultivo multitréfico experimental que cuenta
con un long line con mejillones, sobre un fondo de 40 m, a unos 400 m de costa. EI mejillén
sembrado procede de la poblacion de la isla de Fuerteventura (Fig. 1), donde su colecta
resulta muy complicada (escasés y peligrosidad), pero es la mayor poblacién de Perna perna
en Canarias.

Figura 1.- Situacion del lugar de estudio (Gran Canaria) y la poblacién natural del mejillon
colectado (Fuerteventura), en Canarias.

El long line consistio en una cuerda horizontal de 15 m situada cerca de superficie, donde
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se situaron 9 cuerdas con mejillon. Estas se dispusieron en tres grupos de tres cuerdas, cada
conjunto con mejillones a 1,5-2,5 m 6 3,5-4,5 m ¢ 5,5-6,5 m de profundidad, por cuerda.

La experiencia sigui¢ el modelo gallego, con dos fases (Figueras, 2007): el pre-engorde
(siembra-desdoble) y el engorde (desdoble-cosecha). En la siembra (11 junio de 2010): se
obtuvieron 9-10 kg de semilla (mejillén longitud total, LT, < 40 mm). Cada cuerda poseia
1 kg (463 mejillones; D.E.: 27). Tras desdoblar, las 9 cuerdas se duplicaron en dos lineas, y
cada cuerda fue sembrada con mejillon de 30< LT <50 mm, y LT > 50 mm, por separado;
en 1,5 m de longitud. El desdoble y la cosecha sucedieron en abril y septiembre de 2011,
respectivamente.

Cada 2 meses se extrajeron 30 mejillones (n) por profundidad (salvo en octubre de 2010).
Esto implico tomar aleatoriamente, 10 individuos por cuerda hasta el desdoble, y luego tomar
1+5 mejillones por cuerda (1 de los sembrados en desdoble con 30 < LT <50 mm, y 5 con
LT > 50 mm en desdoble, segln proporcion numérica). Esto dio 90 ejemplares por muestreo.

A cada espécimen se le tomo la LT en concha con un calibrador (sensibilidad de 0,01
mm), asi como, con una balanza se tomaron medidas gravimétricas (0,01 g): el peso fresco
entero del mejillon cerrado (PFE), el peso fresco de la vianda (PFV), de las conchas (PFC),
el peso seco de la vianda (PSV) y la concha (PSC), se estimd el indice de condicion:
IC=PSV-100-PSC* (Walne, 1976). Se calculé la mortalidad media por cuerda, en nimero.
En cuanto a estos pardmetros, se ha seguido a Pogoda et al. (2011).

Se estimaron medias aritméticas y la desviacion estandar (DE) de los pardmetros descritos.
Para evaluar las diferencias temporales de la LT, se empled un ANOVA de dos vias, como
factores fijos: profundidad (3 niveles: 2, 4 y 6 m) y muestreo (7 niveles). La normalidad fue
comprobada con el test de Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de varianza con el tests
de Levene. No obstante, ANOVA es robusto a la falta de normalidad de los datos, e incluso
heterogeneidad de la varianza cuando los disefios experimentales son quasi-equilibrados
(nimero de muestras semejante) (Pefia-Sanchez de Ribera, 2010), como es este caso.

Para evaluar el efecto de la profundidad en el PFV, se realiz6 un ANCOVA empleando la
relacion alométrica (PFV=a-LT") y transformando mediante logaritmos (Sara et al., 2009).
También se emple6 la misma relacion, para comparar graficamente, el PFV obtenido con el
de otros estudios de la evaluacion en la poblacion natural de Fuerteventura (Nufiez et al.,
1995; Viera et al., 2009; Fig. 1), y para el PFE, se emple6 también una experiencia de cultivo
junto a jaulas, con Mytilus galloprovincialis (Linnaeus, 1758) en Sicilia (Sara et al., 2009).
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Resultados

La semilla empleada se caracteriz6 con la LT, el PFE, el PFV y el PSV, cuyos estadis-
ticos descriptivos se presentan en la tabla I. La LT media (mm) que poseian los mejillones
sembrados fue de 24,70 mm (DE: 5,42) y su PFE medio de 1,99 (DE: 1,05) (Tabla I).

Tabla I.- Estadisticos descriptivos de la muestra inicial y final de los mejillones.

Parametro Media inicial (DE) Media Final (DE)
LT (mm) 24,70 (5,42) 84,44 (7,99)
PFE (g) 1,99 (1,05) 41,79 (9,98)
PFV (g) 0,30 (0,17) 8,88 (2,10)
PSV (9) 0,06 (0,03) 1,63 (0,43)

LT = Longitud total; PFE = Peso fresco entero y cerrado; PFV = Peso fresco de
la vianda; PSV = Peso seco de la vianda. DE: desviacion estandar.

En septiembre de 2011, tras 15 meses de cultivo (459 dias), se cosecharon 12 cuerdas, 4 se
dejaron en el agua (tras contar los mejillones) para comprobar su evolucion y 2 se perdieron.
Los estadisticos mostrados en la tabla | son de los mejillones cosechados, que tras el desdoble
presentaban una LT > 50 mm; puesto que en ese momento representaban, en niimero, un por-
centaje medio del total del 77,19% por cuerda (DE: 3,44), lo que se corresponde con la mayor
parte del total. La mortalidad media final, en nimero, result6 de 42,8% (DE:5,8) por cuerda.

La longitud total media (LT) lograda fue de 84,39 mm (DE: 8,03) (Fig. 2a). Registrandose
una tasa mensual media de 3,60 mm-mes* (DE: 1,32) (Fig. 2a). Este crecimiento resulto sig-
nificativo (F= 145,50; p < 0,05) de acuerdo con el tiempo de cultivo (factor muestreo, en re-
sultados ANOVA de dos vias, Tabla I1), no obstante, no hubo diferencias en LT segun la pro-
fundidad y el incremento observado se comport6 de manera muy similar entre profundidades
(interaccion muestreo x profundidad, no significativa; ver resultados del analisis SC del tipo
111, Tabla I1). EI andlisis post hoc, revel6 diferencias de LT entre todos los muestreos, salvo
entre diciembre de 2010 y febrero de 2011, en concordancia con lo observado en la figura 2a.
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Figura 2.- Evolucion temporal de la longitud total media (LT, a) y el peso fresco de la vianda
(PFV, b) en funcion de la profundidad.

El PFV tuvo un tasa de incremento de 0,52 g-mes? (DE: 0,44). En la siembra present6
0,30 (DE:0,17) y en la cosecha 8,87 g (DE: 2,11) (Fig. 2b). Se detecta un incremento sig-
nificativo (F= 4383,38 y p<0,05) de este parametro con respecto a la LT (resultado analisis
ANCOVAYy del andlisis SC del tipo I11; Tabla 111). EI PFV no varia con respecto a la profun-
didad, y su incremento con la LT, es semejante en las 3 profundidades de estudio (resultados
del andlisis SC del tipo I11 y el contraste de pendientes, Tabla I11). El PFE presento resultados
semejantes en cuanto a LT y profundidad. Las relaciones alométricas fueron: PFV = 1,90-10-
5.LT2%0% (R2=0,9590; n=660) y PFE = 3,60-10*-LT%%%° (R2=0,9655; n=670).

Tabla I1.- Resultados ANOVA de 2 vias para la longitud total (LT).

Resultado Fuente de variacion g.l. SC MC F p-valor
Modelo 21 295014,44  14048,31 145,50 <0,0001
ANO,VA Error 751 72512,02 96,55
(2 vias)
Total corregido 772  367526,46
P Muestreo 6 289887,34  48314,56 500,39 < 0,0001
Analisis
SC Profundidad 3 133,60 4453 0,46 0,709
| tipo 111
deltipo Il ) estreo x Profundidad 12 599,49 4996 052 0,04

g.l.= grados de libertad; SC = suma de cuadrados (SS en inglés); MC =~ media de los cuadrados
(MS en inglés).

La relacion entre el PSV y el PFV result6 buena (Fig. 3a). Se represento el indice de
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condiciéon medio en 2011, cuando el mejillén contaba con una LT igual a la de primera
madurez en la poblacion natural de procedencia (45-50 mm, Carrillo, 1992). Su cifra media
se increment6 desde 6,64 % (DE: 1,32) en febrero de 2011 a 9,14 % (DE: 1,24), en septiem-
bre de 2011 (Fig. 3b); no apreciandose un aumento muy importante o un maximo claro (Fig.
3b).

Tabla I11.- Resultados ANCOVA para la relacién peso fresco de la vianda (PFV) vs. longitud
total (LT).

Resultado Fuente de variacion g.l. SC MC F p-valor
Modelo 5 266,16 53,23 4383,38 <0,0001
ANCOVA Error 747 9,07 0,01
Total corregido 752 275,24
Log,,(LT) 1 265,78 265,78 21885,64 <0,0001
gglét'ii;ij S Profundidad 2 004 002 170 0184
Log,,(LT)xProfundidad 2 0,03 0,01 1,16 0,314
Fuente de variacion t-student p-valor

Log,,(LT) x Profundidad (2my6m) 0,58 0,56
Log,,(LT) x Profundidad (2my4m) 151 0,13
Log,,(LT) x Profundidad (6 my4m) 0,92 0,36

Contraste de
pendientes

g.l.= grados de libertad; SC =~ suma de cuadrados (SS en inglés); MC ~ media de los cuadrados (MS
en inglés);

Figura 3.- Relacion peso fresco de la vianda (PFV) versus peso seco de la vianda (PSV)(a)
y evolucion temporal del indice de condicion (b).
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Discusion

Con los valores de LT alcanzados tras 459 dias (84,39 mm, DE: 8,03), y la tasa de creci-
miento media de 3,60 mm-mes?, es posible concluir que el mejillén ha incrementado su LT de
una manera significativa, puesto que la tasa media en estudios de Perna perna, varia entre 2-6
mm-mes? (11 estudios revisados), siendo 4 la cifra mas comun; y porque la revision bibliogra-
fica presenta ejemplos con tasas, de 3-4 mm-mes* (Berry, 1978; De S4 et al., 2007; Fernandes
et al., 1983; Id-Halla M., 2005; Magalhanes et al., 1983; McQuaid & Lindsay, 2007; Marqués
et al., 1998; Pérez-Camacho et al., 1991), en ésta y otras especies, en estudios realizados en
poblaciones naturales y en cultivos.

Los resultados referentes al PFV y al PFE, se han comparado mediante la representacion
grafica de la relacién de ambos parametros con la LT. En el caso del PFV (Fig. 4a), se contrastd
con los datos obtenidos en dos estudios de la poblacién natural de Fuerteventura (Nufiez et
al.,1995; Viera et al., 2009). Los valores del PFV medio en Salinetas se aproximan a los de
la poblacion natural con los datos de Nufiez et al. (1995), con el aumento de LT (Fig. 4a); y
se asemejan bastante al estudio de 2008 en la poblacion de Fuerteventura (Viera et al., 2009).

En cuanto al PFE, conociendo que el cultivo de Salinetas y el de Sara et al., 2009, (estudio
de Sicilia, donde hubo un mayor crecimiento de mejillon junto a las jaulas) parten de LT seme-
jantes, basta con observar que los mejillones alcanzaron 57 mm (Sicilia) y 65 mm (Salinetas) de
LT en un afio, para comprender que el PFE medio en Salinetas fue superior (Fig. 4b). En cuanto
a la poblacion natural (NUfiez et al., 1995; Viera et al., 2009), el PFE medio fue semejante entre
el cultivo de Salinetas y el hallado en aquella (Fig. 4b). Las comparaciones (PFV y PFE) son
orientativas, porque se estan comparando las cifras medias, sin tener en cuenta su variacion.

Figura 4.- Comparativa de relaciones alométricas. Relacion peso fresco de la vianda (PFV) vs. longitud
total (LT) (transformada mediante logaritmos) (a), y relacion peso fresco entero (PFE) vs. LT (b).
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El indice de condicion no ha mostrado un maximo. Este hecho, junto con el cambio
aparente de la vianda, en abril y julio de 2011, indican la posibilidad de un episodio reproduc-
tivo. Los mejillones ya contaban con LT minima de madurez sexual (45-50 mm, Carrillo et
al., 1992) y la especie es capaz de reproducirse durante todo el afio en Fuerteventura (Aarab
et al., 2009).

La LT mediaen la cosecha es considerada como comercial en Venezuela (Acosta et al., 2006)
y en otras especies como M. galloprovincialis (Figueras, 2007). Y el PFV, al ser semejante al de
la pablacion natural, puede catalogarse como bueno, puesto que la costa oeste de Fuerteventura
es de las mas ricas de Canarias. La mortalidad media por cuerda, en todo el cultivo, en las
cuerdas donde no hubo problemas con la instalacidn, fue de 42,8% (DE:5,8) por cuerda.

Conclusiones

i. El mejillon Perna perna, posee la capacidad de incrementar su talla (longitud: 3,60
mm-mes? -DE: 1,32-, y peso: 0,52 g-mes™-DE: 0,44-) de manera significativa, contrastando
con poblaciones naturales de Canarias y cultivos, estando sembrado junto a una piscifactoria
en aguas abiertas del este de Gran Canaria (a 2-6 m de profundidad)

ii. Es imprescindible completar el estudio con otro ensayo, que cuente con un control,
para discriminar si el crecimiento hallado es, o no, debido a la piscifactoria. Asimismo,
resulta conveniente conocer la gestion de la granja de peces y los pardmetros ambientales en
la zona de estudio, para conocer el alcance de la reproducibilidad de los resultados del cultivo
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Abstract

This study was conducted to evaluate the effects of dietary supplementation of multi-
species (Bacillus sp., Pedicoccus sp., Enterococcus sp., Lactobacillus sp.) and mono-species
probiotics (Pediococcus acidilactici) on growth performance and innate immune parameters
of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Six hundred fish (16.4 + 0.5 g) were evenly distrib-
uted into 30 groups and fed five diets until satiation (n=6). Diets were nutritionally identical:
Control (non-probiotic diet) and A, A,, B,, B,, differing in the probiotic type (A, multi-
species or B, mono-species) and concentration (8.6x10%1.6x108; 2.60x10* or 7.2x10* cfu/g,
respectively). Fish were reared in a semi-closed recirculating freshwater system, stocked at
an initial density of 6.6 kg/m® and reared at 17 °C. At 4 weeks of feeding, no measurable
effects of dietary probiotic supplementation were observed on growth performance, when
compared to the control group. However, at the end of feeding trial (8 weeks), fish fed the A,
diet presented a significantly higher final body weight (89.5 + 3.7 g) and better daily growth
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index (3.4 + 0.1%BW/day) than fish fed the control diet (82.3 + 3.0 g and 3.2 + 0.1% BW/
day, respectively). Feed conversion ratio was significantly better in fish fed the A, (0.94 +
0.05) and B, diets (0.92 + 0.02) than fish fed the control diet (1.02 + 0.05).

Results also showed that cellular immune responses (respiratory burst activity and
nitric oxide production) were not affected by dietary treatments. Plasma humoral responses
(lysozyme, total peroxidase and alternative complement pathway activities) are still being
analysed. First results indicate benefits in growth performance using both probiotic types.

Probiotics, rainbow trout, growth, innate immunity.

Introduction

Probiotics are defined as living microorganisms which beneficially affect growth and
welfare of the host animal (Carnevali et al., 2006). Probiotics may inhibit the colonization of
pathogen bacteria in the intestinal tract (Watson et al., 2008) and may improve stress resis-
tance in fish (Makridis et al., 2008). Dietary probiotic supplementation showed to improve
growth performances (Bagheri et al., 2008) and immunity status (Panigrahi et al., 2004;
Panigrahi et al., 2005; Kim and Austin, 2006; Sharifuzzaman and Austin, 2009) of rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss). This study was conducted to evaluate the effects of dietary
supplementation of multi-strain (Bacillus sp., Pedicoccus sp., Enterococcus sp., Lactobacillus
sp.) and mono-strain probiotics (Pediococcus acidilactici) on the growth performance and
innate immune responses of rainbow trout.

Materials and methods

The present experience was conducted according to the European Economic Community
animal experimentation guidelines, Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC).
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Animals, diets and experimental conditions

Fish (initial body weight= 16.4 + 0.5 g) were initially stocked at 6.6 kg/m? and reared at
17 £ 1 °C in a controlled recirculating freshwater system. A basal diet (46% protein, 16%
lipid, 21 kJ.g* energy) without probiotic (control diet) was compared with the same diet
supplemented either with a probiotic A (Bacillus sp., Pediococcus sp., Enterococcus sp.,
Lactobacillus sp.) or probiotic B (Pediococcus acidilactici) at two different concentrations
(8.6 x 10°% 1.6 x 10°; 2.60 x 10" or 7.2 x 10* cfu/g, respectively A, A,, B, B,). Diets were
fed ad libitum to 30 groups (20 fish per tank, 6 tanks per diet) for 8 weeks. At the middle
(4 weeks) and at the end (8 weeks) of the feeding trial, animals from each tank were bulk
weighed for growth performance evaluation. Then, 6 animals per treatment (one fish per
tank) were sacrificed, blood and head kidney were sampled to evaluate selected cellular
and humoral immune parameters. For whole body proximate composition 12 animals per
treatment were sampled at the end of feeding trial.

Diets and carcass chemical analyses

Proximate composition analysis of diets and whole fish carried out in duplicate or tripli-
cate according to reference procedures (AOAC, 2006). Briefly, dry matter by drying at 105
oC for 24 °C; total ash by combustion at 550 °C for 6h in a muffle furnace; crude protein, by
multiplying nitrogen content by 6.25 (N determined using a LECO nitrogen analyser, FP-528
model); crude lipid by petroleum ether extraction (Soxtec 2055 model, Foss); gross energy
by complete combustion in an adiabatic bomb calorimeter (Werke C2000, IKA).

Respiratory burst activity and nitric oxide production by head-kidney leucocytes

Head-kidney leucocytes were isolated and maintained as described by Secombes (1990).
Briefly, under aseptic conditions, the head-kidney was removed, pushed through a nylon
mesh (100 um) in Leibovitz L-15 medium (L15) supplemented with 2% foetal bovine serum
(FBS), 1% Penicillin/Streptomycin and 0.1% heparin. The suspensions were loaded onto a
34% : 51% Percoll density gradient and centrifuged (400 x g, 4 °C, 40 min). The interface
band of cells was collected, counted (haemocytometer) and adjusted to 2 x 107 cells/mL.
Cells were plated in 96-well plates (100 uL/well). After overnight incubation (18 °C), the
non-adherent cells were washed off with L-15 and the monolayers were maintained with
L-15 5% FBS, until the respiratory burst and nitric oxide assays were conducted following
24 and 72 h incubation at 18 °C, respectively. Respiratory burst activity was based on the
reduction of ferricytochrome C (Cyt C) method for the detection of extracelular O, pro-
duction (Secombes, 1990). Then 100 uL of Cyt C solution containing 10 mg/mL phorbol
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myristate acetate (PMA) was added as a stimulant of the respiratory burst. Cyt C with PMA
and superoxide dismutase (300 U/mL) was used to confirm reaction specificity. After 30
minutes the plates were read in a microplate spectrophotometer at 550 nm. Optical densities
were converted to nmol of O, produced by multiplying by 15.87 (Pick, 1986). Nitric oxide
(NO) production was assessed by the method described by Neumann et al. (1995), based on
the Griess reaction (Green et al., 1982) that quantifies the nitrite content of the leucocytes
supernatant. To stimulate leucocytes for NO production, cells monolayers were exposed to
E.coli serotype 0111: B4 LPS (1 mg/mL). Né-Methyl-L-arginine (1 mM) and LPS were also
added to some wells to confirm the specificity of the reaction. After 72 h incubation, leuco-
cytes supernatants (50 uL) were placed in a separate 96-well plate. Afterwards, 1% sulfanil-
amide, followed by 0.1% N-naphthylethylene-diamine was added to each well, both in 2.5%
phosphoric acid. After 5 minutes the plate was read at spectrophotometer at 540 nm. The
molar concentration of nitrite was quantified using a standard curve produced with known
concentrations of sodium nitrite. All tests were done in triplicates.

Statistical analysis

Statistical analysis was carried out using STATISTICA software (StatSoft, Inc., 2008,
version 8). Data was submitted to Kolmogorov-Smirnov and Levene tests, to verify normal
data distribution and homogeneity of variances, respectively. Then data was submitted to
a one-way analysis of variance (ANOVA). Post-hot Tuckey test was used when ANOVA
showed significance, to determine significant differences between means. Significance diffe-
rences were considered when P < 0.05 for all statistical tests. Results are presented as mean
* standard deviation.

Results and discussion

At 4 weeks of feeding, no measurable effects of dietary probiotic supplementation were
observed on growth performance, when compared to the control group. At 8 weeks of feeding
(Table 1), fish fed the A, diet presented a higher final body weight (89.5 + 3.7 g) and better
growth rate (DGI, 3.4 £ 0.1% BW.day™) than fish fed the control diet (82.3 £ 3.0 g and 3.2
+ 0.1% BW/day, respectively). Feed conversion ratio were significantly better in fish fed A,
(0.94 £ 0.05) and B, diets (0.92 + 0.02) than in fish fed the control diet (1.02 + 0.05).

Merrifield et al. (2011) observed no significant changes regarding specific growth rate and
feed conversion ratio in rainbow trout juveniles fed a diet supplemented with Pediococcus
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acidilactici for 10 weeks, using a higher probiotic incorporation in the diet than the one in
the current study. Probiotic A comprised several microorganisms: Bacillus sp., Pedicoccus
sp., Enterococcus sp., Lactobacillus sp. A study of rainbow trout juveniles fed diets supple-
mented with Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis and Enterococcus faecium for 10 weeks,
resulted in better feed conversion ratio in animals specimens fed E. faecium alone or with B.
licheniformis and B. subtilis (Merrifield et al., 2010b). However, growth performance was
not significantly different.

Table I. - Growth and feed conversion performance of rainbow trout fed the trial diets for 8
weeks.

Control A, A, B, B, p-value
FBW(g) 823+30* 895+37° 844+54* 87.0+27% 863+3.3° 0029
DGl 32+01° 34£01° 33£01% 34£01% 34£0.1® 0.028
FCR 1.02+£0.05* 0.94+0.05° 095+0.04% 097+0.05® 0.92+0.02® 0.006

Mean + SD (n=6). In each row, means with different superscripts indicate significance differences
between treatments (One-way ANOVA,; p<0,05). FCR, Feed conversion ratio = dry feed intake / weight
gain. DGI, Daily growth index = 100 x [(Final body weight)¥?- (Initial body weight)*?] / days.

After 8 weeks of feeding no significant differences were observed in proximate whole
body composition, similarly to observed by Merrifield et al. (2010a).

The respiratory burst activity of head-kidney leucocytes (Table I1) was not significantly
affected by dietary treatments, like the observed by Panigrahi et al. (2004) after supplemen-
ting rainbow trout with Lactobacillus during 30 days. Similarly, in vitro NO production of
head-kidney leucocytes revealed the same tendency.

Table 11.— Respiratory burst activity (nmoles O2-) and nitric oxide production (nitrite pM) of
head kidney leucocytes after 4 or 8 weeks (W) of experience.

Control A A, B, B, p-value
4W 2806 32+08 2407 33+£03 2706 0.145
nmoles O,
8W 51+06 51+05 44+04 44+05 51+07 0.088
4W 4027 19+08 28+24 18+07 2725 0480
Nitrite (uM)

8W 58+40 7.1+28 52+15 67+32 48+18 0.697
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Conclusions

Under the current trial conditions, the multi-species probiotic blend had a positive
effect on growth performance, while both (multi-species and mono-species) probiotic types
improved feed conversion ratio. Regarding the immune status, respiratory burst activity
and NO production of head-kidney leucocytes were not significantly affected by dietary
treatments. Further analyses of plasma humoral responses (lysozyme, total peroxidase and
alternative complement pathway activities) are being carried out, and may help to elucidate
if the tested probiotics can modulate fish innate immunity.
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Dissolved CO,, continuous monitoring, fiber optics, aquaculture.

Recent developments in aquaculture systems, such as recirculation and shallow raceway
hyper intensive systems, resulted in dissolved CO, becoming an important metabolite to
manage.

This study aims to give an overview of available options for dissolved CO, measurements
and to point out new developments in the field.
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The OxyGuard Portable CO, Analyzer®, based in partial pressure evaluation, with data
logging capability, is recommended for aquaculture but its use is not widespread. So it was
tested in this work in a constructed prototype and in a real Shallow Raceway System marine
fish farm.

Obtained results showed that without agitation the probe under reads dissolved CO, and
response time is high (> 60 minutes). A flow cell was created to provide adequate agitation
resulting in a reduction of response time to 7-15 minutes.

Tests conducted in prototype and real aquaculture systems were successful and 2-hour
continuous logging was possible in a heavily stocked tank, but at only one sampling point.

Multipoint, real-time detection can be possible with fiber optic sensors, which are being
developed to measure dissolved CO, under the scope of research project AQUAMONITOR.
These sensors can be miniaturized, are immune to electromagnetic interference and prelimi-
nary results reveal high sensitivity to dissolved CO,.

Conclusions

Despite satisfactory performance the OxyGuard Portable CO, Analyzer® coupled with a
flow cell is big, has moving parts and monitors only one sampling point at a time. Fiber optic
sensors under development can be a more adequate solution.
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Introduccion

La claca, Megabalanus azoricus (Pilsbry, 1916), es un cirripedo Balanomorpha in-
tensamente explotado en los archipiélagos atlanticos de la region macaronésica (Henry y
McLaughlin, 1986) (Fig.1). En consecuencia, el estado de conservacion posiblemente se
encuentre en un nivel critico. Ante esta situacién es indispensable el conocimiento de la di-
versidad genética y su estructuracion en el &rea de distribucion de la especie.
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Figura 1.- Ejemplares de Megabalanus azoricus.

Materiales y métodos

Muestreo: se utilizaron 3 muestras obtenidas en otras tantas localizaciones geogréficas
en islas del area macaronésica (archipiélago de Canarias, la isla de las Salvagems y en el
archipiélago de las Azores), con un total de 118 individuos de Megabalanus azoricus. A
partir de éstos se obtuvo un juego de datos conteniendo 102 secuencias de la region control
mitocondrial (Fig. 2).

Aislamiento de ADN: el tejido muscular preservado a -20 °C, se utiliz6 para el aislamien-
to del ADN total. Un total de 30 mg de tejido de cada individuo se usé para el aislamiento
mediante el kit EZNA DNA Mollusk (Omega Bio-Tek).

PCR: la region control mitocondrial de Megabalanus azoricus fue localizada entre los
genes 12S rRNA y el tRNA-Ile, de acuerdo a la informacion disponible sobre el genoma
mitocondrial de Megabalanus volcano (NC 006293). Esa region, comprendida entre dichos
genes, fue caracterizada mediante la amplificacion con cebadores especificos de cirripedos
(Quinteiro et al., 2007). A partir de la secuencia obtenida fueron disefiados cebadores es-
pecificos para M. azoricus, denominados Mazo-12S-1F y Mazo-lle-2R, localizados en las
secuencias flanqueantes 12S rRNA 'y tRNA-Ile, respectivamente (Fig. 3). Las reacciones de
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amplificacion se llevaron a cabo en 15 pL de volumen, utilizando un termociclador GeneAmp
9700 (Applied Biosystems). Cada reaccion incluy6 1x Green GoTaq Buffer (Promega), 1,5
mM MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 0,3 unidades de GoTaq (Promega), 0,1 uM de cada
cebador y 0,5 uL de la solucién de ADN. El perfil térmico de la PCR para la region control
mitocondrial fue el siguiente: 95 °C, 2 min, seguido de 35 ciclos de 95 °C, 40 seg; 50 °C, 40
segy 72 °C, 1 min.

Figura 2.- Localizacién y nimero de individuos de Megabalanus azoricus utilizados en el
presente estudio.

Secuenciacién: los productos de PCR fueron tratados con ExoSAP-It (APBiotech). La
secuenciacion de los productos de PCR se llevd a cabo usando el kit BigDye 3.1 sequencing
(Applied Biosystems). Los productos de extension se purificaron con las columnas DyeEx
2.0 Spin (Qiagen), siendo detectados en un secuenciador automéatico ABI PRISM 377XL
(Applied Bisystems). Los electroferogramas fueron revisados, y las secuencias editadas y
alineadas con BioEdit 7.0.1 (Hall et al., 1999) .
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Figura 3.- Esquema de la zona de amplificacion mostrando la regién control mitocondrial,
genes flanqueantes y situacion de los cebadores disefiados (Mazo-12S-1F y Mazo-lle-2R).

Andlisis de secuencias: el analisis de las secuencias obtenidas y el calculo de estima-
ciones basicas se llevé a cabo mediante el uso de los programas DnaSP (Rozas et al., 2003),
Arlequin (Excoffier et al., 2005) y Network (Bandelt et al., 1999). Se obtuvieron asi los
valores de diversidad nucleotidica y haplotipica, heterogeneidad geogréafica y relaciones fi-
logenéticas entre haplotipos, distribuciones de desaciertos entre pares de secuencias, estima-
cion de flujo génico entre muestras, estimacion de estadisticos poblacionales y el andlisis de
la variacion jerarquizada de la variabilidad genética poblacional mediante AMOVA.

Resultados y discusion

El alineamiento de 426 pb obtenido para las 102 secuencias de Megabalanus azoricus,
incluye individuos de Azores (AZ0O), Salvagems (MSG) y Canarias (CAN). Se han detectado
10 huecos en el alineamiento, con 41 sitios polimdrficos (Tabla ).

Tabla I.- Datos y parametros basicos estimados para las poblaciones muestreadas y basados
en las secuencias obtenidas de la region control, incluyendo h (diversidad haplotipica) y =
(diversidad nucleotidica).

Poblacion N individuos N secuencias N haplotipos h w
Azores 53 42 19 0,864 0,0104
Canarias 58 53 34 0,941 0,0141

Salvagems 7 7 6 0,952 0,0125

La red de haplotipos, estimada a partir de las secuencias de la region control para las
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muestras poblacionales de Canarias, Salvagems y Azores, muestra un haplotipo mayoritario
(N=27) representado de forma similar en las poblaciones de Canarias y Azores, y presente en
un individuo de Salvagems. Un segundo haplogrupo divergente incluye dos haplotipos ma-
yoritarios, cada uno de ellos presente mayoritariamente en la muestra de Canarias o en la de
Azores. Un tercer grupo de haplotipos, minoritarios y altamente divergentes, se ha detectado
en las poblaciones con un mayor muestreo: Canarias y Azores. La mayoria del resto de ha-
plotipos constituyen haplotipos radiales de los mayoritarios (Fig. 4).

Figura4.- Red de haplotipos calculada a partir de las secuencias obtenidas de la region control
de las muestras de Azores (azul), Salvagems (azul claro) y Canarias (amarillo) de Megaba-
lanus azoricus. Cada circulo se muestra proporcional al nimero de individuos que presentan
tal haplotipo. El nodo rojo indica un haplotipo intermedio no existente o no detectado. Los
nodos sobre las ramas indican la posicion nucleotidica que alberga el polimorfismo.
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La presencia de los haplotipos divergentes se refleja en la distribucion de las diferencias
entre pares de secuencias observada (Fig. 5).

Figura 5.- Distribucion entre pares de secuencias de la region control de Megabala-
nus azoricus. La linea roja indica las diferencias observadas, mientras que la linea verde
muestra la distribucion de las diferencias esperadas bajo un modelo de tamafio constante de
la poblacion.

El andlisis del flujo génico se ha basado en las estimaciones a partir de los datos de la
region control, debido a la mayor resolucién presentada por esos datos. Se incluyen asi, las
3 poblaciones muestreadas en las islas Azores, Salvagems y Canarias con un total de 102
secuencias alineadas.

La estimacion del estadistico Fst indica una ausencia de diferenciacién poblacional entre
las 3 muestras estudiadas (Azores, Salvagems y Canarias), con valores no significativos
(P>0.5) (Tabla Il). Los valores de Nm estimados son de infinito, sin significancia alguna.

Tabla I1.- Valores de Fst entre pares de poblaciones, basados en distancias de Tamura-Nei.

Azores 0
Canarias -0,00965 0

Salvagems -0,01713 -0,05009 0
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El analisis de AMOVA (Analisis Molecular de la Varianza) indica, de forma congruente
con los anteriores analisis, una falta de diferenciacion genética entre las poblaciones estu-
diadas. Ninguna de las estructuras evaluada presenta valores significativos. Por ejemplo, la
definicion de un grupo incluyendo las muestras de Canarias y Salvagems frente a la muestra
de Azores, no permite detectar ninguna variacion asociada a dichos grupos. La mayoria de la
variacion detectada se localiza dentro de las poblaciones (Tabla I11).

Tabla I11.- Analisis de AMOVA (analisis molecular de la varianza) basado en las secuencias
de la region control de Megabalanus azoricus.

Fuente Variacion Componente varianza % Variacion  Indices P
Entre grupos 0,07845 3,37 Fct 0,32
Entre poblaciones dentro -0,1050 451 Fsc 0.77
de grupos

Dentro de poblaciones 2,35 101,14 Fst 0,74

Conclusiones

Este andlisis preliminar indica un elevado flujo génico entre los archipiélagos macaro-
nésicos, con una ausencia de diferenciaciones poblacionales significativas, conllevando la
definicion de un Gnico pool genético para Megabalanus azoricus en la region Macaronésica.
Sin embargo, la presencia de haplogrupos divergentes augura una compleja filogeografia
para esta especie.
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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la harina de lombriz como alternativa de
sustitucién de la harina de pescado en la alimentacién de alevines de trucha arcoiris. Esta
investigacién fue realizada en las instalaciones de la Estacion Experimental Truchicola INIA
(Instituto Nacional de Investigaciones Agrondmicas), La Mucuy, estado Mérida, Venezuela.
Se utilizaron un total de 1.500 alevines de trucha, de los cuales se seleccioné un pool inicial
(300 g de alevines) y del resto se colocaron 100 alevines/tanque. Se evaluaron cinco (5)
alimentos con o sin la incorporacion de la harina de lombriz (HLF), harina de pescado a
base de trucha de descarte (HPT) y harina de pescado cumana (HPC) venezolana, ademas
de un alimento comercial (Trucharina) con tres (3) repeticiones, para un total de 15 grupos
de alevines. Se determind el peso (g) y talla (cm), inicial y final de los alevines evaluados,
asi mismo durante el transcurso de este ensayo se tomaron datos diarios del tanto por ciento
de mortalidad. Los alevines del pool inicial y los alimentados durante el ensayo fueron sa-
crificados y sometidos a liofilizacion, posteriormente se realizaron las determinaciones de
composicion quimica de la carne. El alimento a base de harina de trucha de descarte en un
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70%, fue la que tuvo la mejor respuesta en los pardmetros zootécnicos nutricionales. En un
analisis de correlacion proteina/grasa se obtuvo que existen diferencias significativas (p<
0,05) entre la composicidn de la carne de los alevines para estas variables, entre los distintos
alimentos, infiriendo que un incremento en grasa del mismo, produce un aumento de grasa en
la carne y una disminucién en su composicion proteica, por tal motivo se observé una mayor
incorporacion proteica en los alimentos formulados con harina de lombriz y bajo contenido
graso. Los mayores valores en peso se presume fueron a causa del porcentaje de grasa de los
alimentos que fueron suministrados e incorporados en la carne del alevin. La talla no sufrié
mucha diferencia entre los alevines de las dietas con mayor contenido graso, pero fue inferior
en dietas a base de harina de lombriz con menor contenido graso.

Palabras clave

Lombriz, harina, trucha, alevines.

Introduccion

El cultivo de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) se produce en Venezuela desde el
afio 1937 (Bastardo, 1994), constituyendo un recurso biolégico de gran relevancia para las
zonas altas andinas de los estado Mérida, Trujillo y Tachira. Al inicio del cultivo, la alimen-
tacion se efectuaba utilizando alimento fresco (visceras de res), posteriormente, la empresa
privada comenzd la fabricacion de alimentos para esta especie de pez, luego se incorporaron
otras empresas comerciales que se dedicaban a la formulacidn de alimentos para todo tipo de
animales, las cuales no han tenido una produccién sostenible ni en calidad, ni en disponibi-
lidad (Bastardo et al., 1997). Por otro lado, en Venezuela no se fabrica harina de pescado de
calidad, principal materia prima usada en las formulaciones alimenticias de peces carnivoros.

Una clave para resolver este dilema sera el continuo progreso para mejorar la eficacia
de las férmulas de los alimentos (piensos), reduciendo la cantidad de harina de pescado que
contienen y buscando variantes de base vegetal u otras fuentes proteicas alternativas (FAO,
2006).

Una opcion podria ser la harina de lombriz, que posee una composicién proteica bastante
importante de hasta un 70% de proteina (Isea et al., 2007). Existen diferentes trabajos que
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recomiendan el uso de la harina de lombriz para enriquecer alimentos tanto para consumo
animal como humano (Velasquez et al., 1986; Medina, et al., 2003), debido a que ésta posee
un alto porcentaje de proteina (> 60% p/p, base seca) de interés nutricional ya que proporcio-
na aminoéacidos esenciales (Velasquez et al., 1986), entre ellos es importante mencionar a la
lisina, aminoacido que suele estar ausente en los alimentos basicos (Albarran, 1996).

En este trabajo se persigue evaluar el uso de la harina de lombriz sobre la talla, peso y
composicion de la carne de alevines de trucha arcoiris.

Materiales y métodos

Materias Primas

Se utilizd como materias primas: harina de lombriz (Eisenia andrei) [HLF] y harina
de pescado a base de truchas de descarte [HPT] procesadas en la Facultad de Farmacia y
Bioandlisis de la Universidad de Los Andes-Mérida; harina de pescado Cumana [HPC] su-
ministrada por el INIA (Instituto de Investigaciones Agropecuarias) Cumana, elaborada a
partir de desechos de pescado de fabricas ubicadas en el estado Sucre, Venezuela; harina
de afrecho de trigo [HAT] y harina de maiz amarillo [HMA] adquirido del mercado local.
También se usaron otros ingredientes como: aceite de pescado, mezclas de vitaminas, mezcla
de minerales y carboximetil celulosa [CMC] (agente ligante). A estas materias primas se les
realizd el analisis proximal [materia seca (MS), humedad (H), proteina bruta (PB), grasa bruta
(GB), cenizas (C) y por diferencia entre todos, excluyendo la MS, se obtuvo el contenido de
extractos no nitrogenados brutos (ENNB)] de las materias primas: harina de lombriz (HLF),
harina de pescado trucha (HPT), harina de pescado Cumana (HPC), harina de afrecho de
trigo (HAT) y harina de maiz amarillo (HMA), segun lo establecido en la AOAC, 1990.

Disefio de hoja de calculo para la formulacion alimenticia

Luego de obtener los datos del anélisis proximal, se procedid al disefio de una hoja de
calculo Excel para la determinacion de la composicion porcentual de cada ingrediente, y
obtener la receta de preparacion de los alimentos (Tabla I) y la composicion quimica de éstos
(Tabla I1) de acuerdo al porcentaje de sustitucion de las materias primas en estudio, en este
caso HLF; HPC, y la HPT, fijando los valores porcentuales de los demas ingredientes [Harina
de maiz amarillo (HMA), harina de afrecho de trigo (HAT), aceite de pescado, mezcla de
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vitaminas, mezcla de minerales y carboximetil celulosa (CMC)].

Tabla I.- Formulacidn alimenticia en porcentaje (g/100g).

] ] Alimentos
Materias Primas 08-FI-01  08-FI-02  08-FI-03  08-FI-04
Harina Pescado Trucha 70 30 0 0
Harina de Pescado Cumana 0 0 70 30
Harina de Lombriz Farmacia 0 40 0 40
Aceite de pescado 10 10 10 10
Harina de afrecho de trigo 6 6 6 6
Harina de maiz amarillo 10 10 10 10
Mezcla Mineral 1 1 1
Mezcla Vitaminica
CMC 2 2 2 2
Total 100 100 100 100

08-FI-01: Alimento 1, Fernando Isea, 2008; 08-FI-02: Alimento 2, Fernando Isea, 2008
08-FI-03: Alimento 3, Fernando Isea, 2008; 08-FI-04: Alimento 4, Fernando Isea, 2008

Tabla I1.- Composicién quimica de los alimentos.

Alimentos Humedad%  Proteina% Lipidos% ENN% Cenizas%
08-FI-01 34 44,7 30,2 15,3 6,4
08-F1-02 5,8 47,2 21,8 19,8 55
08-FI-03 1,9 43,3 20,2 21,4 13,2
08-F1-04 51 46,5 17,5 22,4 8,4

08-FI-01: Alimento 1, Fernando Isea, 2008; 08-FI-02: Alimento 2, Fernando Isea, 2008
08-FI-03: Alimento 3, Fernando Isea, 2008; 08-FI-04: Alimento 4, Fernando Isea, 2008
ENN: Extractos no nitrogenados

La mezcla de minerales se prepar6 en el laboratorio a partir de reactivos del mismo,
siguiendo las especificaciones de cantidades presentes en la tabla C.16, anexo C., ejemplo de
mezcla mineral para peces (Kaushik y Cuzon, 1999), citado en el libro “Nutricion y alimen-
tacién de peces y crustaceos” (Guillaume et al., 1999). Para el caso de mezcla de vitaminas,
del mismo modo se baso en las recomendaciones presentes en la tabla C.15 Ejemplo de
mezcla de vitaminas para peces (Kaushik y Cuzon, 1999), presente en los anexos de nece-
sidades nutricionales, formulas, tipos, tablas de racionamiento y diversas fuentes del libro
“Nutricion y alimentacion de peces y crustaceos” (Guillaume, et al., 1999). Usando como
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base un producto comercial denominado Aminovival (Polivitaminas y aminoacidos) marca
VALMORCA, incorporandole las vitaminas faltantes mediante el uso de Vitamina E 60,
capsulas blandas de 400 mg marca PLUSANDES, Vitamina C (en forma de ascorbato de
sodio) de 500 mg marca LETISAN y Vitamina A cristalina Alfa-Mon marca BIOTECH.

Preparacion de los alimentos (Dietas)

Para la preparacion de los alimentos identificados como (08-FI-01; 08-FI-02; 08-FI-03 y
08-FI1-04) se utilizé la hoja de registro de componentes de los mismos (Tabla 1), se procedid
a realizar el pesaje de las materias primas en una balanza, se coloco el envase de mezclado
plastico, se tar0 y se colocd el primer ingrediente, seguidamente, se volvid a tarar y se colocd
el segundo ingrediente, y asi sucesivamente hasta incorporar todos los componentes de la
formula; en total se prepararon 2 kg de alimento por cada dieta experimental. Posteriormente,
se llevo el envase a un equipo de mezclado y se comenzo la incorporacion del agua (500
mL) poco a poco para facilitar la formacion de la masa adecuada, que se establece como
consecuencia de la combinacién del ligante (CMC) con el agua. Al tacto la mezcla perma-
necio bien unida cuando se hizo presion con la mano indicando una buena accion del agente
ligante. Al obtener la consistencia adecuada, se procedio a llevar la preparacion a otro equipo
[procesador de carne] para la fabricacién de los granulos (pellets) marca C.A.F Modelo 10.
El siguiente paso consistié en colocar los fideos preparados en un envase plastico y transpor-
tados hacia el Laboratorio de Operaciones Unitarias de la Facultad de Ingenieria de la ULA-
Mérida, donde posteriormente fueron colocados en bandejas previamente acondicionada con
papel encerado, identificadas con el codigo correspondiente del alimento y trasladada a una
estufa ventilada, a una temperatura de 60 °C por 24 horas. Durante la preparacion de los
fideos, se tomaron muestras para los analisis respectivos de la composicién practica de los
alimentos, para ello se tomo una bandeja de aluminio rotulada y se colocé el resto de mezcla
para su secado en la estufa.

Trascurrido el tiempo de secado de los fideos, se procede al molido de los mismos y
el producto obtenido fue llevado a la nevera refrigerada y trasladados posteriormente a la
“Estacién Experimental Truchicola” del Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA)
del estado Mérida, donde se monté posteriormente el ensayo bioldgico.

Andlisis de los alimentos formulados

Luego de obtenida la muestra seca de los alimentos, se procedi6 a su molido para tener un
tamafio de particula uniforme, este procedimiento se realizé con el equipo de procesamiento
de alimentos marca Oster, posteriormente las muestras fueron envasadas e identificadas para
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proceder luego a su analisis proximal de rutina [materia seca (MS), humedad (H), proteina
bruta (PB), grasa bruta (GB), cenizas (C) y por diferencia entre todos, excluyendo la MS, se
obtuvo el contenido de extractos no nitrogenados brutos (ENNB)] y de esta manera obtener
los valores practicos de la experiencia a realizar. Todos estos analisis fueron realizados en el
Laboratorio de Bromatologia | del Departamento de Ciencia de Alimentos de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis, de la ULA.

Ubicacion y montaje del ensayo bioldgico de valorizacion de la harina de lombriz
(Eisenia andrei)

Esta experiencia fue realizada en las instalaciones de la Estacion Experimental Truchicola
INIA, La Mucuy, ubicada en el Parque nacional Sierra Nevada del estado Mérida, Venezuela,
a una altitud de 2.300 msnm, latitud norte 8° 40" y longitud oeste 71° 5". El agua utilizada
para mantener los alevines de trucha es de origen glacial, naciente de la Sierra Nevada a 4200
msnm.

En este estudio, se utilizaron un total de 1.500 alevines de trucha, los cuales se obtuvie-
ron en la estacion de un lote cuya fecha de incubacién fue el 03/10/2007, fecha de eclosion
01/11/2007, su primera alimentacién fue el 19/11/2007. El ensayo fue montado el 07/01/08
(Es decir, alevines de 2 meses de eclosionados), para ello se decidi6 colocar 100 alevines/
tanque, colectandolos y pesandolos en una balanza analitica marca Adventurer® marca
OHAUS de precision 10+, para obtener su peso (g) inicial en pool, seguidamente estos fueron
colocados en el tanque correspondiente, previamente identificado, para asi proporcionarles el
primer alimento, consecutivamente se le suministraria el alimento y a los treinta (30) dias se
volveria a tomar el peso en pool total de los alevines.

El agua usada en esta investigacion presento las siguientes caracteristicas: 12,70 + 0,300
°C de temperatura promedio; pH promedio de 7,27 + 0,203; conductividad promedio de
0,057 £ 0,013 ms/s y 10,63 + 0,166 mg/mL de oxigeno disuelto promedio.

Durante el transcurso de este ensayo se tomaron datos diarios del tanto por ciento de mor-
talidad de los alevines, cantidad de alimento consumido (g), peso de alevines (g). Se tomo
una muestra inicial de 300 g de alevines, la cual fue sometida a un tratamiento de sacrificio
y trasvasado en una bolsa pléstica hermética rotulada y conservado a -20 °C, para poste-
riormente liofilizarla y hacerle los analisis de su composicion (valor de referencia inicial de
composicion del lote de alevines).

Se evaluaron cinco (5) alimentos con o sin la incorporacion de la HLF, HPT, o HPC, y uno
comercial (Trucharina) con tres (3) repeticiones, para un total de 15 grupos de alevines, los
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cuales al final del ensayo fueron pesados con una balanza analitica marca Adventurer® marca
OHAUS de precision 10, En esta experiencia se efectud la medicion de la talla (longitud)
y peso, con un alevinometro (equipo de medicion de talla de alevines) marca TESOVI, y
una balanza analitica de precision 1x10* Aventurer® marca OHAUS, respectivamente, de 6
alevines/repeticion/alimento aleatoriamente, al inicio y al final del ensayo.

A los resultados se les aplico un andlisis estadistico descriptivo, con analisis de varianza
(ANOVA) para las variables longitud y peso, la prueba de rango mdaltiple de Tukey para
evaluar las diferencias en composicion de la carne; y andlisis de varianza multivariado
MANOVA vy el andlisis de correlacién simple para proteina/grasa. Estos calculos se efec-
tuaron utilizando el programa estadistico SPSS (Statistical Product and Service Solutions)
version 13 y SAS (Statistical Analysis Software) version 9.1, para Windows.

Resultados

A continuacidn se listan los resultados mas resaltantes de esta investigacion:

Tabla I11.- Composicidn fisico-quimica de harina de carne de alevines de trucha arco iris
provenientes del estudio nutricional de evaluacion de la harina de lombriz (Eisenia andrei).

Alimento % Humedad % MS % Proteina** % Grasa** % Ceniza** % ENN**

08-FI-01 5,0+1,394 95,071,138 53,1%4+0,539 37,5°+0,929 6,720,361 2,7%+0,367
08-F1-02 3,3°+1,005  96,7°°+0,177  69,0°+0,389 18,6°+0,450  10,0°40,450  2,5*+0,846
08-F1-03 4,0°£0,776  96,0°+0,876  63,2°40,912 25,040,498  8,8°+0,414  3,0%+0,382
08-F1-04 3,1°+0,515  97,0°+0,497  71,0°+0,733 15,640,441  10,8°+0,226  2,7°+0,685
Trucharina 2,840,282 97,2°+0,268 60,1°+0,534 27,490,433  8,6°+0,331 3,9°+0,449
Pool Inicial ~ 7,8*+0,140  92,2*+0,140  60,9*+0,280  17,0*+0,025 8,5*+0,229  5,9*+0,254

08-FI-01: 70% harina de trucha de descarte; 08-FI-02: 40% harina de lombriz + 30% harina de trucha
de descarte; 08-FI-03: 70% harina de pescado Cumand; 08-FI-04: 40% harina de lombriz + 30% harina
de pescado Cumand; MS: Materia seca; ENN: Extractos No Nitrogenados. Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0,05)

*Valores del Pool Inicial como punto de comparacion sin aplicacién de ANOVA ni analisis de Tukey
por ser solo una muestra global.

**Valores expresados en base seca
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Figura 1.- Peso (g) inicial y final de alevines alimentados con dietas a base de 40% de harina
de lombriz (Eisenia andrei). 08-FI-01: 70% harina de trucha de descarte; 08-FI-02: 40%
harina de lombriz + 30% harina de trucha de descarte; 08-FI-03: 70% harina de pescado
Cumand; 08-F1-04: 40% harina de lombriz + 30% harina de pescado Cumana.

Figura 2.- Longitud (cm) inicial y final de alevines alimentados con dietas a base de 40%
de harina de lombriz (Eisenia andrei). 08-FI-01: 70% harina de trucha de descarte; 08-FI-02:
40% harina de lombriz + 30% harina de trucha de descarte; 08-FI-03: 70% harina de pescado
Cumand; 08-F1-04: 40% harina de lombriz + 30% harina de pescado Cumana.
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Figura 3.- Correlacion entre el contenido de proteina y grasa de la carne de alevines alimen-
tados con dietas a base de 40% de harina de lombriz (Eisenia andrei). 08-FI-01: 70% harina
de trucha de descarte; 08-FI-02: 40% harina de lombriz + 30% harina de trucha de descarte;
08-FI-03: 70% harina de pescado Cumana; 08-FI-04: 40% harina de lombriz + 30% harina
de pescado Cumana.

Discusion

La tabla I1l, muestra la composicion fisico-quimica de la carne liofilizada de los alevines
de trucha arco iris, provenientes del estudio nutricional de evaluacion de la harina de lombriz
(Eisenia andrei), luego de ser alimentados. La prueba de rango mdltiple de Tukey mostro,
igualmente, que existen diferencias (P< 0,05) entre las diferentes componentes de las
muestras.

Los valores en humedad de los alevines liofilizados oscilaron entre 2,8 y 7,8; para la
materia seca fluctuaron entre 95,0% y 97,2%; siendo los alimentos: Trucharina, 4 (08-FI-
04) y 2 (08-FI-02), los que presentaron los mayores porcentajes. Con respecto al contenido
proteico, los contenidos variaron entre 53,1% y 71,0%, presentando los mayores valores los
alevines de los alimentos 4 (08-FI-04), 2 (08-FI1-02) y 3 (08-FI-03), los dos primeros con
40% de harina de lombriz y el ultimo con 70% de harina de pescado Cumana (Tabla 3). Los
contenidos en% de grasa, estuvieron comprendidos entre 15,6% y 37,5%, presentando los
mayores valores en contenido graso los alevines de los alimentos 1 (08-FI-01), trucharina y
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3 (08-FI-03). En cenizas los alevines presentaron material inorganico entre 6,7% y 10,8%,
incorporando las mayores cantidades de minerales los alimentos 4 (08-FI-04), 2 (08-FI-02)
y 3 (08-FI-03). Finalmente los % en ENN, estuvieron ubicados entre 2,5% y 5,9%, con los
mayores contenidos para los alevines del pool inicial y aquellos cultivados con los alimentos
trucharina, 3 (08-FI-03) y 4 (08-FI-04).

Los resultados del peso (g) y longitud (cm) de alevines de trucha arco iris, provenientes
del estudio de valorizacion bioldgica de la harina de lombriz se muestra en las figura 1 y
2. El analisis de varianza (ANOVA) detecto diferencias significativas (Z,,,,=961,834, p <
0,001) para la variable peso, entre la respuesta del tiempo del ensayo, el tipo de alimento y la
interaccion tiempo-alimento. No se detectaron diferencias significativas entre los alimentos
a base de harina de lombriz (2 y 4), quienes obtuvieron los menores valores, el alimento a
base de 70% de harina de pescado cumana y el producto comercial tampoco presentaron
entre si diferencias significativas. Los mayores pesos de alevines los mostro el alimento 1
(08-FI1-01) a base de 70% de harina de pescado trucha de descarte (Fig. 1). Estos resultados
son similares a los obtenidos por Tacon et al., 1983, quienes evaluaron 3 dietas, un alimento
control y dos alimentos con 34% y 68% de harina de lombriz en la dieta, obteniendo como
resultado una reduccion del peso de los peces alimentados con la harina de lombriz. Los
alimentos 3y producto comercial (Trucharina) fueron los que al igual que el testigo presenta-
ron los mejores valores en ganancia de masa. Estos resultados difieren de los mostrados por
Pereiray Gomes (1995) quienes no encontraron diferencias significativas en los pesos finales
de alevines alimentados con diferentes porcentajes de sustitucion de la harina de pescado por
lombriz. Del mismo modo, Stafford y Tacon (1985), no detectaron diferencias significativas
(p< 0,05) en peces de trucha arco iris alimentados con 5%, 10%, 20% y 30% de harina de
lombriz en las formula.

En la figura 2, se muestra la variacion de la longitud en cm de alevines del estudio de
valorizacion de la harina de lombriz, donde se muestra que los alimentos 1 (08-FI-01), 3
(08-F1-03), y formula comercial, mostraron las mayores tallas de peces y no presentaron
diferencias significativas (p> 0,001) entre si, al igual que los alimentos 2 y 4, que presenta-
ron los menores valores en longitud, pero muy cercanos. Bastardo et al. (2005), obtuvieron
longitudes de alevines inferiores (3,73 cm) a las logradas en este estudio con el alimento a
base de harina de pescado cumana (5,3 cm) a pesar de que el tiempo de evaluacién fue mayor
(90 dias), para la dieta a base de 40% de harina de lombriz también se obtuvieron tallas su-
periores (4,87 cmy 4,95 cm) a las obtenidas por Bastardo et al., 2005 (3,06 cm) a pesar de
solo tener 36 dias de evaluacion.

En la figura 3 se muestra el resultado del andlisis de correlacién entre el contenido de
proteina y grasa de la carne de alevines de trucha arcoiris. El analisis MANOVA detecto
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diferencias significativas en la relacion del contenido de proteina y grasa de los alimentos
suministrados a los alevines; determinando que un incremento en grasa del mismo produce
un aumento de grasa en la carne y una disminucion en su composicion proteica, y viceversa,
por tal motivo se observé una mayor incorporacion proteica en los alimentos formulados con
harina de lombriz y bajo contenido graso en los alimentos formulados. Las tallas y pesos
fueron mayores en los peces alimentados con dietas altas en grasa y se presume fue la causa
de estos resultados. La trucha, requiere un contenido de lipidos entre 14 y 20%, lo cual
mejora el rendimiento del crecimiento y la eficiencia alimenticia, e incluso si hay un aporte
proteico menor. Este es el efecto de ahorro de proteinas por los lipidos, el pez toma la energia
de los lipidos y gana masa muscular (Guillaume et al., 1999).

Conclusiones

El mayor contenido proteico de la carne lo obtuvieron los alevines alimentados con harina
de lombriz, y el mayor contenido en grasa de la carne se present6 en el testigo, dieta a base
de pescado y alimento comercial.

El peso y la talla fueron mejores en el testigo, alimento con harina de pescado venezolana
y comercial. La relacion proteina/grasa determind un efecto significativo en las variables
peso y talla. Los alevines con mayor contenido graso tuvieron mayor peso y talla, pero menos
contenido proteico.
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Resumen

La produccion de la diatomea Thalassiosira weissflogii tiene especial interés en las etapas
iniciales del cultivo de moluscos y crustaceos. Esta especie presenta cierta dificultad técnica
en su cultivo, siendo necesario mejorar la productividad alcanzada y optimizar su composi-
cién bioguimica. Debido al elevado potencial del uso de fotobiorreactores para la produccién
de microalgas en régimen continuo, puesto que permiten mejorar no solo la productividad
sino también el perfil bioquimico de la biomasa microalgal, es necesario también evaluar la
viabilidad del establecimiento de cultivos continuos de esta diatomea. Se cultivd la diatomea
en batch y en régimen semi-continuo con una tasa de renovacion diaria del 25%, con dife-
rentes medios de cultivo, teniendo como control el medio comercial ALGAL-1. Este medio
se compard con el medio comercial Diatomedium (AQUALGAE SL, Espafia), y con abonos
agricolas suplementados con oligoelementos y vitaminas. Ademas, se ha probado el efecto
de diferentes concentraciones de Silicio (Si). El ensayo se ha llevado a cabo en mini-foto-
biorreactores tubulares de fondo concavo de 300 mm de didametro interno, con 80 mL de
volumen. La aireacion fue continua siendo suplementada con pulsos de CO,. Se determind
la densidad celular, la biomasa en peso seco, y se hicieron analisis de C:N y perfil de acidos
grasos. No se observaron diferencias considerables de las densidades celulares tanto en la
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fase estacionaria de cultivos batch como en la fase de estabilizacién de los cultivos semi-
continuos. Las densidades celulares mas elevadas se alcanzaron con el medio Diatomedium y
abonos suplementados con oligoelementos, sin diferencias significativas entre ellos (2,7x10°
células/mL; Steady state) y con la concentracion de Si més alta (240 mg/L). Los datos de
biomasa seca obtenidos han sido proporcionales a los datos de densidades celulares en los
diferentes medios de cultivo. En cuanto a la composicion bioquimica. Se han encontrado
valores elevados de EPA en la biomasa, alcanzando un 18,4% derivados de la aplicacién
del cultivo continuo. Los datos demuestran la viabilidad de los cultivos continuos de esta
diatomea, y la importancia de la utilizacion de medios de cultivos efectivos que permiten
una mejora significativa de la productividad, asi como la modulacién de su composicion
biogquimica.

Palabras clave

Thalassiosira weissflogii, diatomea, fotobiorreactor, productividad, cultivo.

Introduccion

Las diatomeas son esenciales para el cultivo de moluscos (Lavens et al., 1996) y también
son ampliamente utilizadas en el cultivo de crustaceos. La diatomea Thalassiosira weissflo-
gii ha producido buenos resultados de crecimiento en copépodos (Arendt et al., 2005;
Ederington et al., 1995), lo que indica su potencial para su utilizacién en acuicultura. Es,
sin embargo, necesario establecer los parametros éptimos para su cultivo, sobre todo desde
el punto de vista nutricional y, debido al elevado potencial del uso de fotobiorreactores para
la produccion de microalgas en régimen continuo, puesto que permiten mejorar no solo la
productividad sino también el perfil bioquimico de la biomasa microalgal (Fabregas et al.,
1999; Herrero et al., 1990).

Materiales y métodos

Thalassiosira weissflogii se ha cultivado en un régimen semicontinuo con agua de
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mar autoclavada enriquecida con distintos medios de cultivo. La salinidad del agua de
mar utilizada fue de 35%o.. Para cultivar las microalgas se utilizaron minifotobiorreactores
tubulares de vidrio de 80 mL, de fondo concavo y 310 mm de didmetro externo (Fig. 1), con
aireacion continua suplementada con CO, en pulsos con el fin de mantener el pH entre 7,5y
8,0. El flujo de aire fue de 142 mL min*de cultivo min?y los biorreactores se mantuvieron
con un fotoperiodo circadiano de 12 h de luz y 12 h de oscuridad, con una irradiancia de
175 pmol photon m2 s, proporcionada por tubos fluorescentes. El cultivo se realiz6 en una
camara termostatizada con una temperatura de 21+1,5 °C.

Figura 1.- Sistema de cultivo en fotobiorreactores de 80 mL. Utilizado para la valoracion
de distintos medios de cultivo para la produccion de Thalassiosira weissflogii en cultivo
semicontinuo.

Los distintos medios de cultivo que se utilizaron fueron los siguientes: ALGAL (Fabregas
etal., 1986) con una concentracion equivalente a4 mM de NaNO, ; Diatomedium (Aqualgae
S.L.) con NaNO,a 4 mM y un fertilizante comercial que contiene Ca(NQ,),, (4 mM) MgSO,,
KH,PO,, boro y la solucion comercial de micronutrientes Welgro. Los cultivos se suplemen-
taron con silicatos a una concentracion 4,24 mM (120 g/L) 6 8,48 mM (240 g/L) correspon-
dientes al cuadruple y 6ctuplo respectivamente de la concentracién utilizada en el medio
estandar F/2 (Guillard, Ryther, 1962).

Los cultivos se iniciaron con una densidad de 0,23x10°¢ células/mL (10 mL de in6culo)
y se realizaron recuentos cada dos dias utilizando un hematocitometro Improved Neubauer
(ICSH, 1988) hasta alcanzar la fase estacionaria. El cultivo semicontinuo se realiz6 una vez
alcanzada la fase estacionaria retirando a diario el 25% del volumen y afiadiendo a continua-
cién nuevo medio fresco enriquecido con nutrientes en la misma proporcion. La renovacién
de los cultivos se ha realizado durante la primera hora del periodo de luz puesto que en
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estudio anteriores se ha demostrado que ese momento es el mas conveniente (Otero, 1994),
manteniéndose el régimen semicontinuo durante 8 dias.

La biomasa se coseché por centrifugacion en tubos FalconO de 50 mL. La biomasa asi
obtenida se liofilizo y pesd para la estima del peso seco y fue utilizada para la realizacion de
los andlisis de la composicion elemental (C:H:N) con un autoanalizador Fisons Model EA
1108. Todos los analisis se realizaron por triplicado.

Se analiz6 también la composicion de acidos grasos de la biomasa en el steady-state. Para
ello se realizd una extraccion de los lipidos siguiendo el método de Bligh & Dyer (1959) a
partir de la biomasa congelada obtenida pro centrifugacién. Posteriormente se procedié a una
derivatizacion de los 4cidos grasos (Sato y Murata, 1988), que fueron analizados mediante
una cromatografia de gases-espectrometria de masas utilizando una columna Omegawax 250.

Resultados y discusién

Los resultados de crecimiento, expresados como nimero de células por mL demuestran
una limitacion por silicatos con la concentracion de 0,12 g/L, observandose un mayor creci-
miento de T. weissflogii a mayor concentracién de los mismos con la concentracion 0,24 g/L,
8 veces mayor que la del medio F/2 (Fig. 2). Para las concentraciones de nutrientes probadas,
y considerando una misma concentracion de silicatos, no hay diferencias significativas en las
densidades celulares obtenidas entre las distintas formulaciones de nutrientes. Es de destacar
que se obtuvieron los valores mismos de densidad celular para las formulaciones Diatom
Si8x y Ferti Si8x aun cuando la concentracion de nitrogeno es el doble en esta Ultima, lo
que podria indicar una limitacién por nutrientes en el medio Diatom, que podria por lo tanto
producir resultados mejores que los obtenidos en estos experimentos si se utilizase a una
mayor concentracion.

En cuanto al peso seco de la biomasa microalgal comparado con las densidades obtenidas
en steady state se observa una relacion directa entre la densidad celular alcanzada y la
biomasa excepto en el medio de cultivo Diatomedium Si8x en donde la biomasa es menor
(Fig. 3). Ademas, se observa que cultivos en misma proporcién de silicatos (Si4x) tienen
similar biomasa seca exceptuando el Fertilizante que aumenta en todas las situaciones que se
puede deber al alto contenido en cenizas del medio.
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Figura 2.- Densidades celulares (10° células/mL) alcanzadas con los diferentes medios de
cultivo. Se inicid el régimen semicontinuo a partir del dia 7 del cultivo, con una tasa de re-
novacion del 25% del volumen de cultivo por dia. *Diatom: medio comercial Diatomedium
(Aqualgae S.L.); Ferti: fertilizante comercial.

Figura 3.- Densidad celular (10° células/mL) y concentracién de biomasa (g/L) obtenidas en
el Steady state de cultivos continuos de T. weissflogii con una TR del 25% por dia.
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En el analisis elemental (C:H:N) de la diatomea (Fig.4) ha mostrado valores de la relacion
CIN (&tomos) y de proteina celular (pg/célula) similares en todos los medios de cultivo
excepto en el Ferti Si8x que ha alcanzado una mayor relacion C/N. Aunque existen pocas
diferencias en el contenido celular de proteina, es de destacar el valor ligeramente méas bajo
de proteina encontrado en el Diatomedium con la concentracién 8x de silicato, probablemen-
te derivado de una limitacion por nitrégeno en estos cultivos. El fertilizante, que presenta el
doble de concentracion de nitrégeno, presenta valores similares de proteina, lo que podria
indicar una peor asimilacion del Ca(NQ,), por parte de la diatomea, o la interferencia de otros
componentes del fertilizante en la incorporacion de nitrégeno.

Figura 4. - Composicion de C:N (dtomo) y contenido celular de proteina (pg/célula) en
Steady state de los diferentes grupos con una tasa de renovacion del 25%. Media + desv.est
(n=3).

La composicion de acidos grasos de la diatomea (Tabla 1) no ha mostrado diferencias
importantes, aunque se encuentran valores porcentuales ligeramente superiores de acidos
grasos m3 y wé con los medios de cultivo Algal y Diatomedium Si4x El 4cido graso en mayor
porcentaje es el acido palmitico (16:0), con porcentajes entre el 20 y el 26%, palmitoleico
(16:1), con porcentajes del 20 al 30% y el &cido eicosapentaenoico (EPA;20:5n3) con por-
centajes entre el 17 y 19%. Los valores obtenidos para los acidos grasos poliinsaturados EPA
(20:5n3) y DHA (22:6n3) son significativamente mas altos que los descritos en la bibliografia
para cultivos batch de esta diatomea, en las células en comparacion con experimentos donde
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se obtuvieron, en porcentaje total, 8,43% de EPA'y 1,88% de DHA(Arendt et al., 2005); estos
experimentos se hicieron con medio B1 (Hansen, 1989) y en cultivo discontinuo a diferencia
del presente que se cultivo semicontinuo. Los resultados demuestran la efectividad de la apli-
cacion de la técnica de cultivo continuo para la mejora del perfil bioquimico de la biomasa
microalgal (Ferreira et al., 2009).

Tabla I.- Composicion de &cidos grasos de T. weissflogii en la fase de estabilizacién en los
distintos medios de cultivo en régimen semicontinuo expresada en porcentajes sobre el total
de los acidos grasos. Medias + desv.est (n=3) excepto el medio control.

*ALGAL Sl4x DIATO Sl4x DIATO SI18x  Ferti Sl4x Ferti SI8x

AG 14:0 7,8 761,10 7,49 +0,35 75+0,71 6,6 £ 0,53
AG 15:0 16 1,0+0,31 1,15+0,12 1,1+0,21 1,7+0,49
AG 16:0 20,4 233+278 23,67+043 244+049 268+0,24
AG 16:1n7 21,1 252+162 27,70+098 26,4+185 30,3+0,69
AG 16:2n4 3,5 16+156 1,48 +1,29 2,8+0,33 2,4+0,40
AG 16:3 9,0 6,7 0,77 8,25+0,79 7,4+0,04 6,7 +0,38
AG 18:0 59 10,0+0,10 537+274 480,75 2,6 £0,09
AG E18:1 31 2,4+0,38 1,49+0,79 2,4+0,54 1,5+0,73
AG 18:2n6 09 0,7 £0,07 0,54 +0,20 0,6 +£0,09 0,8+0,15
AG 18:3n6 2,7 2,4+0,47 1,51+0,32 1,8+0,37 1,8+0,30
AG 20:3 0,6 1,03+0,13 095+0,20 080+0,25 1,08+0,18
AG 20:5n3 18,4 189+062 17,70+0,77 18,0+0,23 17,2+0,44
AG 22:6n3 2,5 2,6 £0,46 2,18+0,17 2,0+0,15 2,3+0,76
X~SATURADOS 35,8 37,7477 386+277 378+083 383+0,70
;’XS(’;]SSATU_ 24,2 27,7+0,70 288+123 287+131 295+294
2PUFA 37,7 341+363 326+155 334+121 321+267
3 30,0 31,6 28,9 27,4 26,4

w6 3,6 31 18 2,3 2,8

*No se ha realizado andlisis de &cidos grasos por triplicado.
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Conclusiones

La aplicacion de medios de cultivo mejorados han permitido el mantenimiento de cultivos
continuos de la diatomea Thalassiosira weissflogii la mejora de su perfil bioquimico. Los
silicatos han sido limitantes para el cultivo de la diatomea a una concentracion 8,48 mM en
todos los medios probados. El fertilizante empobrece ligeramente su composicion bioqui-
mica aunque alcanza buenas densidades; mientras que el medio Diatomedium podria estar
limitado en nitrégeno puesto que alcanza densidades celulares similares a las del fertilizante
con la mitad de concentracidn de nitrato.
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Eficaciadetresproductoscomerciales: Sanocare® ACE,
Micro Control RICH y Pyceze® en la reduccion de la
carga bacteriana de Metanauplios de Artemia enrique-
cidos
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Resumen

Se llevé a cabo un estudio para determinar la eficacia de tres productos comercia-
les: Sanocare® ACE, Micro Control RICH y Pyceze® (empleado Gnicamente en la fase
de enriquecimiento o bien en las fases de incubacion y enriquecimiento), para reducir la
carga bacteriana en metanauplios de Artemia enriquecida. Los metanauplios se produje-
ron de acuerdo a los procedimientos de operacion estandar industrial. La carga bacteria-
na de las muestras de Artemia enriquecida se determind mediante siembra en placas de agar
marino (AM) y tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS) obteniéndose los siguientes resulta-
dos de los recuentos de UFC/g Artemia, para los grupos control fueron de 3,86-108 — 3,04-10°
(AM) y 5,18-10° - 1,32-10" (TCBS); para el Sanocare® ACE fueron de 3,99-10% — 8,74-108
(AM) 5,52-107 - 1,49-108 (TCBS); para el Micro Control RICH de 8,96-108 — 1,76-10° (AM)
y 1,22-10° - 5,79-10° (TCBS); para Pyceze® en enriquecimiento 5,94-10” — 5,73-108 (AM)
y 4,32-10° — 2,79-10° (TCBS); para Pyceze® en incubacion y enriquecimiento 9,05-10* —
2,93-10° (AM) y 8,38-10% — 5,73-10* (TCBS). El producto que mejores resultados propor-
ciond en la disminucion de la carga bacteriana, tanto de las bacterias marinas heterotréficas
(AM), como de las vibrionaceas (TCBS), fue el Pyceze® cuando dicho producto se emplea
tanto en incubacion como en enriquecimiento (p < 0,001).
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Palabras clave
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Introduccion

Los nauplios y metanauplios de Artemia han sido ampliamente utilizados como alimento
vivo en el cultivo larvario tanto de peces como de crustaceos debido a las importantes ventajas
nutricionales que presentan. Pese a las bondades que presenta como fuente de alimentacién,
diversos autores (Pérez Benavente & Gatesoupe, 1988; Grisez et al., 1996) han apuntado que
el alimento vivo, y especialmente la Artemia, es el principal vector de numerosas infecciones
en el cultivo larvario de peces. La microbiota bacteriana asociada a los cultivos de Artemia
aumenta de forma exponencial durante los procesos de incubacién y enriquecimiento. La
proporcion de bacterias del género Vibrio en metanauplios de Artemia enriquecida representa
maés del 50% del recuento total de bacterias cultivables aerobias heter6troficas (Olsen et al.,
2000; Ritar et al., 2004), pudiendo suponer una importante amenaza para la salud de las
larvas que van a ser alimentadas. El tratamiento inadecuado del alimento vivo puede des-
encadenar un aumento de la mortalidad o producciones inestables a causa de la incidencia
de la carga bacteriana introducida en el cultivo larvario. Debido a ello, es frecuente que las
empresas productoras sufran importantes pérdidas, especialmente durante la fase larvaria.
Tratando de minimizar este problema, se han testado distintas metodologias, desde el uso
de antibioticos (Sahul A.S.; Balasubramanian G. 2000), probiéticos (Villamil et al., 2003) o
desinfectantes quimicos (Gatesoupe, 2002; Sahul, A.S.; Balasubramanian, G. 2000).

Segun los fabricantes, el Sanocare ® ACE aumenta la calidad y vitalidad de los nauplios
de Artemia, mejora la calidad del agua, estabiliza el pH, evita la formacion de espuma e in-
tensifica el color de la Artemia. EI Micro Control RICH ha sido desarrollado para controlar a
la perfeccion el desarrollo de bacterias patégenas en peces y crustaceos cultivados. Pudiendo
sustituir el uso de productos quimicos peligrosos que se utilizan en la desinfeccion, asi
como los antibioticos utilizados para aumentar la supervivencia de las larvas.

El Pyceze® es un compuesto quimico con una alta actividad antimicrobiana (Saito &
Onoda, 1974) ampliamente utilizado en la industria farmacéutica y cosmética (Croshaw et
al., 1964). En acuicultura se aplica principalmente para el control de las infecciones fingicas
en huevos de salménidos.
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El objetivo del presente trabajo, que ha sido realizado en la Estacion de Ciencias Marifias
de Toralla (ECIMAT), es evaluar la eficacia antimicriobiana de tres productos comerciales
para controlar la microbiota asociada a los cultivos de Artemia.

Materiales y métodos

La produccién de Artemia se llevé a cabo siguiendo protocolos industriales ampliamente
implantados. Los cistes de Artemia (Salt Lake Aquafeed - Premium Artemia Feeds, Catvis
BV, Netherlands) fueron descapsulados y a continuacién incubados a una densidad de 3 g
cistes/L de agua, en tanques troncocénicos con 30L de agua, Salinidad 36%e filtradaa 1 umy
esterilizada mediante radiacion ultravioleta e hipoclorito sodico, Temperatura 28 - 29 °C, con
aireacion, oxigenacion y control de pH mediante la adicion de 1 g/L de bicarbonato sddico
(NaHCO,). Transcurridas 24 h se realiz6 la cosecha, se procedio al lavado de la Artemia para
a continuacion pasar a la fase de enriquecimiento, que se llevd a cabo a una salinidad de
36%o, temperatura de 26 °C, a una densidad de 0,5 millones de nauplios/L de agua, utilizan-
do 0,4 g/L de Ori-Gold (Skretting Espafia SA, Burgos) como dieta de enriquecimiento. La
cosecha se realizo tras 12-14 h. Una vez cosechada, se procedio al lavado de la Artemia con
agua de mar filtrada a 1 pm y esterilizada mediante radiacion ultravioleta durante 15 minutos.

Para la determinacion de la carga bacteriana las muestras se recogieron de contenedo-
res de almacenamiento en frio después de la cosecha, donde la concentracion de metanau-
plios fue de 3 millones/L.

Para evaluar la eficacia de los productos ensayados, se Ilevaron a cabo 3 réplicas para
los grupos control y 3 réplicas para cada uno de los grupos experimentales, en los cuales se
afiadieron los productos comerciales segun las indicaciones dadas por el fabricante.

Se tomaron muestras de 5mL de Metanauplios de Artemia cosechadas de los grupos control
y experimentales. Para separar la Artemia del agua de cultivo, se pasaron las muestras de cada
tratamiento por un tamiz estéril de 100 um de luz de malla. La Artemia que quedo retenida se
lavo con 10 mL de agua de mar estéril. En condiciones de esterilidad, se tomaron 30 mg
de Artemia, se introdujeron en microtubos (Eppendorf) estériles, y se resuspendieron en 1
mL de agua de mar estéril y se homogeneizé empleando micropistilos estériles (Eppendorf).
Con el fin de determinar la carga bacteriana en la Artemia, se realizaron diluciones seriadas
de las muestras y se sembraron 100 pL de cada dilucidn en placas de agar marino (AM) y de
tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS). Se incubaron las placas durante 48 - 72 h a tempera-
tura ambiente (22 °C). Una vez transcurrido este tiempo, se realizé el recuento de las colonias
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y se calcul6 la cantidad de bacterias como unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo
de Artemia.

Los datos obtenidos fueron comparados utilizando ANOVA de una via y prueba de
contraste SNK (Student-Newman-Keuls). Los resultados se expresan como la media + des-
viacion estandar. Se considero que las diferencias fueron significativas para p < 0,05.

Resultados y discusion

Los resultados de los recuentos de UFC/g Artemia para los grupos control fueron de
3,86-10% — 3,04-10° (AM) y 5,18-10%— 1,32-107 (TCBS); para el Sanocare® ACE fueron
de 3,99-108 - 8,74-10% (AM) 5,52-10"— 1,49-108 (TCBS); para el Micro Control RICH de
8,96-108— 1,76-10° (AM) y 1,22-10%— 5,79-10° (TCBS); para Pyceze® en enriquecimiento
5,94-10"-5,73-108 (AM) y 4,32-10°- 2,79-10° (TCBS); para Pyceze® en incubacion y enri-
quecimiento 9,05-10*- 2,93-10° (AM) y 8,38-10°— 5,73-10*(TCBS). La media y su desvia-
cién estandar d estos resultados se indican en la figura 1.

Figura 1.- Log UFC/g Artemia para el grupo control y los grupos experimentales.
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No se observan diferencias significativas en los recuentos de bacterias marinas heterétro-
fas (placas de AM) entre el grupo control y los tratados con Sanocare® ACE y Micro Control
RICH. El tratamiento con Pyceze®, tanto se si emplea Unicamente en la fase de enriqueci-
miento, como si se emplea en las fases de incubacion y enriquecimiento, disminuyd significa-
tivamente la carga bacteriana. Asimismo existen diferencias significativas en la disminucion
de la carga bacteriana si el producto es empleado Gnicamente en la fase de enriquecimiento o
si se emplea en las fases de incubacién y de enriquecimiento.

Por otra parte, todos los tratamientos excepto el Sanocare® ACE disminuyen significati-
vamente las bacterias del género Vibrio (placas de TCBS) respecto al grupo control.

Con el empleo de Pyceze® se han obtenido mejores resultados que empleando antibio-
ticos (Sahul & Balasubramanian, 2000), probidticos (Villamil et al., 2003) o desinfectantes
quimicos (Gatesoupe, 2002; Sahul & Balasubramanian, 2000),

Los resultados obtenidos en este estudio son preliminares, existiendo la necesidad de
profundizar en los siguientes aspectos: dosis empleadas, métodos de aplicacién y efecto de
dichos productos sobre las larvas que van a ser alimentadas.

Conclusiones

El producto que mejores resultados proporciona en la disminucion de la carga bacteriana,
tanto de las bacterias marinas heterotréficas (AM), como de las vibrionaceas (TCBS), es el
Pyceze® cuando dicho producto se emplea tanto en incubacién como en enriquecimiento
(p< 0,001).
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Resumen

En este trabajo, enmarcado dentro del proyecto europeo de pesca Desarrollo Sostenible de
las Pesquerias Artesanales del Arco Atlantico “PRESPO”, se realiza una primera aproxima-
cién tedrica al objeto de estudio: las etiquetas para los productos pesqueros. Posteriormente,
se ha centrado en un andlisis empirico sobre la respuesta del consumidor espafiol ante tres
tipos de etiquetas pesqueras concretas, a saber, la etiqueta de salud, la ecoetiqueta y la etiqueta
justa. El analisis ha profundizado en el estudio de los criterios que guian la compra del con-
sumidor potencial de cada etiqueta. Se trabaja a partir de informacién primaria obtenida a
través de un proceso de encuestacion realizado a consumidores espafioles en los meses de
agosto y septiembre de 2010. Se concluye que la etiqueta que podria tener una mejor acogida
por el consumidor potencial es la etiqueta salud aunque, en términos generales, es necesaria
una mayor informacion al consumidor sobre el etiquetado de productos pesqueros.

Palabras clave

Etiquetado, pesca, criterios de compra.
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Introduccion

El trabajo aqui presentado representa una de las lineas de investigacion seguidas en el
proyecto europeo de pesca “PRESPQO™, destinado al estudio de las etiquetas pesqueras. En
este caso concreto, el objetivo perseguido es el conocimiento tanto del grado de respuesta
del consumidor espafiol ante tres etiquetas de pescado fresco (etiqueta de salud, ecoetiqueta
y etiqueta justa), bajo el supuesto de igualdad de precio con un producto sin etiquetar, como
de los criterios que rigen su compra de este tipo de productos.

Para ello, se realiza, en un primer epigrafe, una breve introduccién al etiquetado, con
especial referencia a los productos pesqueros, para centrarnos en la explicacion de las tres
etiquetas analizadas en este trabajo. Posteriormente, en un segundo epigrafe, se expone
la metodologia y los principales resultados del analisis empirico realizado, a través de un
proceso de encuestacion.

El etiquetado, especial referencia al sector pesquero

El etiquetado es la via de comunicacion més importante entre los productores de
alimentos y los consumidores. La informacién que se transmite a través de una etiqueta
puede ser de muy diversa indole y caracter. De esta forma, podemos hablar de la existencia
de etiquetas obligatorias —impuestas por legislacién- y de etiquetas de caracter voluntario
para el productor y a través de las cuales éste obtiene un criterio de diferenciacion adicional
de su producto, dando lugar a una mayor competitividad y a la posibilidad de un sobreprecio
del mismo.

Respecto a la primera de ellas, y segun el Centro Europeo del Consumidor en Espafia, eti-
quetado de los productos atiende a los derechos a la seguridad y a la informacién del consu-
midor, ya que entre una de sus principales funciones se encuentra la de identificar al respon-
sable de dicho producto. No obstante, como se acaba de mencionar, ademas de esta etiqueta
basica a la que hace referencia el Centro Europeo del Consumidor, han proliferado multitud
de etiquetas de diversa indole para certificar, cada una de ellas, diversos aspectos y caracteris-
ticas vinculadas al producto. En este sentido, existen en la actualidad etiquetas para maltiples
tipos de productos, desde productos alimenticios hasta textiles, calzado, juguetes, etc. Las
mas conocidas por los consumidores son las Denominaciones de Origen, pero existen otras
como la FSC (Forest Stewardship Council) en el sector silvicola, etiquetas “Bio” de agricul-
tura bioldgica o la etiqueta europea para productos manufacturados, entre otras.

1. http://www.cripsul.ipimar.pt/PRESPO/index.php?pag=13&codldioma=4
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En el caso concreto de este trabajo, nos centramos en el estudio de un tipo muy concreto
de etiquetas, las destinadas a los productos de la pesca.

Como una primera aproximacion a las etiquetas para este tipo de productos, se puede
mencionar que la legislacion espafiola establece en el articulo 4 del Real Decreto 121/2004,
de 23 de enero (sobre la identificacién de los productos de la pesca, de la acuicultura y del
marisqueo vivos, frescos, refrigerados o cocidos), la informacién minima obligatoria que
debe contener las etiquetas del pescado, ya sea en el envase y/o embalaje, en los pallets o en
las tablillas o carteles de la venta a granel al consumidor final. Esta es la siguiente:

a. Denominacién comercial y cientifica de la especie. Por ejemplo, boquerén-Engraulis
encrasicolus. La denominacion comercial de la especie es de gran importancia para
evitar confundir al consumidor con otros productos de la pesca foraneos y de inferior
calidad pero de aspecto similar a los capturados por nuestras flotas, y en el caso de
la venta del producto fresco al por menor sin envase, siempre debe aparecer en la
tablilla o cartel de la pescaderia.

b. Meétodo de produccidn (pesca extractiva o pescado, pescado en aguas dulces, criado
0 acuicultura y marisqueo).

c. Nombre de la zona de captura o de cria (Atlantico noroeste, Mar Negro, Mar
Mediterraneo, etc.).

d. Peso neto (s6lo debe constar en las etiquetas de productos envasados).

e. Modo de presentacion y/o tratamiento (eviscerado, con cabeza, sin cabeza, fileteado,
cocido, descongelado, otros). Es habitual encontrar en el mercado, sobre todo en
la venta al por menor sin envase, productos descongelados que se venden como
frescos. En este caso, la legislacidn obliga a que se explicite en la tablilla de venta
la mencidn de descongelado y la fecha de caducidad, aunque en la practica esto no
siempre es asi.

f. Identificacion del primer expedidor o centro de expedicion (lonjas, establecimientos
autorizados en primera venta, etc.). Esta informacidn no es obligatoria que aparezca
en la tablilla de informacién al consumidor en la venta al por menor, pero el
establecimiento debe conocerla.

Sin embargo, ademas de esta etiqueta a la que acabamos de hacer referencia, de cumpli-
miento obligatorio y recogida en el Boletin Oficial del Estado, existen numerosas etiquetas
para los productos de la pesca de aplicacion voluntaria y que realzan o certifican una deter-
minada caracteristica de ese producto para, de esa manera, buscar la diferenciacién en el
mercado y hacerse més atractivo frente al consumidor. Esta es una de las lineas de investiga-
cion del proyecto europeo PRESPO, en el que se enmarca este estudio, donde se trabaja sobre
tres tipos de etiquetas de pesca diferentes, a saber (Dominguez Jurado y Pérez Péculo, 2011):
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Etiqueta de Salud o “saludable”, que garantiza que ese pescado tiene altos beneficios
para la salud.

Etiqueta Ecoldgica o Ecoetiquetado (en inglés Ecolabel), que garantiza que el
pescado etiquetado se ha obtenido aplicando unas técnicas respetuosas con el
caladero y que permiten su sostenibilidad a largo plazo.

Etiqueta Justa o Equitativa, que garantice que los productores puedan recibir un
mayor valor por la venta y comercializacion de ese pescado.

Existen en la actualidad numerosos ejemplos de etiquetas (de alguno de los tres tipos an-
teriores, pero fundamentalmente, ecoetiquetas?) destinadas a los productos pesqueros, entre
ellas podemos encontrar:

Marine Stewardship Council (MSC): basada en tres principios sobre el estado de
los stocks, el impacto de la pesca sobre el ecosistema y el sistema de gestion de la
pesqueria.

Friend of the Sea (FOS): basada, al igual que la anterior, en el estado de los stocks,
pero también en la trazabilidad, gestion, legislacién, selectividad y destructividad de
los aparejos.

KRAV: es un estandar dividido en cuatro partes diferentes: estado del stock, barcos
de pesca, método de pesca y desembarco y transformacién.

Carrefour “Pesca responsable”: etiqueta que certifica criterios de calidad alimentaria
y seguridad sanitaria, de proteccion y gestion del recurso y de proteccién medio
ambiental.

Alcampo “Por una pesca responsable”: basada en el estado del recurso, las zonas de
captura, métodos de pesca, estaciones de reproduccién y tallas minimas de captura.

Findus “Respeto de los recursos marinos™: que sigue diez principios: respeto de la
legalidad, evaluacion de riesgos, transparencia del etiquetaje, promocion de una
pesca sostenible, mejora permanente, dialogo, prohibicién, investigacion, trazabili-
dad y ética y medio ambiente.

2. El interés de los consumidores por este tipo de etiquetas ha aumentado debido, en gran parte,

al énfasis por la sostenibilidad del medio marino de la Politica Pesquera Comun Reformada de 2002.
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Anélisis empirico: metodologia y principales resultados

Los resultados que aqui se presentan, se han basado en la explotacién de una serie de
encuestas realizadas por la Universidad de Cadiz en el marco del proyecto europeo PRESPO
en agosto y septiembre de 2010. Para el proceso de encuestado se ha seleccionado una
muestra estratificada por perfiles socioeconémicos a mas 400 personas en todo el territorio
espafiol, lo que garantiza un error inferior al 5 por ciento (con p,=0,5). Las encuestas fueron
realizadas de forma personal, para poder respetar la estratificacion de la muestra, y en lugares
ajenos a la compra del pescado (mercados) o al consumo (restaurantes), para evitar el sesgo
derivado de ambas situaciones.

Para conocer el grado de respuesta del consumidor espafiol antes las etiquetas de los
productos pesqueros frescos, se les pregunta, en primer lugar, por su eleccién ante el mismo
producto a precio similar. Los resultados de la encuestas han sefialado que el 93,4 por ciento
de los consumidores espafioles han elegido comprar un producto del mar etiquetado frente
a un producto sin etiqueta. Sin embargo, las preferencias ante los tres tipos de etiquetas que
componen nuestro estudio han sido diferentes: las etiquetas de salud se encuentran en primer
lugar, con un 68,1 por ciento de los casos, seguidas, a gran distancia, por las ecoetiquetas con
un 20,6 por ciento y, finalmente, so6lo el 11,3 por ciento de los consumidores preferirian una
etiqueta de precio justo (Fig.1).

Figura 1.- Eleccién de etiqueta a precio similar.

No obstante, los consumidores se han mostrado receptivos a cualquiera de las tres
etiquetas, puesto que el 85,8 por ciento de los mismos han manifestado que en alguna ocasién
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comprarian productos con etiqueta de salud, el 78,3 por ciento lo harian con una ecoetiqueta,
y en el 68,4 por ciento podria comprar productos con etiqueta de precio justo.

Una vez conocida su actitud ante la etiqueta de los productos frescos del mar, se aborda
la cuestion de los criterios que guian su compra y si éstos son diferentes en funcién de la
etiqueta que ha seleccionado cada consumidor, para, de esta manera, establecer los primeros
rasgos de un posible perfil del consumidor. Estos criterios han presentado coincidencias en
el grado de respuestas que, a través de un andlisis para detectar las comunalidades existentes
entre caracteristicas (Dominguez Jurado y Pérez Péculo, 2011), se pueden resumir en dos
grandes categorias: por un lado, las relacionadas con el sistema productivo, es decir, con
la forma de explotacidn del recurso, y por otro lado, con su presentacion en el mercado.
Ademés, se ha afiadido una tercera categoria de vital importancia y que no se enmarca en
ninguna de las dos anteriores, el precio (Tablal) .

Tabla 1.-Asociacion de los criterios de compra.

Procesos Productivos Presentacion en el Mercado Precios

Su origen geogréafico

. . L Forma de preparacion
Origen salvaje o piscicultura

Aspecto visual (frescura) Precios

La técnica de pesca . o
Sus cualidades nutritivas

Estado del stock del recurso

Fuente: Elaboracion propia.

Complementando los resultados de la tabla I, en la figura 2 se observa que, para el con-
sumidor de producto con etiqueta, los criterios mas valorados han sido los relacionados con
la presentacion en el mercado (apariencia visual, cualidades nutricionales y forma de prepa-
racion) y el precio de venta, mientras que los menos valorados han sido el estado de agota-
miento de los recursos y las técnicas de pesca.
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Figura 2.- Valoracion de los Criterios de Compra (0-10).

También es importante resaltar, de la figura 2, que se ha constatado una diferencia impor-
tante en los criterios de compra relacionados con la forma de presentacion en los mercados
entre los encuestados que han elegido una etiqueta y los que no. Los consumidores que han
preferido un pescado etiquetado han sido mas exigentes a la hora de valorar las cualida-
des nutricionales y el aspecto visual, y también se han mostrado mas sensibles al precio.
A diferencia de los criterios relacionados con los procesos productivos que son, como se
ha sefialado anteriormente, de obligado cumplimiento en las tablillas y ballets de venta al
consumidor final.

Continuando con el estudio, hemos analizado la relacion entre los criterios de compra y
la preferencia por un determinado tipo de etiqueta. De esta manera, segun se representa en la
figura 3, el aspecto visual es el criterio mas valorado, con una puntuacion de 8,6 (sobre 10),
seguido del precio de venta con casi el 8. Las cualidades nutritivas ha sido un aspecto con una
valoracion notable, casi un 7,5. En el lado contrario se encuentran la explotacidon del caladero
y la técnica de pesca, con una puntuacion cercana al 2,5. El entono geografico y su origen
(pesca extractiva o piscifactoria) también reciben una puntuacién inferior a 5. Igualmente, el
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consumidor se muestra poco receptivo al renombre y a los consejos del vendedor.

Figura 3.- Valoracion de los Criterios de Compra (0-10) para los consumidores de productos
etiquetados.

Especificamente, haciendo referencia a cada tipo de etiqueta, tal y como se recoge en la
figura 3, se puede relacionar la eleccion de cada etiqueta con unos criterios de compra deter-
minados:

«» Los consumidores de etiqueta de Salud son los que més valor han dado al precio de
venta, a las cualidades nutritivas y al renombre o reputacion del producto.

«» Los consumidores de ecoetiqueta, han dado mayor puntuacion a los criterios relacio-
nados con la explotacion del caladero, técnica de pesca, origen geografico y consejos
del vendedor.
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+» Los consumidores de etiqueta de precio justo, se centran, fundamentalmente, en el
aspecto visual y a la forma de preparacion.

Sin embargo, las diferencias observadas entre los criterios de compra no son significa-
tivas para los consumidores de ecoetiqueta, que presentan un comportamiento homogéneo.
Si se han detectado diferencias relevantes en el precio -un criterio especialmente importante
para los consumidores que eligen etiquetas de salud-, y en la forma de presentacion -criterio
muy importante para los consumidores que han elegido una etiqueta de precio justo-.

Conclusiones

El etiquetado de los productos agroalimentarios permite la puesta en valor de una serie
de caracteristicas especificas. En este sentido, a lo largo de los Gltimos afios han ido ganando
peso en los mercados las etiquetas relacionadas con la cualidades sanitarias de los productos
(“Bi0”™), con la sostenibilidad de los recursos (“Ecolégicas”) y con la garantia de rentas a los
productores (Precio Justo). La diferenciacion a través de las etiquetas permite la puesta en
valor de unas caracteristicas que el mercado debe remunerar a través de los precios.

El estudio realizado para ver el grado de respuesta de los criterios de compra del consu-
midor esparfiol ante el etiquetado de los productos del mar frescos pone de manifiesto que:

«» Para el consumidor espafiol es muy importante la forma de presentacion en los
mercados, valorando especialmente la frescura de los productos y sus cualidades
nutricionales.

«» El precio de venta sigue siendo muy importante, ya que es el segundo criterio mas
valorado a la hora de comprar pescado.

« El consumidor espafiol, presta menos importancia a la forma de extraccion de los
productos pesqueros, razon por la cual tiene una menor valoracién del estado de los
recursos, su forma de explotacion, etc.

De todo ello se puede sefialar que las etiquetas relacionadas con los productos de salud
podrian tener una buena aceptacion en el mercado nacional y las etiquetas relacionadas con la
sostenibilidad de las pesquerias presentan unas buenas perspectivas, ya que hay una demanda
incipiente, pero seria necesario un mayor conocimiento por parte del publico ya que no son
conocidas por el consumidor.
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Como comentario final, reflejar la escasa valoracién que el consumidor otorga a los
criterios relacionados con los procesos productivos y que son los que, por normativa, deben
aparecer reflejados en pallets, tablillas, carteles, de venta al publico.
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Resumen

A partir de tres ejemplares de caballito de mar narizén (Hippocampus reidi Ginsburg,
1933) adquiridos en la red comercial se llevo a cabo su reproduccién bajo condiciones con-
troladas. La alimentacion de los reproductores estuvo basada en Artemia salina viva en
estado adulto proporcionada en dos tomas diarias. Se comenzé con 200 artemias/idividuo/
dia llegando a suministrarles 700 artemias/individuo/dia desde la segunda semana de la ex-
periencia. Los ensayos de reproduccion se realizaron en un acuario de 250 L con agua de mar
filtrada y esterilizada. Los pardmetros de cultivo fueron temperatura 25+1 °C; la salinidad en
torno a 35%o, el pH en 8-9 y el oxigeno disuelto por encima de 6 mg/L. Fueron sometidos a
un fotoperiodo de 12:12 (Gonzalez et al, 2004). Se observd la edad de diferenciacion sexual y
de primera reproduccidn asi como los rituales de cortejo y la ausencia de fidelidad a la pareja
en cautividad.

Bajo estas condiciones se obtuvieron crias a los 69 dias desde el inicio de la experiencia,
teniendo los reproductores una edad de 4 meses y medio. Al contrario de lo citado en las refe-
rencias bibliograficas (Sobolewski, 1997) no fue necesaria una altura de columna de agua de
90 cm para que tuviese lugar la copula. Se determind que una buena dieta basada en alimento
vivo fue fundamental para la obtencidn de puestas de calidad.
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Palabras clave

Hippocampus, acuariofilia, reproduccion, artemia.

Introduccion

Maés de 20 millones de caballitos de mar son extraidos de su medio cada afio. Como
respuesta al incremento global de la pesca indiscriminada, se han creado en el ambito mundial
proyectos con el fin de preservar la especie y el entorno donde habita (Vincent, 1995). Desde
el afio 2004 las 32 especies del género Hippocampus estan incluidas en el apéndice 11 del
CITES.

La mayor parte de los caballitos capturados estan destinados al mercado asiatico, donde
se comercializan en seco y se les atribuyen propiedades afrodisiacas y curativas. Asimismo,
existe un mercado especifico para acuariofilia, principalmente en Europa y E.E.U.U (FAO,
2004).

La demanda de caballitos de mar vivos para acuarios ha incrementado en los Gltimos
afios. Destaca Alemania con un volumen de importaciones de 6.000 individuos al afio
(UNEP- WCMC CITES, 2008). Este incremento de la demanda ha provocado la aparicion de
criaderos en Europa y aun asi se siguen importando ejemplares. Para evitar la disminucién
de las poblaciones naturales es necesario aumentar el cultivo de las especies de este género.

El Hippocampus reidi es una de las especies mas demandadas en el comercio de los
peces ornamentales (Dos Santos, 2009), con un rapido crecimiento y elevada supervivencia
(Gonzélez et al, 2004).

Con esta experiencia queremos estudiar su comportamiento reproductivo y asi facilitar un
mayor conocimiento sobre su cultivo.

Materiales y métodos

Esta experiencia se realizé con dos machos y una hembra de Hippocampus reidi adquiridos
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en la red comercial y mantenidos en cautividad. En el momento de su recepcion los ejempla-
res tenian la edad de 2 meses, segun la relacion talla-edad de Gonzalez et al (2004).

El traslado de los ejemplares a las instalaciones de cultivo tuvo una duracién de 2 horas
en las que los individuos se mantuvieron en bolsas traslicidas de 1 L de capacidad, con % de
agua y el resto de oxigeno medicinal.

Una vez en las instalaciones, los tres individuos fueron introducidos en un acuario de 90
L de capacidad con fondo transparente, en circuito cerrado, con temperatura controlada y
equipado con un filtro de nytal de 100 um para evitar la pérdida de alimento vivo. El sistema
de tratamiento de agua incluia un filtro biolégico, filtracion mecénica hasta 1 um y esteri-
lizacion por UV (Chamorro et al, 2007). El acuario fue ambientado con una rejilla plastica
y con algas artificiales para que los individuos, de habitos bentonicos, pudiesen sujetarse
con su cola prensil. Transcurridos 9 dias desde la recepcion se cambi6 el color del fondo del
acuario pasando de ser transparente a amarillo, para comprobar si en estos individuos existe
mimetismo con el medio.

Para la alimentacidn de los reproductores se cultivé Artemia salina EG, proporcionandola
en estado adulto. La alimentacion de la artemia se realiz6 con la microalga Isochrysis galbana
en vivo y ademas fue enriquecida en acidos grasos (Payne et al, 2000) con un producto
comercial (Red Pepper). La frecuencia de alimentacion de los ejemplares de Hippocampus
reidi fue de dos tomas diarias, una por la mafiana y otra por la tarde (excepto los fines de
semana, con una sola toma al dia). Se comenzd con una dieta de 200 artemias vivas por
individuo/dia, incrementandola paulatinamente hasta llegar a 700 artemias/individuo/dia.

Diariamente se midieron los parametros fisico-quimicos del agua. La temperatura se
mantuvo en 25 + 1 °C; la salinidad en torno a 35%e, el pH en 8-9, el oxigeno disuelto siempre
por encima de 6 mg/L y los valores de amonio, nitritos y nitratos se mantuvieron por debajo
de los niveles de toxicidad. El fotoperiodo al que se sometieron fue de 12:12 (Gonzélez et
al, 2004).

Las operaciones de cultivo consistieron en: la limpieza del acuario sifonando los desechos;
la revision y limpieza diaria del filtro que evitaba la pérdida del alimento; y renovaciones
diarias del agua de aproximadamente el 10% del volumen total.

Los ejemplares fueron observados diariamente para controlar su conducta durante las
etapas de diferenciacion sexual, madurez, cortejo y cépula. La diferenciacion sexual se basa
en la aparicion de una bolsa de gestacion en los machos, y de un ovopositor en las hembras.
En la fase de copula la hembra transfiere sus gametos al macho, que sera el que expulse las
crias.
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Se tomaron datos de la longitud y el peso de los ejemplares a los 35 dias desde el inicio
de la experiencia. No se realizaron méas medidas por temor a que dicho manejo provocase un
estrés en los individuos que pudiese afectar al proceso de cépula. La medida que se tomé fue
la longitud total, LT, que va desde la corona hasta el extremo de la cola.

Una vez observado el primer cortejo, se individualiz6 la primera pareja en un acuario
de 250 L con 1 metro de altura para que tuviese lugar la copula, ya que existen referencias
(Sobolewski, 1997) de que es necesario disponer de al menos 90 cm de columna de agua
para que ésta tenga lugar. Para comprobar si existia rivalidad entre los dos machos puestos
en contacto con una sola hembra, el segundo macho se introdujo en el acuario de 250 L trece
dias después.

Debido a problemas logisticos nos vimos obligados a introducir a los tres ejemplares
en un nuevo acuario de 90 L con 40 cm de altura. Las condiciones de cultivo en este nuevo
acuario fueron las mismas que las utilizadas hasta ese momento.

Resultados y discusién

Una vez iniciado el cultivo, se observd la evolucion de los ejemplares tras un periodo de
aclimatacion de 7 horas. Los individuos mostraron una buena adaptacion a su nuevo hébitat,
nadando activamente. EI comportamiento alimenticio de los ejemplares mostré patrones
activos de captura de presa. En el momento en que se cambid la alimentacion a artemia
congelada hubo una interrupcion en las puestas por lo que se continué con alimento vivo.

En el transcurso del cultivo se observo un cambio de coloracion de los individuos pasando
de una tonalidad parda a amarilla intensa, en el momento en que se cambi¢ el fondo del
acuario de transparente a amarillo. Este hecho pone de manifiesto la capacidad que tienen
estos individuos para mimetizarse con el medio.

Tras 28 dias desde el inicio de la experiencia, se observé la presencia de la bolsa de
gestacion en los machos, lo que se corresponde con una edad de tres meses segln la curva de
crecimiento de Gonzalez et al. (2004). La aparicion del ovopositor en la hembra se observé 17
dias después. Estos caracteres permitieron diferenciarlos sexualmente. Quince dias después
de la aparicion de la bolsa, se observaron los primeros rituales de cortejo entre los tres ejem-
plares. EI macho y la hembra se entrelazaban con la cola, nadando de forma sincronizada
con el hocico pegado a su parte ventral y ambos aclaraban su coloracion. El hecho de que la
hembra participase en rituales de cortejo con ambos machos indica que en cautividad no se
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conserva la fidelidad a la pareja.

El dia 35 se midieron los tres ejemplares de Hippocampus reidi que en ese momento
tendrian casi 4 meses de edad. La hembra midi6 7 + 0,1 cm, el macho mas grande 10 + 0,1 cm
y el macho pequefio 8 + 0,1 cm. En este momento del ensayo, se pesaron los tres individuos
obteniéndose un peso de 5,1 £ 0,1 g para la hembra,y de 6,7+ 0,19y 6,1+£0,1g para los
machos.

Cuatro dias después de que la primera pareja fuese individualizada tuvo lugar la cépula,
por tanto, 27 dias después de la aparicion de la bolsa de gestacion y con una edad de 4 meses.

Transcurridos 14 dias desde la copula, el macho 1, de menor tamafio, expulso 4 crias con
una talla media de 4,86 + 0,01 mm y un peso himedo medio de 1,4 + 0,01 mg. El macho
2, de mayor tamafio, expulsé 20 crias 13 dias después del primero. La segunda puesta del
macho 1 se consigui6 26 dias después de la primera, produciéndose la liberacion de 85 crias.

Figura 1.- Temporalizacion de los principales eventos reproductivos de Hippocampus reidi
en cautividad

Podemos concluir que en las condiciones de estudio una vez observado el primer cortejo,
éstos se suceden de forma continua, preferentemente a primera hora de la mafiana. La hembra
realiza cortejos con ambos machos y entre ellos no se observé rivalidad en ningln caso.

El tiempo de gestacién de los machos de H. reidi se corresponde con las referencias
existentes (Gomez et al, 2004) para esta especie, durando en nuestro caso aproximadamente
15 dias.

Se observo que la hembra deposit6 sus huevos en diferentes machos con un intervalo de
trece dias. En este ensayo se observo que un mismo macho tuvo una frecuencia de puestas de
26 dias, pudiendo copular 12 dias después de la expulsion de las crias.
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Después de introducir a los tres ejemplares en el acuario de 90 L que tenia una altura
de 40 cm, los rituales de cortejo, la cépula y las puestas se siguieron produciendo de forma
sucesiva. En nuestro caso no fueron necesarios los 90 cm de columna de agua (Sobolewski,
1997) para que tuviese lugar la copula. En este nuevo acuario, y tras un breve periodo de
aclimatacion, tuvo lugar la tercera puesta del macho 1, expulsando 120 crias.

Tal como se documenta en la bibliografia (Gonzalez et al, 2004) el nimero de crias expul-
sadas por un macho de H. reidi en cautividad puede variar entre 45y 940 crias, dependiendo
del tamafio de los reproductores. En este ensayo el nimero de crias aumento, pasando de 4
en la primera a 85 en la segunda y 120 en la tercera.

Figura 2.- Puestas de un mismo macho.

Conclusiones

Los resultados del estudio sugieren que manteniendo los reproductores en las instalacio-
nes adecuadas y con una buena dieta, basada en alimento vivo, se pueden conseguir puestas
con frecuencia y relativa facilidad.
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Resumo

Ap6s uma apresentacdo dos métodos atuais para avaliagdo da qualidade do pescado, sa-
lienta-se a importancia dos sensoriais. Destes, 0 Método do Indice de Qualidade (QIM, do
inglés Quality Index Method), o mais recente método em desenvolvimento, cujas tabelas ja
existem para quase uma centena de espécies e produtos, é descrito nas suas componentes
principais.

O trabalho consistiu na criacdo de uma nova tabela para o goraz-de-pinta (Pagellus
bogaraveo), peixe com interesse potencial para aquacultura no sul da Europa. A tabela final
é apresentada como o principal resultado deste trabalho.

Prevé-se que, num futuro préximo, continuem a ser publicadas tabelas para muitas outras
espécies e produtos, uma vez que este sistema sensorial se tem revelado muito Util, prético,
rapido, preciso e sem custos elevados.
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Palavras-chave

Pagellus bogaraveo, quality index method, QIM.

Introducéo

Existem para a avaliacdo da qualidade do pescado diversos métodos, divididos geral-
mente em sensoriais, quimicos, fisicos e microbiolégicos. Entre os tipos de métodos dispo-
niveis atualmente, os sensoriais assumem e deverdo continuar a assumir uma importancia
destacada, sobretudo, entre outras razdes, pela sua proximidade em relagdo a andlise feita
pelos consumidores (Bonilla, Sveinsdottir e Martinsdottir, 2007).

Neste grupo co-existem hoje em dia varios sistemas (muitos conhecidos por esquemas
ou tabelas), dos quais se salientam os esquemas Torry (Shewan, Mackintosh, Tucker e
Ehrenberg, 1953), o esquema da Unido Europeia ou esquema UE (Howgate et al. (1992) e o
Método do Indice de Qualidade (QIM) (Branch e Vail, 1985; Bremner, 1985; Bremner, Olley
e Vail, 1987).

Recentemente, tem vindo a realizar-se um esforco para a implementacdo do mais recente
QIM, que se baseia em carateristicas organoléticas muito semelhantes as do esquema da UE,
mas desenvolvido espécie a espécie e produto a produto (portanto, existem tabelas QIM para
espécies e produtos diferentes); a atribuicdo de pontos é feita pelas caracteristicas negativas
que v@o surgindo. O esquema apresenta assim pontuagdes crescentes, que se designam por
pontos de demérito (pescado no momento da morte tem pontuacao = 0). O QIM é um esquema
mais preciso, mas também de uso mais demorado e complexo do que o esquema da UE.

A especificidade e precisdo do QIM implicam a construcéo de tabelas dedicadas a cada
espécie, produto e até mesmo tipo de armazenamento em causa. No sul da Europa, as espécies
que mais tém sido alvo deste novo tipo de método séo as dos peixes de aquacultura, com in-
cidéncia principal nas espécies de elevado valor local e nas que mais recentemente entraram
na lista de espécies cultivaveis.

O goraz-de-pinta ¢ uma destas espécies: apresenta algum potencial para aquacultu-
ra, tem uma importancia comercial local relevante e, adicionalmente, ndo é muito comum
noutros paises, pelo que a realizagdo de um novo esquema para esta espécie (peixes inteiros
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e conservados em gelo moido) foi o objetivo deste trabalho (Sant’Ana, Soares e Vaz-Pires,
2011).

Figura 1.- Curvas tipicas de esquemas recentes em analise do pescado: esquema UE e
esquema QIM.

Materiais e métodos

A construcdo de um esquema QIM tem por base a observacdo e cuidadoso registo das
alterages que ocorrem no pescado durante a sua degradacdo, até ser atingido o ponto de
rejeicdo, definido principalmente por carateristicas sensoriais (e.g. aspeto, brilho e muco em
peixe inteiro e/ou masculo, e/ou avaliaces feitas por painéis (e.g. odor, flavor e textura, em
filetes), geralmente complementadas por analises fisicas, quimicas e/ou microbioldgicas. As
carateristicas mais relevantes e com variag@es mais regulares ao longo da degradacéo foram
usadas para construir uma tabela, na qual se referem os pontos (de demérito) a atribuir a cada
carateristica.

Este esquema permite estimar o tempo passado em gelo ice days e prever o tempo restante
até a rejeicdo. A precisdo € de cerca de = 1 dia em gelo.
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Resultados

O resultado obtido neste trabalho é a tabela QIM para esta espécie.

Tabela I.- Esquema QIM do goraz-de-pinta (Pagellus bogaraveo), armazenado em caixas
com gelo moido.

Atributo Parametro Carateristicas Pontuacéo
Aparéncia Pele dorsal Brilhante, iridiscente, rosa-salmao
Ligeiramente brilhante
Nada brilhante, baca
Regido abdominal e opérculo Cinzento, prateado
Cinzento, com pontos amarelados
Cinzento, com pontos castanhos
Cheiro Fresco, a algas
Neutro
A leite azedo
Metélico
Textura Firmeza Firme
Algo mole
Muito mole
Regido bucal Resisténcia Elevada
Reduzida
Sem resisténcia
Cor Rosado
Amarelado
Regido anal Muco Ausente
Presente
Posicédo Fechada
Aberta
Muito aberta
Olhos Cornea Clara, transltcida
Opaca e/ou vermelha
Leitosa, gelatinosa
Pupila Preta, brilhante
Ligeiramente leitoso e opaco
Leitoso, branco, opao

Forma Plano
Convexo
Concavo
Deformado
Bréanquias Cor Vermelho brilhante

Vermelho, castanho-claro
Castanho e/ou esverdeado
Muco Ausente
Transparente, gelatinoso
Milky
Transparente, aquoso
Cheiro Aalgas
Neutro
A podre, metélico

NP OWNRFONRPFPOWNRFONRFONRFPROMNRFRPRORPROIPONRFPONRPFPOWNREFPONRPEFPONEREO

@
w
o

Pontuacdo total
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Discussao

A tabela apresentada €, como ja se tornou comum neste tipo de primeiras publicacfes
de tabelas QIM, uma primeira versao que s a utilizacdo no terreno, de forma rotineira,
permitird melhorar através das dificuldades que os utilizadores vierem a revelar.

Pode considerar-se como um instrumento de trabalho muito Gtil, que permitira de forma
rapida, eficaz e precisa, e sem grandes custos, atribuir ao goraz-de-pinta uma determinada
pontuagdo, correspondente a um indice de qualidade, que pode ser relacionado diretamente
a dias em gelo correspondentes ja passados, e dias restantes ainda disponiveis até a rejeicéo.

Conclusoes

Salienta-se, como principal conclusdo, que este tipo de tabelas no esquema QIM serdo
cada vez mais utilizadas e vulgarizadas no futuro, prevendo-se que todas as espécies comer-
cializadas (e diferentes produtos) venham a ter mais tarde ou mais cedo o seu esquema QIM
dedicado, que se tornara assim no sistema de avaliacdo sensorial de pescado mais comum e
facil de utilizar.
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Resumo

Neste trabalho descrevem-se as diversas etapas efetuadas com vista ao langamento no
mercado de um novo produto, a base de ovas de sardinha (Sardina pilchardus) e de biqueirdo
(Engraulis spp.) anchovado, comercialmente designado como tipo “caviar”.

Os objetivos do trabalho para além da realizagdo de testes preliminares para elaboracédo
do novo produto visavam a elaboracdo e analise de um inquérito para estabelecimento do
consumidor-alvo preferencial e do posicionamento especifico do produto no mercado.

A técnica usada foi a esferificacdo bésica. Trata-se da gelificacdo controlada de um
liquido, misturado com alginato de sodio submergido numa solucéo de cloreto de célcio.

Foi elaborado e realizado um inquérito onde foram equacionados diversos parametros,
género, idade, escaldo remuneratdrio, habito de consumo de conservas de pescado, critério
de escolha do produto, consumo ao longo do ano, curiosidade/interesse em produtos tipo
“caviar”, tendo-se concluido que havia influéncia das variaveis género e escaldo remunera-
tério no interesse no produto, mas ndo tendo sido detetada qualquer dependéncia em relacéo
as outras variaveis analisadas.
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Palavras-chave

Cauviar, esferificacdo, consumidor-alvo.

Introducéo

O numero de empresas conserveiras diminuiu consideravelmente nos Ultimos anos, mas
as que estdo atualmente em funcionamento sdo empresas muito modernas e competitivas,
que diversificaram a sua producéo usando agora uma maior variedade de espécies e produtos
(Dias, 1991; DGPA, 1999; DGPA, 2001; An6nimo, 2010).

Este trabalho foi realizado por solicitagdo de uma empresa de conservas que pretendia
langar no mercado um novo produto a base de matérias-primas comumente usadas pela
empresa. Os objetivos do trabalho, para além da realizacéo de testes preliminares para elabo-
racdo do novo produto, visaram a elaboracdo e analise de um inquérito para estabelecimento
do consumidor-alvo preferencial e do posicionamento especifico do produto no mercado
(Lindon, 2006)

Materiais e métodos

A técnica usada foi a esferificacdo basica. Consiste na gelificagdo controlada de um
liquido, misturado com alginato de s6dio submergido numa outra solucéo liquida com cloreto
de célcio. O liquido contendo o alginato torna-se mais espesso, solidifica-se e forma entdo
uma parede externa gelatinosa a superficie da esfera. A reagcdo com o alginato de sédio é feita
a frio e é muito rapida.

Para a primeira experiéncia, prepararam-se latas de conservas ja esterilizadas de ovas
de sardinha e latas de anchovas e foi usado o kit de esferificagdo gastronomy lab (El Bulli),
constituido por diversos utensilios adequados para cada operagdo de esferificagdo (seringas,
colheres, escorredor, etc.), alginato de sodio e cloreto de célcio. Nesta primeira experiéncia,
seguiram-se as indicacfes do kit. No caso das ovas de sardinha usaram-se 0,5 g/100cm?® de
alginato de sodio e 0,5 g/100 cm? de cloreto de calcio. No caso do biqueirdo anchovado foi
usado 1 g/100 cm? de alginato e 0,5 g/100 cm? de cloreto de célcio.
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Na segunda experiéncia mantiveram-se as quantidades de cloreto de calcio mas expe-
rimentaram-se diversas quantidades de alginato de sodio (2, 3 e 5 g/100 cm?®). No caso do
biqueirdo anchovado para a diminuigdo do pH adicionou-se ainda citrato de sodio (0,5 g/100
cm?d).

A fim de se poder avaliar a aceitagdo do produto e a definir-se o potencial consumidor,
foi elaborado e realizado um inquérito onde foram equacionados diversos parametros, sexo,
idade, escaldo remuneratorio, habito de consumo de conservas de pescado, critério de escolha
do produto, consumo ao longo do ano, curiosidade/interesse em produtos tipo caviar. Foram
distribuidos 150 inquéritos a uma populacdo adulta (>20 anos), entregues e rececionados em
mao ou via correio eletrénico. Responderam 116 inquiridos (77,33%) tendo sido rejeitados
16 inquéritos (23,66%) por ndo se encontrarem completos.

Foram utilizados testes ndo paramétricos (teste da independéncia do qui-quadrado) a um
nivel de significancia de 0,05, para avaliar a influéncia (dependéncia) das variaveis estudadas.

O teste de independéncia do qui-quadrado para tabelas de contingéncia 2x2 foi efetuado
utilizando o STATISTICA V.7 (Statsoft, EUA) e para tabelas de ordem superior foi usada
uma folha de célculo online: http://www.people.ku.edu/~preacher/chisg/chisqg.htm.

Resultados e discussao

No caso do produto a base de ovas de sardinha obtiveram-se umas esferas relativamente
estaveis. O produto apresentava a cor caracteristica propria da ova de sardinha, a cor salmao.

No caso do produto a base de anchovas ndo se conseguiram obter esferas estaveis - quase
imediatamente ap0s contacto com a solucéo de cloreto de calcio, as esferas comegavam a
dissolver-se. O produto apresentava uma tonalidade acastanhada, caracteristica da matéria-
prima.

Apos a 2% experiéncia em que se experimentaram diferentes concentragdes de alginato
de sddio e se adicionou citrato de sodio para baixar o pH de 4,7 para 3,0, 0 produto a base
biqueirdo ndo apresentava as caracteristicas desejaveis.

Para aperfeicoamento da técnica decidiu-se frequentar uma formagdo com um dos grandes
chefes da cozinha molecular, o Chef Thierry Marx, e com o Professor Raphaél Haumont, da
Universidade de Paris-Sud, que apds algumas reflexdes sugeriram que se pusesse de parte
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0 biqueirdo anchovado e que se experimentasse cozer previamente as ovas de sardinha em
embalagens plasticas, recuperar o seu exsudado e s6 entéo adicionar o alginato de sodio para
depois se proceder ao processo de esferificagdo. Estas experiéncias, posteriormente reali-
zadas na empresa de conservas, mostraram ser efetivas produzindo-se esferas perfeitas e
estaveis.

Aos 150 inquéritos distribuidos responderam 116 inquiridos (77,33%) tendo sido rejeita-
dos 16 inquéritos (23,66%) por ndo se encontrarem completos.

Foram efetuados testes ndo paramétricos (teste da independéncia do qui-quadrado) a um
nivel de significancia de 0,05, para avaliar a influéncia (dependéncia) das variaveis estudadas
entre si. Este teste foi escolhido devido a existéncia de variaveis nominais (sexo, consumo de
conserva e interesse no produto) que permitem apenas a determinacao de dados de frequéncia
(contagem). Responderam ao inquérito 33% de individuos do sexo masculino e 67% do sexo
feminino e a maior parte dos inquiridos (45%) tinham idades compreendidas entre os 30 e
0s 50 anos. 70% dos inquiridos auferiam de remuneragdes mensais superiores a 1.000 euros.
A maioria (95%), apresentaram-se como consumidores de conservas. Relativamente aos
critérios de escolha dos produtos (marca, preco, qualidade, embalagem e outras razdes que
poderiam apontar) os inquiridos selecionaram sobretudo as componentes qualidade (70%) e
preco do produto (55%), aparecendo a marca como 3° fator condicionante da escolha (48%).
Verificou-se que o consumo de conservas era feito sobretudo no Verdo (85%) e Primavera
(50%). Os inquiridos revelaram um elevado interesse pelo produto tipo caviar. (67% dos in-
quiridos estaria interessado em comprar 0 novo produto, quer seja por curiosidade, quer seja
pela sua denominacéo.

Figura 1. — Frequéncia absoluta de acordo com o sexo e interesse pelo produto.
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Com excecao do género e do rendimento ndo se verificou influéncia das outras variaveis
no consumo de conservas (Fig. 1 e 2).

O teste da independéncia do qui-quadrado entre as variaveis interesse no produto e
género concluiu que estas sdo dependentes (p= 0,018), havendo assim influéncia do género
do inquirido no interesse pelo produto.

O teste de independéncia do qui-quadrado entre as variaveis rendimento e interesse no
produto indicou que estas sdo estatisticamente diferentes (p= 0,025). E possivel verificar
(Fig. 2) que os consumidores com rendimentos mais elevados estdo mais interessados pelo
novo produto embora fosse de esperar que o escaldo remuneratério mais elevado (>2.000
euros) influenciasse mais o consumo do que o escaldo de rendimentos entre 1.000 e 2.000
euros, como efetivamente aconteceu.

Figura 2. — Frequéncia absoluta de acordo com o rendimento e interesse pelo produto.

Conclusoes

O produto a base de ovas de sardinha apresentou caracteristicas organoléticas mais
préximas do desejado do que o produto a base de biqueirdo anchovado e depois deste estudo
foi decidido por de parte esta matéria-prima e trabalhar-se somente no otimizagdo do produto
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a partir de ovas de sardinha.

Das variaveis analisadas so foi detetada influéncia das variaveis género e escaldo remu-
neratorio no interesse no produto tendo-se estabelecido a seguinte linha estratégica basica
estabelecida para a comercializagdo do produto: Populagdo-alvo: adultos, énfase no sexo
masculino, com idades superiores a 20 anos e com remuneragdes mensais superiores a 1.000
euros.
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Resumen

El proyecto Diademar tiene como objetivo principal recuperar la biodiversidad de los
fondos de Canarias dominados por blanquizales mediante la revalorizacién econémica del
recurso Diadema aff. antillarum. Una de las actividades del proyecto ha sido desarrollar
un plan de seguimiento ambiental para estudiar el equilibrio del medio y la sostenibilidad
del recurso, a través de la evaluacién del recurso en las zonas de trabajo antes y durante la
actividad de extraccion y el monitoreo de la estructura del ecosistema, diversidad y abundan-
cia de especies de peces, invertebrados y algas.

Palabras clave

Diadema antillarum, blanquizal, recuperacion, ecosistema
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Introduccion

Diadema aff. antillarum es una especie de erizo de pUas largas que se caracteriza por ser
una voraz consumidora de algas, base de la cadena trofica de numerosos ecosistemas litorales
del archipiélago Canario. La accion ramoneadora de D. antillarum ha generado, en gran parte
de los fondos infralitorales de Canarias, zonas desprovistas de cualquier tipo de cobertura
vegetal y animal conocidas como blanquizales, los cuales dominan en muchas zonas del ar-
chipiélago. (Brito et al., 2004; Clemente et al., 2008a, 2008b; Hernandez et al., 2006, 2007,
2008 a, 2008 b.; Tuya et al., 2004).

El proyecto Diademar busca recuperar la biodiversidad de los fondos de Canarias
dominados por blanquizales mediante la revalorizacion econémica del recurso, fomentando y
facilitando una intensa cooperacidn industrial, tecnoldgica y cientifica entre los participantes,
orientada al desarrollo de productos, procesos y servicios dirigidos a un mercado potencial.

Dentro del objetivo 1 del proyecto, la accién 1.4 Desarrollo un plan de seguimiento
ambiental: equilibrio del medio y sostenibilidad del recurso, trata de desarrollar un plan de
seguimiento ambiental para el equilibrio del medio y la sostenibilidad del recurso.

El seguimiento ambiental de las actividades de extraccion del erizo posee una doble
finalidad: estudiar el equilibrio del medio y la sostenibilidad del recurso. Los objetivos espe-
cificos de esta accién son:

«» Evaluacion del recurso en las zonas de trabajo antes del comienzo de la actividad de
extraccion.

«» Monitoreo del reclutamiento de erizos y de la estructura del ecosistema, diversidad
y abundancia de especies presentes en la zona de estudio.

Materiales y métodos

Se seleccionaron dos localidades con caracteristicas oceanograficas diferentes (Agaete
y Arguineguin) donde se localizaron 6 zonas con presencia de blanquizales desarrollados,
divididas en zonas de extraccion, donde se llevo a cabo la recoleccion de todos los individuos
de D. antillarum (970 t en Arguineguin y 2.400 t en Agaete) y 3 zonas de control. (Fig. 1)
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Se realizaron 12 seguimientos ambientales cada 2 meses, incluyendo un TO antes de la
extraccion. En cada seguimiento se realizaron 3 transectos de superficie conocida a dos pro-
fundidades dénde se censaron todas las especies de peces, incluyendo talla y abundancia,
invertebrados y cobertura algal, asi como la densidad de erizos por metro cuadrado presentes.
Las profundidades de muestreo estuvieron comprendidas entre los 0 y los 20 m. Se mues-
trearon dos franjas de profundidad: 0-8 m (somera) y de 12-20 m (profunda) en cada una de
las localidades.

Figura 1.- Zonas de muestreo.

Se utiliz6 el paquete estadistico Primer V6 para el andlisis de diversidad y de la similitud
de las zonas en base a las especies registradas mediante un analisis de escalamiento multidi-
mensional (MDS), asi como la realizacién de ANOVA de 3 vias para determinar diferencias
significativas de la diversidad y riqueza de las zonas control y extraccion tras 2 afios de
seguimiento.

«» La seleccién de los lugares y épocas de extraccion, se realiz en base a criterios
ambientales y econémicos (biologia de la especie, cercania a las cofradias de pes-
cadores).

«» Zonas seleccionadas: dos localidades, Agaete y Arguineguin y tres zonas control (C)
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y tres de extraccién (E) en cada una de ellas.

+» Periodo de estudio: se llevo a cabo el seguimiento mediante buzos con equipos de
buceo auténomo desde julio 2009 a junio 2011. TO a T11 cada dos meses, diferen-
ciando tres tiempos o épocas: TO (tiempo 0) al comienzo del experimento, agosto de
2009; T5 (tiempo 5) a la mitad del experimento, mayo de 2010; T11 (tiempo 11) al
final del experimento, en junio 2011.

Métodos de muestreo:

KD

+» Densidad-Abundancia Diadema aff. antillarum y macroinvertebrados: Se realizaron
12 transectos lineales paralelos a costa de 10 m de longitud x 2 m de ancho

« Cobertura algal: En cada sitio se muestrearon 20 cuadrados de 25x25 cm (0,0625
m?) y se tomaron datos del porcentaje de cobertura algal y porcentaje de blanquizal

+» Comunidad ictica: Se utiliz6 el método del transecto (25 m longitud x 4 m ancho
= 100 m?/transecto). Se realizaron 6 transectos en cada zona, 3 en cada franja de
profundidad

Resultados

Los resultados determinaron poblaciones de erizos heterogéneas, con una alta capacidad
de movilidad, ya que se determin6 mayor densidad de erizos en las zonas de extraccion en
algunos seguimientos. Esta disparidad no permite un patrén de recolonizacion de las zonas
de blanquizal por parte de las algas e invertebrados de forma Idgica, apareciendo en muchos
casos una mayor cobertura de algas en las zonas de control, lo que influye directamente en
las poblaciones de peces que se mueven a las zonas dénde hay mayor fuente de alimento.

Diadema aff. antillarum

La densidad media de erizos se mantuvo, tanto en la zona de control como en la zona
de extraccion entre 7 y 0 erizos por m?. Si analizamos las densidades a lo largo del tiempo,
se observa que en las dos localidades (Agaete y Arguineguin) existe una disminucidn de la
densidad media de erizos a partir del T4-T5, coincidente con la primavera de 2010 cuando
ocurrié la muerte masiva debido al episodio de la enfermedad de la calvicie (Fig. 2). Este
descenso se observa tanto en las zonas de extraccién como en las de control y a ambas pro-
fundidades, somera y profunda.
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Figura 2.- Densidad media de erizos en el periodo de estudio.

El anélisis estadistico (ANOVA de medidas repetidas) no detecta diferencias significati-
vas entre los factores analizados (localidad: Arguineguin — Agaete; zona: control — extrac-
cién; y profundidad: somero — profundo) en ninguno de los tiempos. (Tabla I)

Este comportamiento no nos permite determinar un patrén estable para las zonas en
cuanto a la presencia de Diadema aff. antillarum, siendo su comportamiento y densidad
similar entre las zonas de extraccion y las control, a pesar de haberse extraido 970 toneladas
en Arguineguin y 2.000 toneladas en Agaete.
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Tabla I.- Resultados del ANOVA de medidas repetidas.

Factor Valor F Significancia
L 0,022 5,376 n.s.
Z 0,102 1,101 n.s.
P 0,015 7,989 n.s.
L*Z 0,023 5,318 n.s.
L*P 0,095 1,190 n.s.
Z*P 0,085 1,333 n.s.
L*Z*P 0,097 1,157 n.s.

Macroinvertebrados

La diversidad presenta los mismos patrones de comportamiento tanto para la zona somera
como para la profunda, asi como para las zonas C como para las E, en la localidad de Agaete.
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La abundancia presenta un pequefio descenso desde el TO al T11, llegando casi hasta
la mitad de especies registradas al comienzo del experimento. (Fig. 3)

La riqueza nos indica, que aunque la abundancia disminuye a lo largo del tiempo,
este pardmetro en la zona E tiene un ligero aumento, tanto en la parte somera como
la profunda en el T11, pero con un comportamiento desigual a lo largo del tiempo,
un descenso hasta el T9 y un ligero aumento entre T3 a T7. La zona C, presenta una
riqueza inferior en el T11 que en el TO, con un descenso en el T8.

La diversidad de Margalef sigue el mismo patrén que la abundancia, con una pendiente
negativa a lo largo del tiempo, aunque es menos acusada en la zona somera, donde los
valores son algo mas estables al comienzo del experimento, al contrario que en la
profunda, dénde los valores mas bajos se encuentran en T1y T2. (Fig. 3)

La equitatividad de Pielou en la parte somera presenta el mismo patrén tanto en la
zona C como en la zona E, presentando un leve aumento de los valores desde TO
(0,7 y 0,8), al T11 con valores préximos a 0,9. Mientras que en la parte profunda,
los valores se mostraron estables a lo largo del tiempo, tanto en la zona C como en
la E. (Fig 3).

La diversidad de Shannon se mantiene estable en la parte somera, con valores
situados entre 2-2,5, mientras que en la profunda se observa un descenso en todas
las zonas C y E. (Fig. 3).

El indice de Simpson, presenta valores que se mantienen muy estables, en torno
a 1-1,2, tanto en las zonas C como E, y tanto en los censos someros como en los
profundos. (Fig. 3).
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Figura 3.- Pardmetros analizados en invertebrados ( Agaete) para las zonas control y extrac-
cion .

En el caso de la localidad de Arguineguin:
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La abundancia, presenta tras un primer aumento registrado en el T2, una disminu-
cidn de los valores en todos los casos hasta llegando al mismo rango de valores que
en el TO, en torno a 10 individuos totales por censo (Fig. 4).

La riqueza sin embargo, registra un ligero aumento en la parte somera, tanto en la
zona C como en la zona E, con méaximos y minimos alternados a lo largo del tiempo.
En la parte profunda este patrén es similar para la zona C, sin embargo en la zona E
la riqueza disminuye ligeramente a lo largo del tiempo, registrandose un méximo en
el T5 en torno a 16 especies diferentes censadas.

La diversidad de Margalef registra un descenso en la zona C en ambas profundi-
dades. En la zona E, la parte somera registra también un descenso similar a la C,
mientras que en la parte profunda, tras un primer registro de aumento de diversidad
entre el TO y el T1, comienza a descender, quedandose el valor medio en el T11
similar al registrado en el TO (Fig. 4).

La equitatividad de Pielou, tanto en la zona C como E presenta un descenso entre el
TOy T11 en la parte somera. Registrandose dos minimos enlazonaCen T3y T7,y
siendo mas estables los valores en la zona E. Esta estabilidad es la que se registro en
la parte profunda de la zona E, tras el aumento de 0,3 a 0,8 en el T1, manteniéndose
en 0,8 a lo largo del tiempo, similares al control (Fig. 4).

Este mismo patrdn se registro para la diversidad de Shannon y el indice de Simpson (Fig. 4).

Para poder comprobar las diferencias detectadas en el analisis de diversidad, se realiz6 un
ANOVA de 4 vias con el factor transecto anidado en el factor profundidad y el factor profun-
didad a su vez anidado en el factor zona, parael TOy el T11, dénde se evalud principalmente
la interaccidn entre el factor tiempo y el factor zona:

Ti+Z+P(2)+Tr(P)+TixZ

Tabla I1.- Resultados para el ANOVA para Diversidad de Shannon y Riqueza.

Agaete Arguineguin
Ti Hkk Fhk
Riqueza z e oo
q Z(P) n.s. n.s.
Ti*Z n.s. n.s.
Ti n.s. n.s.
- - Z n.s. n.s.
D h
iversidad Shannon Z(P) ns. n.s.
Ti*Z n.s. n.s.

Para el ANOVA se escogi6 el pardmetro de la riqueza especifica y el de la diversidad de
Shannon. El Unico factor que fue significativo fue el tiempo (T), detectandose diferencias
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significativas entre el TO y el T11, tanto para la riqueza especifica como para la diversidad
de Shannon (Tabla II).

Figura 4.- Parametros analizados en invertebrados (Arguineguin) para las zonas control y ex-
traccion.
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Estas diferencias fueron corroboradas mediante un anélisis de escalamiento multidimen-
sional (MDS), donde el factor tiempo agrup0, para el caso de Arguienguin, por un lado el TO
y por otro lado T6, T8, T9, T10y T11, y para Agate separd T9, T10 y T11 del resto. (Fig. 5).

Figura 5.- Analisis MDS para macroinvertebrados, factor tiempo.

Cobertura algal

Para la zona de Agaete, mucho mas expuesta que la zona de Arguineguin, se partié de una
cobertura algal media en el TO cercano a 0 en la zona C somera y profunda, detectandose la
presencia de los géneros Dictyota, Padina y Lobophora, que no llegaban al 5% de cobertura.

En la zona E profunda se observé un 100% de cobertura de blanquizal frente al 38%
en la parte somera, donde se presentaban especies de algas acompafiantes de los géneros
Asparagopsis, Dictyota, Padina y Stypopodium.

En el T5, la zona C somera disminuy0 la cobertura de blanquizal, pasando de 95% al
38%, apareciendo especies de algas Asparagopsis (22%), Dictyota (22%), Padina (14%) y
Stypopodium (3%). En la parte profunda, el blanquizal pas6 de 96% a 76%, destacando la
presencia de Dictyota con un 16,5%.

En la zona E somera, que presentaba una cobertura de Cotoniella filamentosa blanqui-
zal de 38%, paso tras casi un afio al 90,5%, reduciéndose la cobertura algal al 10% aunque
presentando las mismas especies que en TO. Mientras que en la parte profunda se paso del
100% al 98%.

Tras dos afios de experimento, en la zona C somera se registrd un aumento de la zona
de blanquizal en el segundo afio hasta el 53%, tras llevar 1 afio disminuyendo (95-38%),
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el resto esta repartido entre las especies algales Cotoniella filamentosa, Padina pavonica y
Dictyota sp. En la parte profunda, también se observd el mismo comportamiento, tendencia a
disminuir durante el primer afio el blanquizal (96-76%), un aumento de la presencia de blan-
quizal, en el segundo afio llegando al 87%, acompafiado por y Lobophora variegata. (Fig. 6).

En la zona E somera que presentaba un aumento de la superficie del blanquizal, pasando
del 38 al 90% en el primer afio, se redujo en el segundo al 81%, siendo la principal especie
de alga acompafiante Padina pavonica. Mientras que en la parte profunda, si se observo una
disminucion de la superficie de blanquizal, pasando del 98% al 68%, apareciendo ademas
algas filamentosas como Cotoniella filamentosa, junto con Dictyota sp y Padina pavonica.

En resumen, en Agaete, la zona E presenta una disminucion del blanquizal y aumento de
la cobertura algal progresiva y lentamente. Destacar que en TO la cobertura algal de la parte
somera es mayor que en T11.

La zona C presenta datos irregulares, ya que en el T5 se registra un descenso de la
cobertura de blanquizal de forma importante (coincide con la disminucién de la densidad
de erizos causada por la enfermedad de la calvicie) y aumenta la cobertura algal, pero en el
Gltimo afio vuelve a aumentar la superficie de blanquizal.

Para la zona de Arguineguin, la zona C, tanto en la parte somera, como en la profunda,
registré un 100% de cobertura de blanquizal. En la zona E también se presento este patron,
en la parte profunda habia un 100% de blanquizal, y en la parte somera el blanquizal estaba
en torno al 96%, apareciendo algunos ejemplares de Lophocladia trichoclados y Dyctiota sp.

En T5 tras un afio de seguimiento, en la zona C la superficie de blanquizal disminuy6
ligeramente, estando, en la parte somera en torno al 10%, con presencia de Lophocladia tri-
choclados y Dyctiota sp, mientras que en la parte profunda, el blanquizal ocupaba el 98% de
la superficie, con muy pocos ejemplares de L. trichoclados. En la zona E, si se observé como
la superficie del blanquizal disminuia, situandose entre el 60-70%, apareciendo las especies
L. trichoclados, Dyctiota sp. y Padina pavonica.

Tras 2 afios de experimento T11, en la zona C se observé una reduccion patente de la
superficie del blanquizal hasta el 30-35%, apareciendo L. trichoclados, Liagora sp. Dyctiota
sp. y Lobophora variegata. En la zona E, la tendencia a disminuir la cobertura de blanquizal
siguid registrandose, estando la cobertura entre el 20-25%, apareciendo L. trichoclados, P.
pavonica, Dyctiota sp. y L. variegata.

En resumen para Arguineguin se observa como, tanto en la zona E como en la C, la
cobertura algal va en aumento, no detectandose diferencias entre ambas, ni en la profundidad.
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Figura 6.- Cobertura de blanquizal y algas en Agaete.
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Figura 7.- Cobertura de blanquizal y algas en Arguineguin.
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Comunidad ictica

En la localidad de Agaete, la zona C para TO, la zona profunda parece presentar un poco
mas de biodiversidad que la zona somera, aunque la abundancia de las especies mas fre-
cuentes se parece en ambas zonas. En T5, tanto en la parte somera como en la profunda,
disminuye la biodiversidad y la abundancia presenta valores similares. Entre T5 y T11 no hay
diferencias, la biodiversidad se mantiene igual y la abundancia apenas aumenta.

En la zona E la biodiversidad es apreciable en ambas profundidades pero con bajas abun-
dancias por lo general, mientras que en T11, la diversidad de especies de peces baja mucho
en ambas zonas y la abundancia no varia mucho (Fig. 8).

En la localidad de Arguineguin, las graficas muestran, igual que en la localidad anterior
datos en las tres épocas del seguimiento y a las dos profundidades estudiadas.

En la zona C para TO, la diversidad y la abundancia de especies en ambas profundidades
es similar, sin embargo en la zona E parece existir mayor diversidad en la parte profunda que
en la somera, mientras que a T11 parece aumentar de nuevo en la somera y mantenerse igual
que en T5 la profunda.

En la zona E la diversidad disminuye con el tiempo en ambas profundidades, mientras
que los valores de abundancia no parecen que sufran variaciones importantes (Fig. 9).

En la zona de Agaete, el analisis de diversidad registrd, como los datos de abundancia
total de individuos disminuian tanto en C como en E a lo largo del tiempo, llegando a censar
en T11 diez veces menos de peces que en TO.

Unicamente destacar, un aumento en la zona E somera en el T1, que pasa de 100 indivi-
duos a méas de 250, pero que en el T2, disminuye de nuevo por debajo de 100 individuos, por
lo que se supone son variaciones estacionales o propias de la zona.

La riqueza especifica registrada también sufre un ligero descenso a lo largo del tiempo,
siendo similar el comportamiento detectado en la zona C y E, tanto en la parte somera como
en la profunda.

Los valores de diversidad de Shannon, equitatividad de Pielou e indice de Simpson
presentan el mismo patron de comportamiento, con valores similares entre TO y T11, tanto
en la zona E como en la C y en la parte somera como en la profunda, pero con una gran va-
riabilidad a lo largo de los 2 afios de muestreo, principalmente en la parte somera (Fig. 10).
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Figura 8.- Abundancia media de peces en TOy T11, en Agaete.
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Figura 9.- Abundancia media de peces en TO y T11, en Arguineguin.
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Figura 10.- Parametros analizados en peces para las zonas control y extraccion en Agaete.

En la zona de Arguineguin, la abundancia de individuos también registré un descenso
desde TO hasta T11 en las dos profundidades, principalmente en las zonas E.

La riqueza especifica registro un descenso en todas las zonas y profundidades, menos en
C somero, dénde se mantuvo estable en los dos afios, con valores similares del T11y TO.
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La diversidad de Margalef presentd datos desiguales, aun siendo la tendencia a disminuir a
lo largo del tiempo, presenta variaciones en los maximos y los minimos para los diferentes T.

Los valores de equitatividad de Pielou si presentan un ligero aumento a lo largo del
tiempo, pasando de valores cercanos a 0,5 a valores en torno a 0,7 en el T11. Este aumento
indica una tendencia a la mejor reparticion del nimero total de individuos en diferentes
especies. Desapareciendo el papel de especies dominantes.

El mismo patron anterior presenta la diversidad de Shannon y el indice de Simpson, au-
mentando ligeramente a medida que pasa el tiempo, teniendo en T11 mayor diversidad que
en TO (Fig. 11).

Para poder comprobar las diferencias detectadas en el analisis de diversidad, se realizé un
ANOVA de 4 vias con el factor transecto anidado en el factor profundidad y el factor profun-
didad a su vez anidado en el factor zona, para el TOy el T11, donde se evalud principalmente
la interaccidn entre el factor tiempo y el factor zona:

Ti+Z+P@)+Tr(P)+TixZ

Para el ANOVA se escogio el parametro de la riqueza especifica y el de la diversidad de
Shannon.

Tabla I11.- Resultados del ANOVA para la riqueza y diversidad de Shannon.

Agaete Arguineguin
T| *kk *kk
. z Fkk n.s.
Riqueza 7(P) . o
TI*Z *kk *kk
Ti n.s. bl
Z * *kk
Diversidad Shannon
Vers! Z(P) n.s. n.s.
Ti*Z n.s. foleied

En este caso, se detectaron diferencias significativas entre el TO y T11 en ambas localida-
des, para la riqueza, mientras que para la diversidad de Shannon solo fue significativo en la
localidad de Arguineguin. Las zonas, control y extraccion, fueron significativas para riqueza
en Agaete, y para la diversidad de Shannon en ambas localidades. Mientras que, las profun-
didades fueron significativas solo con la riqueza en ambas zonas. Por Gltimo, la interaccién
tiempo x zona fue significativa para la riqueza en ambas zonas, mientras que para la diversi-
dad de Shannon, Gnicamente en Arguineguin.
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Figura 11.- Pardmetros analizados en peces para las zonas control y extraccion en Arguineguin.
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Conclusiones
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Las densidades de Diadema aff. antillarum por metro cuadrado, tanto en la zona
control, como en la zona de extraccién, no presentan diferencias significativas. Las
diferencias que aparecen pueden ser consecuencia de la enfermedad de la calvicie,
que aparecio en la primavera de 2010, que causé en algunos casos hasta el 40% de
mortandad en las poblaciones, disminuyendo drasticamente la densidad de erizos en
las poblaciones de toda Canarias. Este hecho puede haber afectado a los resultados
del proyecto.

Recuperacion en la cobertura algal, disminuyendo la superficie de blanquizal a lo
largo del tiempo. Este hecho se detecta tanto en la zona control como en la zona de
extraccion, por lo que no es efecto Unico de la extraccion de erizos realizada en este
proyecto, sino en todo caso, por la accién conjunta de ambas causas (enfermedad y
extraccién). No se observaron diferencias entre la zona somera y profunda.

En cuanto a los invertebrados, hay una similitud en cuanto a las especies que se
registraron en los ultimos meses del estudio, pero no se detectaron diferencias entre
zona de extraccion y la de control, ni entre la zona somera y profunda, por lo que se
debe a patrones estacionales de colonizacién, mas que al efecto de la extraccién del
erizo Diadema aff. antillarum.

El mismo patrén presenta el estudio de la ictiofauna, ya que no se observa que la
extraccién de erizos haya influido en cambios poblacionales de los peces de la zona.
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Abstract

The exploitation of the razor clam Ensis arcuatus (Jeffreys, 1865) is one of the most
important Galician shellfisheries. One of the main problems of the fishery is the break of
razor clams when they are caught in specific times of the year mainly corresponding with the
maturation period. The main objective of this study was to provide a simple tool to the fishers
to adapt the rotational harvesting strategy to the reproductive stage of the resource. The re-
productive cycle of E. arcuatus from three subtidal beds of the Ria de Pontevedra (Northwest
of Spain) was studied using a macroscopic index (percentage of coverage of the gonad on
and over the digestive gland), the gonadal smear, the gonadal condition index, and the ga-
metogenic stages obtained by histology. Results showed a reproductive cycle characterized
by a sexual rest stage during summer and early autumn, a start of gametogenesis in autumn
and a period of successive spawns interspersed with gonadal restoration during winter and
spring. We have detected small differences between the inner and middle beds of the ria and
the external one, existing a delay in the beginning of the reproduction and an extension of the
gonadal restoration phase in the outer bed. By combining the results of the different repro-
ductive study methods we were able to construct an equivalence table linking the easiest and
fastest indices (percentage of covering of the gonad over the digestive gland and the gonadal
smear) to the time consuming but more accurate indices (GCI and histological method).
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Gonadal macroscopic characteristics as a management tool in a razor clam fishery

The equivalence table is a simple tool that it is being used in the daily fishery management,
adapting the differences found in the gametogenic stage of the resource to the rotational har-
vesting strategy between beds and to the closure period.

Bivalve, Ensis arcuatus, reproduction, fishery.

Introduction

The shellfisheries in Galicia are managed by the Autonomic Government and the
Technical Assistant of the fisher’s associations (ATL). The ATL is a person integrated in the
fishing community with fisheries and social skills that serve as liaison between fishers, gov-
ernment and researchers, enabling the translation of the fishery problems to the scientist and
the scientific information to the fishery community.

The razor clam Ensis arcuatus (Jeffreys, 1865) (Bivalvia, Solenidae) is a Northeast
Atlantic temperate species that lives buried in low intertidal and subtidal sandflats from
Norway to Spain and along the British coast. It is the most important commercial species
of razor clams in Spain and one of the most important shellfisheries in Galicia (290 t sold in
2011). The exploitation of the razor clam in the Ria de Pontevedra (NW Spain) is operated
in response to a joint plan between 7 fisher’s associations (cofradias) for all the beds of the
ria with a total of 28 boats and 45 fishers (navalleiros), being the most productive of Galicia
(62,230 kg in 2011). The plan is organized through a rotational harvesting strategy with a
closure period of two months. However, the razor clam exploitation has been done until now
with scarce or no information about some biological aspects as reproduction, recruitment or
growth, since the only previous study of the reproductive cycle of E. arcuatus was conducted
in the Ria de Vigo (Darriba 2001, 2004).

In recent years, there have been a number of problems with the razor clam fishery in the
Ria de Pontevedra. On the one hand, the complete closure of the ria during the reproductive
period lead to a market shortage of local product which is overcome importing foreign razor
clams and a consequent fall in the market price. On the other hand, the razor clams break
when harvesting during the gonadal development, which could be up to 30-40% of the catch.
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Because of the relationship between this phenomenon and the gonadal development along
the reproductive cycle observed by fishers and ATL, it became necessary to conduct a com-
prehensive study of the reproduction of the razor clam in the Ria de Pontevedra, where it has
never been done before. The aims of this study were: (1) describe the reproductive cycle of
E. arcuatus in several beds of the Ria de Pontevedra and (2) provide the fishery with a simple
tool to adapt the rotational harvesting strategy to the reproductive stage of the resource,
thereby reducing the current closure period of two months as well as the rate of fishing break.

Materials and methods

From March 2008 to July 2010 samples were taken monthly (during the sexual rest)
and fortnightly (during the sexual period) by scuba diving from three beds in the Ria de
Pontevedra: Brensa (inner bed), Bueu (middle bed) and Ons (outermost bed) (Fig. 1).
During first year, degree of fishing break was recorded attending to a qualitative scale
(Fig.2, Table I).

Figure 1.- Map of the Ria de Pontevedra showing the location of the Ensis arcuatus studied
beds.
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Figure 2.- Ensis arcuatus broken foot after harvesting.

Table I.- Qualitative scale of broken razor clam.

Scale Definition
1 No broken razor clams
2 Some broken razor clams
3 Half of broken razor clams
4 Many broken razor clams
5 Lots of broken razor clams

Four methods were used to determine the reproductive cycle. 1) The classic histologi-
cal methods, ascribing each individual to the following gametogenic stages: O (sexual rest),
1 (start of gametogenesis), 2 (advanced gametogenesis), 3 (ripe), 4A (post-spawning), 4B
(restoration) and 5 (exhaustion) (scale modified from Darriba (2001) and Iglesias (2006)). 2)
The gonadal condition index (GCI), calculated as gonad fresh weight/valve dry weight. 3)
The percentage of coverage of the gonad on and around the digestive gland (percent gonad
coverage) and 4) the gonadal smear, described by the following stages: A (start of matura-
tion), B (maturation), C (gonadal restoration) and D (post-spawning and exhaustion).

Figure 3 shows the percentage of individuals at each gametogenic stage from March
2008 to July 2010. From both gonadal index and histological study we have found that the
sexes showed an asynchrony of gametogenic development getting ahead males over females
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in about one month. The reproductive cycle of Ensis arcuatus in the Ria de Pontevedra is
characterized by a sexual resting stage from June to October in the inner beds (Brensa and
Bueu) and from July to November in the outermost bed (Ons), the start of gametogenesis
between September and October, and a period of successive spawning events interspersed
with gonadal restoration from March to May in the inner bed (Brensa), from April to June in
the middle bed (Bueu), and from May to July in the outer bed (Ons). The differences detected
between the inner, middle and outer beds of the ria showed a delay in one month at the
beginning of the reproduction and an extension of fifteen days to one month of the gonadal
restoration phase from the inner to the outer bed.

Figure 3.- Percentage of females displaying each gametogenic stage and break degree during
the studied period.

Comparison of the histological study with the percent gonad coverage on the digestive
gland and the gonadal smear stage indicated that both methods were good indicators of
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gonadal stage. At the beginning of the cycle the percent gonad coverage showed minimum
values (0-25%), corresponding with the smear stage A and the histological stages 1 and 2.
Maximum values of percent gonad coverage (60-100%) occurred during the B smear stage
and the 3 gametogenic stage. Values between 50-60% of percent gonad coverage correspond-
ed to the D and C gonadal smear stage and the 4A and 4B gametogenic stages. At the end
of the reproductive cycle, minimum values of gonad coverage (0-15%) were linked to the
D smear stage and the 5 histological stage (Fig.4). Combining the results of these different
study methods an equivalence table was built linking the easiest and quickest methods (the
percent gonad coverage and the gonadal smear) to the time consuming, but more accurate,
GCI and histological method (Fig. 5).

Finally, a relationship between stages 3 and 4 of the gonadal development and the greatest
number of broken razor clams was observed (Fig. 3).

Figure 4.- Changes in percent gonad coverage, gonadal condition index (GCI), gonadal
smear stages and gametogenic stages during the studied period.
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Discussion

Proper management of bivalve fisheries requires knowledgement of the reproductive
cycle. Although this reproductive cycle was found to be similar to the results reported by
Darriba (2001) in the Ria de Vigo (NW Spain), this study is the first attempt to determinate
the gonadal development differences along a ria.

Gonadal condition indices are widely used in reproductive studies of marine bivalves
since they are a simple method to obtain information of the sexual development stage and
they are suitable for species with annual cycles (Grant & Tyler, 1983) and, in particular, in
Solenidae species (Darriba, 2001). The GCI used in the present study was particularly ap-
propriate to differentiate among different stages of gametogenic development in E. arcuatus
because it is independent of the size of the animal and the somatic growth. The percent gonad
coverage over the digestive gland is a good descriptor of the reproductive cycle of the razor
clam because it is obtained from the observation of the gonad and it is faster, easier and
cheaper (Aracena, 2003). The gonadal smear observation is less accurate than the histologi-
cal study because the first development stages are not identified and it becomes difficult to
distinguish between the beginning and restoration stages and between the post-spawning and
exhaustion stages, but it results useful as a preliminary observation. Since the percent gonad
coverage and the smear stage are qualitative parameters we recommend to use them joined
taking into account the reproductive cycle timing described.

The equivalence table proposed allows incorporating the gonadal cycle differences
detected among beds in the daily fishery management. Using this tool (Fig. 5) the razor clam
fishery of the Ria de Pontevedra has adapted the bed rotation scheme to the delay observed
in the reproductive cycle between the different beds along the ria. Thus, the exploitation
rotates from the inner to the outer beds at the beginning of the maturation and from the
outer to the inner beds at the end of the spawning period. This way, the ria is closed from
the outer to the inner beds, avoiding harvesting in fully mature beds, reducing therefore
the razor clams break (since its body breaks when its gonad is fully mature, as observed by
the fishermen) and reducing also the closure period in about one month. This latter fact is
important for Galician fishermen since higher imports of razor clams are developed during
the closure period and those import channels are maintained later, strongly competing with
local products by bringing down prices.
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Figure 5.- Equivalence table.
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Conclusions

The combination of the differences detected in the development of the gonadal cycle
along the ria and the equivalence table proposed have contributed to incorporate the repro-
ductive stage of the resource in the daily fisheries management, leading to a more efficient
and sustainable exploitation.
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Introduccion

Los estudios de la comunidad zooplancténica son muy importantes para entender la es-
tructura y dinamica poblacional, proporcionando la informacién necesaria para la adecuada
administracion de los recursos marinos salvajes y cultivados. La posibilidad de diferen-
ciar las especies de bivalvos en sus fases larvarias tempranas es muy importante ya que su
comportamiento especifico permite determinar su distribucién y abundancia como adultos,
siendo de gran interés para regiones o paises donde la produccion de moluscos bivalvos
es un recurso econémico importante. El pequefio tamafio de las larvas plancténicas (<500
um) y la gran semejanza morfoldgica entre las diferentes especies en las etapas tempranas
de su ciclo biolégico, especialmente en bivalvos (Garland y Zimmer 2002), complica su
estudio haciendo muy dificil diferenciar morfolégicamente especies que filogenéticamente
son préximas (Levin, 1990). La metodologia clasica basada en la observacion de caracteres
morfoldgicos por microscopia Optica, no es resolutiva ya que consume mucho tiempo en el
proceso de identificacién, ademas de que las larvas de la mayoria de los bivalvos no muestran
diferencias morfoldgicas claras.

La ostra plana (Ostrea edulis) es la especie autoctona en el Noroeste de Espafia (Galicia).
Hoy en dia, la produccién natural de esta especie es casi simbélico (Iglesias y col., 2005)
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debido a su alta susceptibilidad a la parasitosis por Bonamia. Esto condujo a la introduccién
de la ostra del Pacifico (Crassostrea gigas), principalmente procedente de Francia (Iglesias et
al., 2005; Mirella da Silva y col., 2005), que es ahora la principal ostra cultivada en Galicia,
aungue su valor de mercado es mas bajo que la ostra plana.

En el caso de las especies de ostra, la gran plasticidad fenotipica de las larvas dificulta
su identificacion por morfologia (Boudry y col., 2003). Ademas, las larvas de la ostra del
Pacifico no pueden ser identificadas utilizando estos criterios, especialmente cuando estan
mezcladas con larvas de otras especies estrechamente relacionadas (Patil y col., 2005).

Métodos moleculares como la hibridacion in situ, técnicas inmunoldgicas o de PCR han
sido aplicadas con éxito a la identificacion de especies de bivalvos (Bendezu et al. 2005;
Le Goff-Vitry et al., 2007; Pérez et al., 2009; Henzler et al., 2010). La PCR en tiempo real
(gPCR) permite la identificacién y cuantificacion de ADN en una sola etapa, sin necesidad de
procesamiento post-PCR, acortando por tanto el tiempo de analisis considerablemente. Esta
técnica también proporciona una alta exactitud y mas especificidad que otras. Recientemente,
la gPCR ha sido utilizada para identificar y cuantificar especies del fitoplancton y larvas de
invertebrados marinos (Hosoi-Tanabe y Sako 2005; Vadopalas et al., 2006; Pan et al., 2008;
Wight et al., 2009). Estos resultados indican la posibilidad de desarrollar ensayos de qPCR
para cuantificacion e identificacion de larvas de bivalvos. El objetivo principal de este estudio
es desarrollar un ensayo de qPCR fiable para cuantificacion e identificacion de larvas de O.
edulis y C. gigas en muestras de plancton.

Materiales y métodos

Se emplearon tres tipos de muestras:

1) Muestras de plancton conteniendo larvas de bivalvos, recolectadas por CETMAR
(Centro Tecnolégico del Mar, Vigo, Espafia) procedentes de diferentes localizaciones a lo
largo de la costa Noroeste de Espafia, en 2009 y 2010. EI muestreo se realizo utilizando doble
manga de plancton remolcada a una profundidad de 10 metros, con malla de 40 um. Las
muestras fueron filtradas otra vez a través de malla 40 um al llegar al laboratorio y el material
retenido se resuspendio en 20 mL de agua de mar estéril. Las larvas de bivalvos se aislaron
mediante centrifugacion en gradiente de sacarosa (Pérez et al., 2009), suspendidas en agua
de mar y almacenadas a -20 °C. Larvas de ostra cultivada (150-200 um de tamafio) fueron
proporcionados por el CIMA de Coron (Centro de Investigaciones Marinas), procedentes de
cultivos experimentales y preservadas en etanol a -20 °C.
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2) Tejidos de bivalvos adultos (musculo aductor, manto o tejidos del pie) de C. gigas, C.
angulata, O. edulis y otros especimenes adultos de bivalvos (99 especimenes de 38 especies)
fueron extraidos con EZNA Mollusk kit (OMEGA bio-tek) o con el Wizard DNA Clean-up
kit (Promega) después de una digestién en tampon de lisis. La concentracion de ADN se
ajustd a 25 ng uL* para su uso en subsiguientes reacciones de qPCR.

3) Larvas cultivadas de C. gigas y O. edulis de tamafio comprendido entre 150 y 200
um, proporcionadas por el CIMA de Cordn (Centro de Investigaciones Marinas) procedentes
de cultivos experimentales y preservadas en etanol a -20 °C, se contaron en un binocular
(NIKON SMZ-2T) y se transfirieron mediante una pipeta a tubos de microfuga de 1,5 mL
con 20 pL de etanol (33%) para preparar muestras que contienen de 1 a 128 larvas, que
se utilizaron para realizar curvas estandar para cada especie. De igual forma, 1, 10 y 100
larvas cultivadas de cada especie, por triplicado, se afiadieron a muestras de zooplancton que
contenian alrededor de 250 larvas de otras especies de bivalvos, mayoritariamente Mytilus
galloprovincialis.

Las larvas enteras preservadas en etanol se lavaron con agua Milli-Q estéril durante 20
minutos a temperatura ambiente antes de la extraccién, concentrando por centrifugacion
(10.000 g,1 min) para eliminar el agua. La digestiéon de las larvas se realiz6 con EZNA
Mollusk kit (OMEGA bio-tek) y el ADN fue eluido en 50 pL.

Un fragmento de aproximadamente 490 pb del gen mitocondrial 16S rRNA fue amplifi-
cado utilizando los cebadores universales 16Say 16Sh (Palumbi et al., 1991). Las reacciones
de PCR se realizaron en un volumen final de 25 pL utilizando Ready-to-Go PCR beads y
cebadores (2,4 uM para cada cebador), agua y ADN. La amplificacién se llevé a cabo con
una etapa de precalentamiento a 94 °C por 3 min, seguido por 35 ciclos de 94 °C durante 40 s,
50 °C durante 40 s, 72 °C durante 40 s y una etapa de extension final de 72 °C durante 7 min.

Los productos de PCR se trataron con ExoSAP-IT (Ammersham Biosciences), seguido
por secuenciacion en un ABI PRISM 310 DNA Sequencer (Applied Biosystems) con el Big
Dye (Applied Biosystems) kit siguiendo las instrucciones del fabricante, como se describe
en Chapela et al. (2007). Las secuencias resultantes se analizaron con BIOEDIT (Hall 1999)
y se alinearon con CLUSTAL (Thompson et al., 1997), con las especies disponibles en
el Genbank. Un alineamiento de las secuencias parciales del gen 16S rRNA de diferentes
especies de bivalvos, fue usada para comprobar las regiones de ADN que confieren especifi-
cidad a los cebadores y sondas estudiados. Los cebadores y sondas Tagman-MGB especificas
para C. angulata/C. gigas y O. edulis fueron disefiados a partir de secuencias del gen 16S
rRNA. Un sistema de control positivo para bivalvos se disefi6 utilizando 29 secuencias del
gen 18S rRNA del Genbank. Las reacciones de qPCR se realizaron en un volumen total de 20
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pL. Cada reaccion lleva 50 ng de ADN y 10 pL de Tagman Fast Universal PCR Master Mix
no UNG Amperase (2X). Las reacciones Tagman se corrieron en ABI 7500 Fast (Applied
Biosystems) con el protocolo de termociclado estandar. EI valor medio Ct, calculado para
cada especie objetivo, fue comparado con todas las especies no objetivo, utilizando una
prueba T-test de distribucidon normal con diferentes variables (Yuan et al., 2006). El intervalo
de confianza (o= 0,05) se calcul6 con el valor Ct medio de las especies objetivo y no objetivo.

Resultados y discusion

La regién mitocondrial 16S rRNA, flanqueada por los cebadores 16Sa 'y 16Sh (Palumbi
et al., 1991), fue amplificada y secuenciada para diferentes especimenes adultos de C. gigas,
C. angulata y O. edulis, de varias ubicaciones a lo largo de las costas espafiolas y francesas.
Secuencias homologas del gen 16S rRNA fueron ademas secuenciadas (AJ808174-AJ808193)
y obtenidas del GenBank para las diferentes especies de bivalvos utilizados para el disefio de
un sistema especifico de PCR a tiempo real para C. gigas, C.angulata y O. edulis. El alinea-
miento de las 34 secuencias del 16S rRNA muestra la existencia de muchas diferencias nu-
cleotidicas interespecificas entre las secuencias de O. edulis, C. gigas y C. angulata y el resto
de las secuencias de bivalvos. No se encontraron diferencias nucleotidicas interespecificas
entre las secuencias de C. gigas y C. angulata. La ausencia de variabilidad interespecifica en
estas dos especies confirma resultados anteriores sobre la relacion filogenética cercana entre
estos dos taxa (Boudry et al., 2003; Reece et al., 2008). Por tanto, se disefid un sistema para
O. edulis y otro para C. gigas/C. angulata.

Se desarrollé un sistema de control positivo para bivalvos, con el fin de verificar que los re-
sultados negativos del ensayo exclusivo para las especies de ostra, no fueran falsos negativos.
La tabla I muestra las secuencias de cebadores y sondas de cada uno de los sistemas desarro-
Ilados. No se detectd ninguna variabilidad intraespecifica que afectara a la especificidad de
los sistemas, esto permite las identificaciones sin la aparicion de falsos negativos.

La eficacia de los sistemas fue determinada observando los valores Ct frente el logaritmo
de la concentracion de ADN, utilizando siete (CGIG/ANG16S) o seis (OEDU16S) dilucio-
nes seriadas 10 veces, comenzando desde los 50 ng. La respuesta fue lineal en este rango de
diluciones para los tres sistemas, con pendientes de -3,34, -3,41y -3,35 para CGIG/ANG16S,
OEDU16S y BIV_18S, respectivamente. La eficacia de los sistemas, segin la ecuacion E=
[10¢Vpendiente)_1] x100, fue del 99,4%, 96,4%, 98,9% para CGIG/ANG16S, OEDU16S y
BIV_18S, respectivamente, apoyando las directrices seguidas para disefiar los sistemas.
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Los sistemas CGIG/ANG16S y OEDU16S se probaron para su especificidad y reaccio-
nes cruzadas con las otras especies de bivalvos consideradas. El sistema CGIG/ANG16S,
presenta un valor Ct medio de 17,37+0,27 para todos los especimenes adultos de C. angulata
y C. gigas utilizados en el estudio, mientras que ninguna amplificacién o sefial significativa
se obtuvo de otras especies de bivalvos en los analisis de reactividad cruzada, incluyendo O.
edulis (Ct medio de 39,49+0,36 de 42 especimenes no-C. gigas/C. angulata) como se puede
ver en la tabla Il. Resultados similares fueron obtenidos para el sistema OEDU16S, para los
cuales las muestras de adultos de O. edulis presentaron un valor Ct medio de 17,79+0,21 y
ninguna amplificacion o sefial significativa se obtuvo para la mayoria de especies de bivalvos
en los analisis de reactividad cruzada, con la excepcién de O. angasi que presenta un valor
de Ct similar a O. edulis. Algunas publicaciones como Jozefowicz y O Foighil (1998),
Kenchington et al. (2002) y Hurwood et al. (2005), consideran estos dos taxa como la misma
especie. Siguiendo las sugerencias de estos trabajos, el Ct de O. angasi no debera ser incluido
en el célculo de los valores medios Ct de especies no objetivo (Ct medio de 37,90+2,59 para
43 no O. edulis).

Tabla I.- Secuencias de cebadores y sondas TagMan MGB.

. Tamafio Concentracion de
Sistema TagMan

MBG Nombre Secuencia5— 3° amplicon  primersy cebador
(bp) (nM)
CGIG/IANG16S_F GGGCGCCTAGAAAGCAAGT 300
CGIG/ANG16S  CGIG/ANG16S R ATCGGGTCAAATCCGGAAAG 62 300
CGIG/ANG16S P VIC-AACCTTTCTGAATAACTAAC-MGB 200
OEDU16S_F GGCGCCCCACCTAAAAAT 900
OEDU16S OEDU16S_R AGACCCCGTGCAACTTTTAAAG 62 900
OEDU16S P FAM- TGAAACTCCTAAACAAGTTG-MGB 225
BIV 185_F AGCCACACGAGATTGAGCAAT 300
Positive control BIV_185 R GCGGCCCCGAACATCTA 57 900
BIV_185. P NED-ACAGGTCTGTGATGCC-MGB 200

Las especies utilizadas en la prueba de reactividad cruzada para los sistemas especificos
de ostra, fueron también probados con el sistema de control positivo Biv_18S, mostrando una
amplificacion positiva en todos los casos (Tabla I1) (Ct medio de 16,16+0,97). Hay diferen-
cias estadisticamente significativas entre el valor Ct obtenido para especies objetivo y para el
resto de las especies analizadas (P<0,001), para ambos sistemas.
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La figura 1 muestra las curvas estandar para larvas cultivadas de C. gigas y O. edulis, con
linearidad hasta 128 larvas, por tanto la deteccion minima, una larva, es posible con ambos
sistemas. La siguiente etapa fue probar su eficacia en muestras de plancton (con 1, 10y 100 larvas
cultivadas). El nimero de larvas objetivo se determind por extrapolacion de cada curva estandar.
La tabla I1l, muestra una correlacion considerable entre el nimero real de larvas y el estimado.

El método de cuantificacién mostrado aqui esta basado en el uso de estdndares e igual
tamafio de las larvas. Se podria suponer que el tamafio de la larva pudiera afectar al nimero de
moléculas de ADN mitocondrial por larva, y por tanto, diferente tamafio de larvas puedieran
producir respuestas diferentes en la PCR a tiempo real.

Figura 1. - Curva estandar de los sistemas CGIG/ANG16S (a) y OEDU16S (b) mostrando
los valores Ct values frente al logaritmo del nimero de larvas (1 a 128).
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Tabla I1.- Resultados de ensayos de reacciones cruzadas. Valor medio Ct + SD para tres
réplicas. En negrita valor medio Ct valor + intervalo de confianza (o= 0,05) para sistemas
especificos de ostra. Valores medios Ct de 40 no amplifican.

Especie Valor medio Ct+ SD CGIG/ Valor medio Ct+SD  Valor medio Ct + SD

ANG16S sistema OEDU16S sistema BIV18S sistema
CANG C2 33,45+ 0,24 14,85+ 0,11
CANG C3 31,40 + 0,38
CANG C4 29,23 +0,01
CGIG F1 17.37£0,27 39,77 £ 0,40 14,34 % 0,03
CGIG_F2 40
CGIG_F3 36,63 0,82
CHON 40 40 16,05+ 0,13
CSIK 39,31 +0,43 40 14,50 £ 0,12
CVIR 40 40 14,81 £ 0,03
OEDU 1 40 13,22 £ 0,03
OEDU 2 36,45+ 1,37 17,79 +0,21
OEDU 3 40
OCHI 40 40 13,99 £ 0,09
OSTE 40 40 15,05 + 0,08
OANG 40 18,86 £ 0,18 15,70 £ 0,03
CGAS 40 37,26 + 0,66 14,12 £ 0,04
OCON 40 40 14,57 £ 0,04
MEDU 36,47 + 1,03 35,27 + 1,08 13,66 £ 0,08
MGAL 36,45 + 0,86 35,64 + 0,62 13,83 +£0,04
XSEC 40 37,23+ 0,63 14,73 £0,13
AECH 40 39,59 +0,71 24,52 + 0,14
AOPE 38,62 +0,73 38,16 + 1,92 14,53 £ 0,06
CVAR 40 36,94 + 0,76 13,71 £ 0,09
LHIA 40 40 16,61 + 0,03
PMAX 40 37,87 +1,18 14,06 £ 0,09
CCHI 40 39,86 + 0,24 16,55+0,13
CEDU 39,69 + 0,54 37,20+ 1,21 25,79 +0,13
CFAS 40 40 14,09 £ 0,03
DPOL 40 38,91 +1,38 15,03+0,13
DEXO 40 40 16,84 £ 0,24
DTRU 39,88 + 0,20 36,12 + 0,83 18,52 £ 0,14
EENS 40 40 15,59+ 0,14
ESIL 40 33,63 +0,43 15,74 £ 0,11
GDEP 40 38,65+ 1,58 18,92 £ 0,03
GPIL 39,76 + 0,41 36,01 +1,62
LCRA 39,51 + 0,85 38,22 + 0,44 26,14 + 0,10
RDEC 39,68 + 0,56 40 15,21+ 0,04
RPHI 40 38,71+ 2,23 16,02 £ 0,04
SPLA 40 39,54 +0,79 17,47 £0,10
SMAR 40 37,45+ 0,43 15,41+ 0,08
SSOL 40 40 18,58 + 0,05
VPUL 40 38,14 + 1,62 14,78 £ 0,03
VRHO 40 39,99 + 0,02 16,33+ 0,04
VAUR 40 40 17,79 £ 0,32
VCAS 36,43 + 0,29 33,87 +0,18 14,43 £ 0,03
VGAL 40 40 15,81 £ 0,04
VVER 39,80 + 0,34 37,71 +0,16 14,51 +£0,13
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Tabla I11.- Calculo del nimero de larvas en muestras de plancton. Media + S.D.

Larvas cultivadas Larvas cultivadas
Larvas afiadidas
C. gigas O. edulis
0 0 0
1 2,3+0,9 1,0+04
10 8,7+2.2 126+21
100 83,7+20,0 129,6 +£10,6

Sin embargo, trabajos previos han demostrado que la cuantificacion larvaria de orejas
de mar no fue afectada por diferencias en el tamafio de las larvas (Vadopalas et al., 2006).
No obstante, seria necesario realizar otros estudios para verificar si el rango completo de
medidas de larvas de ostra puede afectar a los resultados de cuantificacion. Si fuera asi, un
nuevo protocolo que separase las larvas por medidas tendria que ser empleado para evitar
este problema.

En este trabajo hemos demostrado que la PCR en tiempo real facilita la identificacion y
cuantificacion de dos de las especies de ostras comerciales mas importantes. Es la primera
vez que esta técnica se utiliza para este propdésito. La alta correlacion observada entre el
namero de larvas calculado por la PCR a tiempo real y el nimero de larvas real en muestras
de plancton, es verdaderamente notable. Este método puede ser una herramienta (til para
controlar las puestas en ciertas areas, incluso en areas donde C. gigas y O. edulis estan
mezcladas con especies estrechamente relacionadas. También, la herramienta podria ser
utilizada en estudios ecoldgicos como aquellos relacionados con la influencia de diferentes
pardmetros sobre la dindmica poblacional y fijacion de las larvas.
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Resumen

Las metlotioninas (Mts) son proteinas utilizadas cominmente como biomarcadores de
contaminacion, particularmente de metales pesados, pero su induccién puede estar afectada
por factores ambientales. En el presente trabajo se analizaron los niveles de metales pesados
y Mts en ejemplares adultos hembras del bivalvo de fuego (Lima scabra Born, 1778) en
las localidades de La Crucita y Las Minas en la Isla de Cubagua, estado Nueva Esparta,
Venezuela. La localidad de Las Minas esté caracterizada por la presencia visible de descargas
de gas y el sedimento presenta sefiales visibles de rastros de aceites derivados de la fuga de
gases en la zona, y la localidad de La Crucita es un area sin presencia visible de gas y aceites.
Los ejemplares de L. scabra fueron manualmente colectados a profundidades de2a3 my
presentaron tallas que oscilaron entre 4 a 10 cm de longitud. Los niveles Cr, Fe, Ni, Pb y Cd
se evaluaron en hepatopancreas (H), musculo (M), branquias (B), manto (Ma) y resto (R) por
espectrofotometria de absorcion atomica, utilizado material certificado de referencia y los
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resultados se expresaron en pg/g de masa himeda. Las Mts fueron cuantificadas en todos los
tejidos. Se encontraron diferencias significativas en Cd y Cr en el sedimento, hallandose un
valor promedio maximo de 0,501+0,397 pg/g de Cr en Las Minas, y 0,610+0,295 pg/g de Cd
en La Crucita. Los metales en el tejido blando no presentaron diferencias significativas entre
localidades con la excepcion de Cr y Ni. La concentracion de Mts no mostro variaciones
significativas entre las dos localidades, aunque se evidenci6é un valor promedio maximo de
éstas en el R (constituido por tejido gonadal y masa visceral) de ambas localidades, asociados
a Cd, Fe, Pb y Ni bioacumulados.

Palabras clave

Metales pesados, Bioacumulacion, Metalotioninas.

Introduccion

La evaluacion de biomarcadores en organismos marinos expuestos a xenobidticos y par-
ticularmente a metales pesados, ha sido ampliamente estudiada. Las proteinas Ilamadas me-
talotioninas (Mts) han sido propuestas como un indicador biolégico de contaminacion por
metales en ecosistemas acudticos (Langston et al., 2002; Lemus et al., 2010).

Las Mts constituyen un grupo de proteinas ampliamente distribuidas en los organismos
y estan presentes en todos los tejidos, exhibiendo su mayor concentracion en higado, rifién,
pancreas e intestino. Se caracterizan por tener un alto contenido de grupos sulfdrilos pro-
venientes de los aminoécidos cisternas, capaces de unir metales esenciales y no esenciales.
Varios metales, asi como una gran cantidad de factores fisiolégicos y patol6gicos inducen
la sintesis de las Mts. En la actualidad, se ha postulado que estas proteinas pueden tener un
papel importante en los procesos de depuracion de metales pesados como el cadmio (Cd),
regulacion del metabolismo del zinc (Zn) y el cobre (Cu), asi como en la modulacion de la
expresion de algunos genes (Brambila y cols., 1999).

El molusco de fuego L. scabra, es una especie con un atractivo color rojo, debido a la
gran acumulacion de carotenos, los cuales, conjuntamente con sus tentaculos normalmente
extendidos puede llegar a medir unos 4-8 cm. Aunque la biomasa de esta especie puede ser
relativamente alta (11,3 de masa seca/m?en el Golfo de Cariaco), no es muy adecuado para
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la explotacién comercial, debido a la dificultad en la recoleccién desde los habitats de corales
(Lodeiros y Freites, 2008).

En el presente trabajo, los ejemplares hembras de L. scabra, fueron colectados en la isla
de Cubagua, ubicada al noreste de Venezuela, a fin de determinar los niveles de los metales
Cd, Cr, Pb, Ni y Fe y metalotioninas (Mts) en una zona donde existen yacimientos de hidro-
carburos activos en los alrededores de la isla 'y en el mar que la circunda.

Materiales y métodos

Area de Estudio

Se realizd un muestreo para la captura del bivalvo L. scabra, en el mes de julio del afio
2009, en las localidades de Las Minas, ubicada al este de la Isla de Cubagua y La Crucita
ubicada al oeste de dicha Isla 10°18°79"" N, 64°26°81"" O. Al mismo tiempo se recolectaron
muestras de sedimentos superficiales en las localidades estudiadas.

Muestras de tejidos

Los tejidos blandos fueron extraidos de la concha para ser pesados y secados en una
estufa a 60 °C durante 48 horas o hasta peso constante, luego fueron tratadas con &cido nitrico
concentrado y acido clorhidrico en una proporcién 1:1, para ser digeridas a una temperatura de
60 °C, posteriormente fueron enrasadas hasta 25 mL con agua desionizada, previa filtracion
con papel Whatman N° 1.

Analisis de metales

Las determinaciones de Cd, Cr, Pb, Ni y Fe en sedimentos y tejidos, fueron analizadas en
un espectrofotometro de absorcion atémica (Perkin Elmer, modelo 3110), siguiendo el pro-
cedimiento propuesto por la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA). Se utilizaron los estan-
dares certificados de materiales de referencia de las marcas comerciales TORT-2 y DORM-2,
para el control de calidad de la determinacion de metales. Los resultados se expresaron en
ug/g de masa himedo (ug/g m h).
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Determinacién de metalotioninas (Mts)

La cuantificacion de Mts se realiz6 empleando la metodologia propuesta por Viarengo et
al. (1997). Los calculos de las concentraciones de Mts, se realizaron utilizando una curva de
calibracion de glutation reducido con las concentraciones desde 5 hasta 30 umol/mL. Para
obtener las concentraciones de Mts, se partié de la siguiente igualdad: 1 mmol GSH = 0,055
mmol/l de Mts. Las concentraciones de Mts fueron expresadas en pg de Mts/mg proteinas.

Andlisis estadistico

Se aplico la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, para determinar si existen dife-
rencias entre las concentraciones de metales en organismos de ambas localidades y para
establecer si se hallaron diferencias entre la incorporacién de metales en los tejidos y las loca-
lidades. Esta misma prueba fue aplicada a los niveles de Mts en los tejidos de los organismos
de ambas localidades. Finalmente se determiné la asociacidn entre los niveles de Mts y los
niveles de metales presentes en los tejidos analizados.

Resultados

Los niveles de metales en tejidos de L. scabra proveniente de dos localidades de la Isla
de Cubagua, mostraron diferencias significativas en las concentraciones de Cry Ni (Tabla I).

Tabla I.- Niveles de metales en Lima scabra de 2 localidades de la Isla de Cubagua, Venezuela.

Localidad Cr Ni Fe Pb Cd

Las Crucitas 0,61+0,42 0,2740,26  41,44+48,66  0,28+0,36  0,87+0,70

(n=9) (0,07-1,99) (0-1,34)  (39,6-151,94) (0,06-1,45)  (0,03-3,50)
Las Minas 0,28+0,29 0,50+0,39  32,69+38,45 0,19+0,290  1,24+2,39

(n=10) (0,05-1,48) (0-1,77) (3,66-138,90)  (0,05-1,25) (0,11-15,76)

Kruskal Wallis (KW) Kw=24,40 KW=10,874 KW=0,897 KW=154 KW=0,68

Probabilidad (P) P=0,0000007 P=0,00094 P=0,343NS P=0,214 NS P=0,408 NS

Las Mts en los tejidos presentaron diferencias significativas en ambas localidades y la mayor
concentracion se determind en el resto (R) de los tejidos, constituido principalmente por

352




IV Férum Ibero-Americano dos Recursos Marinhos e da Aquacultura

gbnadas y masa visceral (Fig 1).

Figura 1.- Concentracion de metalotininas en Lima scabra de dos localidades de la isla de
Cubagua, estado Nueva Esparta, Venezuela.

Se determinaron relaciones significativas entre las Mts del R y los niveles de Fe, Pb, Niy
Cd presentes en los organismos de isla de Cubagua. No apreciandose relacion a entre las Mts
de las branquias y el manto con ninguno de los metales evaluados (Tabla II).

Tabla I1.- Andlisis de correlacion entre la concentracion de metales pesados de los tejidos
hepatopancreas (H), masculo (M), branquias (B), manto (Mto) y resto (R) y el contenido de
metalotioninas (Mts) en el bivalvo Lima scabra de dos localidades de la Isla de Cubagua,
estado Nueva Esparta, Venezuela.

r (Correlacion)

Cd Cr Fe Pb Ni
p (Probabilidad)
0,004 0,642 0,353 0,292 0,389
Mts H
0,985 Ns 0,006* 0,133 Ns 0,214 Ns 0,098 Ns
0,428 0,007 0,071 0,515 0,057
Mts M
0,069 Ns 0,976 Ns 0,760 Ns 0,028* 0,806 Ns
-0,090 0,190 0,258 0,089 0,135
Mts B
0,701 Ns 0,419 Ns 0,2720 Ns 0,705 Ns 0,566 Ns
0,012 0,321 0,059 0,001 0,065
Mts Ma
0,958 Ns 0,172 Ns 0,800 Ns 0,994 Ns 0,780 Ns
0,557 0,170 0,752 0,530 0,645
Mts R
0,017* 0,470 Ns 0,001* 0,024* 0,006
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Discusion

Las concentraciones promedio de Pb y Cd estuvieron por debajo de los niveles permisi-
bles de la FAO para consumo humano que establece 1y 2 ug/g de masa himeda para Pb y Cd
respectivamente. Sin embargo, algunos de los organismos superaron los limites permisibles
(FAO, 1983). Los niveles de Cd determinados en esta especie estuvieron dentro del rango de
los valores encontrados en la misma especie proveniente de zonas costeras cercanas a la Isla
de Cubagua. Para el resto de los metales analizados la FAO no tiene normativas para limites
permisibles.

El resto de los tejidos, constituido principalmente por tejido gonadal y digestivo mostraron
una mayor capacidad de sintesis de Mts en relacion a los tejidos que cominmente han sido
estudiados como tejidos blancos para la sintesis de esta proteina como lo son el hepatopéan-
creas y las branquias (Martins y Bianchini, 2009).

Estos resultados demuestran una asociacion entre las Mts del resto (tejido gonadal y
visceral) y los metales incorporados a excepcion del Cr. Particularmente el Cd es un fuerte
inductor de las Mts en los tejidos (Barrera-Escorcia y Wong-Chang, 2010), mientras que
el Fe, Cr y Ni, aunque no se ha demostrado la inducibilidad directa de Mts, la formacion
de radicales libres producto de su toxicidad en la célula pueden inducir la sintesis de esta
proteina (Viarengo et al., 2000; Buico et al., 2008).

Conclusion

Este trabajo demuestra que las Mts utilizadas cominmente como un biomarcador, en
esta especie reflejan una respuesta a la incorporacion de metales particularmente en el tejido
gonadal y masa visceral de esta especie.
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Resumen

En Venezuela, el recurso moluscos supone actualmente un grupo importante con pesque-
rias de primer orden. Esta importancia también data de la época neoindia y mas aun en la
indohispanica, donde la especie del bivalvo ostra perla Pinctada imbricata fue la atraccion
principal, por su produccion de perlas, para la conquista de América, invocando los sucesivos
viajes al “nuevo mundo”. El presente estudio pretende dar un aporte de la diversidad del
recurso utilizado por indigenas presumiblemente Chaimas, asentados en tiempos precolombi-
nos en las riberas de Campeche, en Cumana, Edo. Sucre, Venezuela. Se realiz6 un analisis de
muestras de exoesqueletos calcareos provenientes de acumulaciones de conchas de moluscos
producto de las actividades indigenas en dicha zona, sugiriendo a los moluscos como una
de las principales dietas de dichos indigenas. Las principales especies identificadas fueron
lo bivalvos Arca zebra, Anadara notabilis, Pinctada imbricata, Crassostrea rhizophorae,
Asaphis deflorata y los gasterépodos Astraea tuber, Strombus pugilis, Chicoreus brevifrons,
Phyllonotus pomum, Melongena melongena y Fasciolaria tulipa. Dada la abundancia y pre-
dominancia de conchas, se visualizaron dos tipos de acumulaciones, diferenciando la utilidad
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del recurso por los indigenas precolombinos: una donde predomina la especie Melongena
melongena, la cual se sugiere como la principal incorporada a la dieta de los indigenas y
posible utilizacion como herramienta, y la otra acumulacioén donde predomina la ostra perla
Pinctada imbricada, sugiriendo su separacién para realizar actividades de extraccion de
perlas para uso ornamental, sin excluir su utilizacion para alimentacion.

Palabras clave

Neoindio, Pinctada imbricata, Melogena melogena, Caribe.

Introduccion

En Venezuela, los moluscos son un grupo importante desde el punto de vista econémico,
algunas especies, particularmente bivalvos, sostienen pesquerias de primer orden. Cabe
destacar que la pesqueria de la pepitona (Arca zebra), de la cual se extraen unas 50.000 t/
afio (Mendoza, 2009), ocupa hoy en dia el primer rubro de explotacién en volumen por la
pesca artesanal. Otra especie destacable, que ha sostenido la mayor importancia de Venezuela
en tiempos pre y postcolombinos en el continente americano, fue la ostra perla Pinctada
imbricata, por su produccion de perlas (Lodeiros et al., 1999). Existen diversos relatos e
investigaciones sobre la explotacion perlifera desde los comienzos de los viajes de Colon
hasta la actualidad; sin embargo, poco se sabe del papel e importancia de los moluscos como
alimento en las zonas del nororiente de Venezuela para las fechas precolombinas. Las inves-
tigaciones arqueoldgicas existentes se centran, mas que todo, en las islas del Caribe, inclu-
yendo el archipiélago Los Roques, indicando que la especie mas importante de moluscos
comestible fue el botuto Strombus gigas, teniendo a otras especies como Cittarium pica,
Melongena melongena y los bivalvos Donax spp., Tivela mactroides, Arca zebra, Chama
spp. como especies complementarias en la dieta, inclusive remontandose a épocas antiguas
como la paleoindia (Borrero et al., 1996; Antczak et al., 2008).

El presente estudio pretende dar un aporte de la diversidad del recurso utilizado en
indigenas presumiblemente Chaimas, asentados en tiempos precolombinos en las riberas de
Campeche, en Cumana, Edo. Sucre, Venezuela.

358




IV Férum Ibero-Americano dos Recursos Marinhos e da Aquacultura

Materiales y métodos

Tres expediciones se realizaron entre junio y septiembre 2010 para la recolecta de exoes-
queletos de moluscos en el extracto superficial de acumulaciones establecidas en un asen-
tamiento precolombino indigena, presumiblemente Chaimas (siglo XI1-XII1I), localizado en
las riberas de Campeche, en la zona industrial-urbana en las cercanias del aeropuerto de
Cumand, Edo. Sucre, en el nororiente de Venezuela, a unos 3 Km de la costa del Golfo de
Cariaco (10°27°51” N, 64°08°35” O). El ordenamiento y descripcion sistematica se baso
en Thiéle (1929-1935), Abbott (1974), Warmke & Abbott (1961), Diaz & Puyana (1994) y
Lodeiros et al. (1999). Todo el material obtenido fue depositado en la coleccion malacolégica
del Grupo de Biologia de Moluscos de la Universidad de Oriente. La abundancia relativa de
las especies se determino por observaciones cualitativas in situ contrastadas con observacio-
nes de imagenes fotograficas de las acumulaciones de conchas, resultando en apreciaciones
de muy abundante, abundante, poco abundante y escaso.

Resultados y discusion

De todos los exoesqueletos recolectados, la mayoria de las 24 especies identificadas
(13; 54,2%) pertenecieron a la clase gasteropoda, reuniendo 10 familias pertenecientes a 5
ordenes, todos dentro de la subclase Prosobranchia. El resto de las especies (11; 45,8%) perte-
necen a la clase bivalvia, representando a 8 familias y 3 6rdenes de las subclases Pteriomorfa
(6 especies) y Heterodonta=Eulamellibrancia (5 especies).

Teniendo en cuenta la selectividad de extraccion mediante buceo y coleta manual, con
el fin de busqueda de alimento por los indigenas o especies para otros usos (extraccion de
perlas, confeccion de herramientas, etc.) y la desintegracion y dispersion de los exoesquele-
tos en el transcurrir de méas de 5 siglos a través de diferentes fenémenos (lluvias, escorrentias,
viento, erosion, etc.) y que el muestreo se realizd de forma superficial en el conchero, en
comparacion con la extraccion poco selectiva para la realizacion de estudios de biodiver-
sidad de moluscos de las costas nororientales de Venezuela (utilizacién de dragas, rastras,
cuadratas, etc), el nimero de especies encontradas en el presente estudio es elevado, consi-
derando ser entre un 30-50% del nimero de especies en las investigaciones de biodiversidad
actuales, provenientes de sistemas que generan alta diversidad especifica como arrecifes,
pastos marinos, bancos de moluscos, etc. (Graterol, 1986; Jiménez, 1994; Prieto et al., 2001,
2003; Diaz & Lifiero, 2004; Jiménez et al., 2004; Villafranca & Jimenez, 2004; Fernandez &
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Jiménez, 2006; Acosta et al., 2007; Licet et al., 2009; Lodeiros et al., 2011).

La mayoria de las especies consideradas como abundantes o muy abundantes (bivalvos:
Arca zebra, Anadara notabilis, Pinctada imbricata, Crassostrea rhizophorae, Asaphis
deflorata; gasterépodos: Astraea tuber, Strombus pugilis, Chicoreus brevifrons, Phyllonotus
pomum, Melongena melongena y Fasciolaria tulipa) son especies que en la actualidad se
consumen y algunas soportan pesquerias o actividades tradicionales de extraccion por comu-
nidades costeras del nororiente de Venezuela (Tabla I). Todas estas especies habitan en aguas
someras, lo cual sugiere una facil colecta por los indigenas de la zona en tiempos precolom-
binos, suponiendo que sus actividades de colecta se realizaban en las zonas costeras aledafias.

Figura 1.- Acumulaciones de conchas en el asentamiento indigena, izquierda con predomino
del gasteropodo longo Melongena melongena y derecha con predominio del bivalvo ostra
perla Pinctada imbricada.

Las especies mas conspicuas y mas abundantes resultaron ser el actualmente llamado longo
Melogena melogena y la ostra perlifera Pinctada imbricada, de hecho, nuestras observa-
ciones infieren una tendencia a la existencia de dos tipos de acumulaciones de conchas, una
donde existe mayor abundancia de la especie Pinctada imbricada y otra donde existe mayor
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abundancia de la especie Melongena melongena, sin la presencia de Pinctada imbricata (Fig.
1). La distincion y diferenciacion de estos concheros podria ser debido a dos actividades
diferentes realizadas por los indigenas. Los indicios de aberturas en las conchas (Fig. 2)
realizados como técnicas de obtencién de las viandas en los grandes gasterépodos, muestran
la importancia de estos organismos en la alimentacién de los indigenas. Por otra parte, la pre-
dominancia de ostras perlas de elevada talla, muchas de ellas superiores a 80 mm (Fig. 3), las
cuales incluso son mayores a las reportadas para esta especie en los bancos naturales actuales
(50-80 mm; Lodeiros et al., 1999), muestran la factibilidad de formacion de perlas de elevado
valor y posible actividad de extraccién por los indigenas para ser utilizadas como ornamento.
Esta observacion soporta la importancia que tuvieron las perlas en los grupos étnicos de la
américa caribefia lo cual fue de gran atraccion y a la vez detonante del interés para la invasién
y colonizacion de los hispanicos a la nuevas tierras conocidas a principios del siglo XVI.

Tabla 1.- Abundancia relativa de las diferentes especies de moluscos encontrados en el asen-
tamiento indigena de Sabana de Campeche, Cumand, Edo. Sucre, Venezuela. Las especies
con un asterisco (*) soportan actualmente pesquerias o extracciones tradicionales por las
comunidades costeras.

Clase Especie Abundancia
*Arca zebra Abundante
Barbatia candida Abundante
*Anadara notabilis Abundante
Modiolus sp. Poco abundante
*Pinctada imbricata Muy abundante
BIVALVIA *Crassostrea rhizophorae Abundante
Codakia orbicularis Abundante
Lucina pectinata Poco abundante
Trachicardium isocardia Poco abundante
Chione cancellata Poco abundante
*Asaphis deflorata Abundante
Astraea tuber Abundante
*Strombus pugilis Abundante
*Strombus gigas Poco abundante
Polinices hepaticus Poco abundante
Cypraea spurca acicularis Escaso
*Cassis Madagascariensis Poco abundante
GASTEROPODA *Chicoreus brevifrons Muy abundante
*Phyllonotus pomum Muy abundante
Marginella lactea Poco abundante
Marginella sp. Escaso
*Melongena melongena Muy abundante
*Fasciolaria tulipa Abundante

Crassispira fuscescens

Poco abundante
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Figura 2.- Conchas de Phyllonotus pomum y Melongena melongena mostrando aberturas
como técnica de extraccion de la vianda por los indigenas (izquierda) y conchas de Pinctada
imbricada de tallas dorso-ventrales mayores de 90 mm (derecha).

Dentro de las especies colectadas también se identificaron Strombus pugiles y Strombus
gigas, estas especies se encuentran en el libro rojo de la fauna de Venezuela, la primera
por no poseer informacidn suficiente que pueda predecir su estado y la segunda en estado
de vulnerable, encontrandose en riesgo de extincion en la vida silvestre a mediano plazo
(Rodriguez y Rojas, 2003). El botuto Strombus gigas debido al contenido proteico de su
carne y la utilidad de su concha, asi como la facilidad con la que puede ser recolectado,
han hecho de este molusco uno de los recursos marinos mas apreciados en todo el Caribe
(Appeldoorn, 1997). La presencia de grandes acumulaciones de conchas de esta especie
ubicados en algunas islas del Caribe, y en el Parque Nacional Archipiélago Los Roques, asi
como algunas zonas costeras del Este de Venezuela, revela la importancia de este recurso a
lo largo de los afios, evidenciado por estudios arqueoldgicos que testimonian que la actividad
pesquera de este gasteropodo se remonta a épocas precolombinas (Schapira et al., 2006;
Antczak et al., 2008). No obstante, esta especie en el presente estudio, se determind como
poco abundante en las acumulaciones de conchas, lo cual muestra que no fue de tanta impor-
tancia para el asentamiento indigena, como en las islas y costas del occidente Venezolano.
Esto, debe ser por la posible poca abundancia de este molusco en las cercanias (Golfo de
Cariaco), como es sugerido por Antczak et al. (2008). La observacion de pocas conchas
enteras de las especies grandes de los gasterépodos Strombus gigas y Cassis madagascarien-
sis, sugiere que los indigenas del asentamiento de Sabana de Campeche las hayan utilizado
como materia prima sustitutiva de algunas herramientas licticas, tal como ha sido sugerido
para el pueblo Manicuaroide (Rouse y Cruxent, 1963), cercano (costa norte del Golfo de
Cariaco) a la zona de estudio. Estas observaciones indican que el botuto Strombus gigas, no
supone un simbolo de la actividad social prehispénica en el oriente de Venezuela, como ha
sido sefialado para el Caribe y mesoamérica (Antczak y Antczak, 2007), ocupando, la especie
de ostra perla Pinctada imbricada la importancia prehispanica por la utilidad como ornato (y
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de vital importancia en la épocas de la invasidn y colonizacion hispéanica), y la especie longo
Melongena melongena como principal molusco incorporado a la dieta de los indigenas.

El resto de especies con importancia comercial encontradas en las acumulaciones de
conchas en el presente trabajo, han sido reportados para acumulaciones de conchas en
Campoma, en el costa oriental del Golfo de Cariaco, los cuales estan representados parti-
cularmente por las especies Melongena Melongena, Chione cancellata y Lucina pectinata
(Sanoja y Vargas, 1995), de igual manera en la Bahia de Charagato, en la Isla de Cubagua,
Edo. Nueva Esparta, donde las acumulaciones de conchas se componen principalmente de
bivalvos tales como Chama macerophyla, Trachycardium sp., Anadara sp. y Arca zebra,
asi como los gasteropodos Strombus spp. y Cassis spp., Cittarium pica, Murex brevifrons,
Fasciolaria tulipa y particularmente la ostra perla Pinctata imbricada (Sanoja y Vargas,
1995). Estos trabajos sugieren una biodiversidad cualitativamente similar a la encontrada en
el presente estudio, sugiriendo a estas especies como las principales de colecta en las comu-
nidades prehispanicas de la zona nororiental de Venezuela.
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Resumo

A procura de alimentos de origem marinha tem aumentado nos Gltimos anos devido a
diversidade na oferta e a sua importancia para a sadde. Mas, observa-se uma estagnacao das
capturas destinadas ao consumo humano e uma producdo crescente em aquicultura. Assim,
¢ indispensavel planear e contribuir para uma utilizacdo sustentavel dos recursos, optimizar
tecnologias e recorrer a processos inovadores, incluindo as tecnologias limpas. Por outro
lado, o consumidor procura produtos saudaveis e convenientes e tem preocupacdes cres-
centes em matéria de origem e de rastreabilidade dos produtos que consome. Paralelamente,
tem exigéncias ambientais e éticas e, obviamente, exige qualidade sensorial e seguranca
alimentar. Deste modo, é objectivo deste trabalho apresentar estratégias de valorizacdo de
produtos da pesca e aquicultura.

Palavras-chave

Produtos da pesca e aquicultura, conservagdo, processamento, novos produtos.
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Introducéo

A situacdo atual do sector dos produtos da pesca e aquicultura é caracterizada por um
conjunto diverso de linhas de forca, donde resultam impulsos que representam desafios
para os diferentes intervenientes no sector. Por um lado, a procura de alimentos a base de
pescado tem aumentado em virtude da sua diversidade e por ter sido demonstrado o seu valor
nutricional, com elevados teores de proteinas com um perfil equilibrado de aminoacidos,
vitaminas, minerais e acidos gordos do tipo ®3. De facto, estes produtos sdo a principal
fonte de &cidos gordos »3, os quais influem positivamente na salde cardiovascular e no
desenvolvimento fetal (EFSA, 2005). Efectivamente, os consumidores estdo cada vez melhor
informados e mais exigentes e ndo so pretendem alimentos mais saudaveis, mas também
produtos mais ajustados as necessidades da vida urbana contemporanea. Assim, ha uma clara
preferéncia por produtos convenientes que ndao necessitem de prolongados e complexos tra-
tamentos culinarios ou preparagdes, levando a um abandono gradual do consumo do peixe
fresco inteiro. Para além da salde e conveniéncia, ha uma crescente preocupacao ambiental
(pesca sustentavel, produgdo bioldgica, pegadas de carbono e hidrica, etc.), social e ética
de amplos segmentos do mercado, o0 que se traduz por uma procura de mais informagéo
sobre a origem e percurso dos alimentos (rastreabilidade), bem como por uma clara exigéncia
de cumprimento de critérios ambientais e éticos, compreendendo inclusive as condicoes de
laboragdo dos trabalhadores (respeito pelos direitos sociais). Assim, existe uma sensibilidade
a fendmenos de dumping ambiental e social e, portanto, uma predisposicdo para a aceitagdo
de pregos equitativos. Finalmente e ndo menos importante, o consumidor manifesta ex-
pectativas elevadas no que respeita as caracteristicas sensoriais e a qualidade sanitaria dos
alimentos que consome. Isto é, um alimento idealmente deve ser nutritivo, saudavel, seguro,
ecoldgico, ético, informativo, conveniente, atraente e saboroso. Por outro lado, regista-se
uma estagnacao/diminuicdo das capturas da maioria das espécies destinadas ao consumo
humano. Tal deve-se a sobre-exploracdo dos recursos pesqueiros, facto que tem estimulado
a producdo da aquicultura, a qual representa ja perto de 40% do total da oferta de pescado
(FAO, 2010). A esta realidade, acrescem aspectos ambientais, sobretudo, o desperdicio de
importantes recursos piscicolas - resultante do elevado volume de rejeicGes a bordo e das
quantidades significativas de subprodutos gerados na cadeia de producgéo - e os impactes am-
bientais desde a captura ao consumidor. Deste modo, é indispensavel uma utilizagao susten-
tavel dos recursos pesqueiros, optimizar tecnologias tradicionais e recorrer a tecnologias de
conservagao e processamento inovadoras, incluindo as tecnologias limpas. Relativamente a
aquicultura, é imprescindivel desenvolver técnicas e processos produtivos de novas espécies,
encontrar matérias-primas alternativas as farinhas e dleos de peixe ou preparar ragdes a partir
de subprodutos e propor novas apresentacdes ao consumidor. Neste contexto, é de realgar

368




IV Férum Ibero-Americano dos Recursos Marinhos e da Aquacultura

gue a biomassa rejeitada, as retiradas e 0s subprodutos sao constituidos maioritariamente por
espécies subvalorizadas e subaproveitadas, peixe com tamanho abaixo do minimo, peixe de-
teriorado ou danificado/rejeitado, espécies sem mercado, cabecas, visceras, espinhas, produto
rejeitado, pedacos, ‘serradura’, peles e escamas (Cabral et al., 2003; ICES, 2006). Apesar
deste subaproveitamento, por vezes, com impacte ambiental muito negativo, esta biomassa
tem valor nutricional, nomeadamente, proteinas de elevado valor biolégico, acidos gordos
®3, minerais importantes e moléculas com interesse farmacéutico, cosmético, nutracéutico,
etc. Esta biomassa pode encontrar aplicagdes como a produgdo de farinha e 6leo de peixe
(numa base ecologicamente mais aceitavel na medida em que evita a captura de peixe para
este proposito), racdes, ensilados, hidrolisados proteicos, gelatina, sulfato de condroitina,
peptonas, &cido hialurdnico entre outras (Sathivel et al., 2004). No entanto, existem diferen-
tes abordagens possiveis para a resolucédo desta problematica.

Assim, este estudo visa apresentar algumas estratégias de valorizacdo de produtos da
pesca e aquicultura, mormente, (i) aproveitamento de rejeicbes a bordo, retiradas em lota,
espécies pouco consumidas e subprodutos na preparacdo de ingredientes e produtos com
valor acrescentado, (ii) recurso a combinagdo de tecnologias de conservagdo de modo a
manter a qualidade, seguranca e prolongar o tempo de vida Util dos produtos da pesca e
aquicultura, (iii) aplicacdo de novas tecnologias de processamento, (iv) utilizacdo de novos
ingredientes e (v) preparacdo de novos produtos e apresentagoes.

Algumas estratégias de valorizagao

No que concerne a transformacdo de biomassa subaproveitada em produtos com valor
acrescentado, diversos estudos tém conseguido avanc¢os tecnoldgicos importantes. Sathivel
e Bechtel (2008) mostraram que as proteinas liofilizadas de arenque podem ser usadas
como agentes de emulsificagdo e gelificagdo, competindo com proteinas isoladas de soja
ou a albumina do ovo. Outro estudo (Sathivel et al., 2006) demonstrou a exequibilidade
de producdo de emulsificantes e suplementos nutricionais a partir das proteinas extraidas
de cabecas de salméo. O processo de isolamento destas proteinas envolve uma extraccdo
alcalina, seguida de precipitacdo no ponto isoeléctrico e liofilizacdo (Pires et al., 2012). As
proteinas podem ser direccionadas para fins muito diversos, por exemplo, para a producdo de
filmes ediveis destinados a revestir filetes de peixe como se pode concluir pelo trabalho de
Pires et al. (2011), usando aparas e ‘serradura’ do corte de pescada. Os hidrolisados proteicos,
obtidos através de hidrolise enzimética ou quimica, representam outro produto de valor
acrescentado preparado a partir de subprodutos da industria de processamento do pescado.
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Estes subprodutos podem ser também usados na recuperacdo de 6leos. Assim com subpro-
dutos do peixe-espada preto (cabecas, visceras, peles e aparas), foi possivel obter um 6leo
com uma razdo o3/w6 elevada (>5) (Batista et al., 2010). A producéo de gelatinas de peixe
com propriedades distintas, mormente menores temperaturas de gelificacdo e fusdo (Tabela
1), é possivel a partir dos subprodutos do processamento do surimi de arenque (Norziah et al.,
2009). Em resumo, estes processos oferecem nédo so saidas tecnoldgicas e economicamente
vantajosas para 0 escoamento de subprodutos, mas também podem conduzir a obtencéo de
produtos inovadores com propriedades e actividades bioldgicas diversas que Ihes conferem
valor acrescentado e abrem perspectivas para diversas aplicacdes farmacoldgicas, capazes de
estimular o sistema imunitario, exibir potencial antioxidante ou proporcionar valiosos suple-
mentos nutricionais (Shahidi, 2006).

Tabela I.- Temperaturas de gelificacdo e fusdo de gelatinas de diferentes origens.

Tipo de gelatina Temperatura de gelificagdo ~ Temperatura de fuséo

(G (°C)
Gelatina bovina 12,6-19,3 26,5-28,7
Gelatina comercial de peixe 11,9-17,5 23,7-25,6
Gelatina de subprodutos do surimi 5,1-5,2 16,2-16,7

As tecnologias de conservacdo representam uma outra dimenséo do esfor¢o de valori-
zacdo dos produtos da pesca e aquicultura. Um produto melhor conservado reduz a biomassa
desperdigada em virtude de fenémenos de deterioracdo. Existem vérias tecnologias emer-
gentes, como a atmosfera modificada, a atmosfera condicionada, para além de tecnologias
j& muito disseminadas como a refrigeracdo e a congelacdo. Relativamente as atmosferas
modificadas (Tabela 1), importa salientar a potencialidade de preparacdo de produtos con-
venientes, prontos a cozinhar, a partir de varias espécies de pescado (Gongalves et al., 2003,
2004; Mendes e Gongalves, 2008). De um modo geral, verificou-se um efeito bacteriostético
importante, principalmente devido a presenca de CO, e/ou a reducdo da concentragdo de O,
no interior das embalagens. Na maioria dos casos, registou-se um aumento do periodo de
aceitabilidade sensorial e, consequentemente, um prolongamento do periodo de conservagédo
atil dos produtos.

A utilizacdo de tecnologias de processamento e ingredientes inovadores pode represen-
tar uma mais-valia para a valorizacdo dos produtos da pesca e aquicultura, uma vez que
estas solugdes permitem criar novos produtos com propriedades interessantes ou compensar
0s aspectos negativos de alguns subprodutos. Entre estas, destaca-se a aplicacdo do campo
eléctrico pulsado, de altas pressdes hidrostaticas (APH) ou ainda a irradiagdo UV (IUV).
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Todavia, os resultados tém sido dispares, variando entre uma perda de qualidade no caso
da IUV (Cardoso et al., 2011a) e uma notavel melhoria textural com a APH (Cardoso et al.,
2010). No tocante a adicdo de ingredientes a produtos processados, a transglutaminase mi-
crobiana (MTGase) e as fibras dietéticas (FD) tém sido objecto de varios estudos (Borderias
et al., 2005). Em geral, tem sido verificado um efeito muito positivo da MTGase na textura
(coesividade e nivel de gelificagdo) com varias matérias-primas, desde espécies subvaloriza-
das (Cardoso et al., 2009) a subprodutos da filetagem (Cardoso et al., 2011b). Por outro lado,
os efeitos das FD em produtos reestruturados de pescado sdo mais diversos, favorecendo,
nalguns casos, uma maior maleabilidade, como é o caso da inulina (Cardoso et al., 2007),
e, noutros, um endurecimento, por exemplo, com o carragenato (Cardoso et al., 2011b). Tal
deve-se a grande variedade molecular de FD, abrangendo desde oligossacaridos que dificil-
mente gelificam por si até polissacaridos com grande poder gelificante.

Tabela I1.- Efeito de tecnologias de conservagéo na qualidade de pescado.

Tempo de conservacdo Util a 0-5 °C (dias)

Produto Controlo Atmosfera modificada
Peixe-espada preto (filetes) Embalagem em ar (14) 40% CO,/32% O,/28% N, (23)
Gamba inteira Embalagem em ar (7) 40% CO,/6-30% O, (7-9)
Améijoa-boa viva Embalagem em ar (6) 70% O,/30% N, (6)
Dograda (inteira pronta a Embalagem em ar (8) Embalagem activa —ar c/ absorvente
cozinhar) de O, (10)

Dourada (filetes) Filetes sem pré-tratamento (6) Pré-tratamento(;_ T;a?o? dissolvido

Estas tecnologias e ingredientes permitem ir mais além e criar produtos inteiramente
novos ou produtos cléassicos imbuidos de um caracter funcional. Em particular, foi possivel
desenvolver a partir de aparas de pescada uma salsicha tipo Frankfurter sem carne de porco
ou toucinho, mas com FD (Cardoso et al., 2008a). Trata-se de reabilitar um produto tradicio-
nal, dando-lhe uma outra apresentacéo e conferindo-lhe valor funcional. Este produto retine
as qualidades indicadas acima para um alimento ideal. Isto porque é uma salsicha nutritiva
(constituintes da pescada e FD), saudavel hipocalérica e com »3 (a Unica fonte de gordura
é a pescada), ecoldgica (com uma baixa pegada hidrica), ética (porque da um uso nobre as
aparas), rastreavel, conveniente (ndo requer cozedura), atraente (Fig. 1) e saborosa (gracas a
inulina que permite mimetizar a cremosidade da gordura na auséncia desta). A isto acresce,
a seguranca alimentar, comprovada através de um estudo de conservagdo (Cardoso et al.,
2008b). Outros exemplos se poderiam dar, como massas, aperitivos, fiambres ou hambdrgue-
res de peixe (Borderias et al., 2005).

371




Novas estratégias de valorizagdo de produtos da pesca e aquacultura

Figura 1.- Salsicha Frankfurter de pescada com FD.

Conclusoes

O sector dos produtos da pesca e aquicultura enfrenta desafios decorrentes das exigéncias
do mercado e do esgotamento de recursos que podem ser superados através de novas estraté-
gias com incidéncia desde a captura até a criacdo de produtos funcionais convenientes.
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Resumo

Numa perspectiva de potenciar o consumo de macroalgas, foi estudado neste trabalho o
efeito do processo de ultracongelagdo nas propriedades organolépticas de Laminaria ochro-
leuca. Utilizou-se como amostra de referéncia um produto comercial, desidratado, elaborado
a partir da mesma espécie de alga.

Estudaram-se dois tipos de métodos de congelacdo: ultracongelacdo e congelacdo lenta,
em equipamentos igualmente distintos. As temperaturas de congelagdo variaram entre -20 °C
(sem ventilacdo), -30 °C e -40 °C, com ventilacdo constante de ar forcado de 6,20 m/s. Este
trabalho englobou o estudo da textura, da cor e analise sensorial com um painel de provado-
res semi-treinado, sendo caracterizados 0s seguintes atributos: aspecto, dureza e odor.

Considerando todos os resultados obtidos foi possivel concluir que o melhor processo
de conservacédo da alga Laminaria ochroleuca é o de ultracongelacdo a -20 °C, podendo ser
considerado um processo alternativo ao processo de desidratagéo.

Palavras-chave

Ultracongelagdo, Laminaria ochroleuca, textura, anélise sensorial.
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Introducéo

A costa litoral portuguesa apresenta uma elevada riqueza em macroalgas comestiveis.
No entanto, em Portugal, ao contrério dos paises asiaticos como a China e o Japédo, 0 seu
consumo ainda é reduzido. Os géneros Undaria (wakame), Porphyra (nori) e Laminaria
(kombu) sdo os mais consumidos em todo o mundo. As algas sdo uma notavel fonte de
vitaminas, fibras dietéticas, minerais e proteinas (Lee et al., 2008). Apresentam um baixo
valor energético visto que contém baixos niveis gordura. O teor de lipidios das algas é de 1%
a 3% da matéria seca, com uma elevada proporc¢édo de acidos gordos essenciais insaturados
(Fleurence et al., 1994; Sanchez-Machado et al., 2004) os quais contribuem para a redugao
do risco de arteriosclerose, doenca cardiaca corondria e doenca inflamatéria (Connor, 2000).
Para além destes nutrientes é possivel encontrar nas algas, mais particularmente nas algas
castanhas, compostos bioactivos com propriedades antioxidantes, que desempenham um
papel importante na proteccgao das células do organismo (Sanchez- Machado et al., 2002).

E sabido que o processo de ultracongelagdo conserva as propriedades nutritivas e organo-
Iépticas dos alimentos. A implementacao da congelagao industrial das algas torna-se facil, do
ponto de vista de investimento em equipamentos pois € um processo que pode ser efectuado
pela industria de congelacdo/transformagao do pescado.

Materiais e métodos

A alga estudada foi a Laminaria ochroleuca proveniente da praia do Norte, situada em
Viana do Castelo. A colheita da alga foi efectuada durante a maré baixa nos meses de Maio
e Junho de 2010. Foi escolhida esta alga pela acentuada presenga nesta praia, pela sua cons-
tituicdo nutricional e por ser alvo de varios estudos (Besada et al., 2009; Fleurence, 1999;
Rupérez, 2002). Apo6s a colheita das algas, estas foram colocadas em recipientes estanques e
imersas em agua do mar e seguidamente transportadas para o local de estudo. Posteriormente
foram lavadas e cortadas em tiras de 20 cm de comprimento independentemente da sua
largura, procedendo-se de imediato a sua congelacdo. Para comparacao de resultados utili-
zou-se a alga Laminaria desidratada adquirida no mercado de produtos bioldgicos (Algamar).
Esta alga encontra-se conservada por desidratacdo e esta acondicionada em embalagens de
100 g. Estudaram-se dois tipos de métodos de congelacdo: ultracongelacéo e congelagdo
lenta, em equipamentos igualmente distintos.

O tanel de congelagdo, Armfield, FT36 — “Blast and Fluid Bed Freezer” € um equipamento
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que permite a ultracongelacéo dos alimentos através da circulacéo de ar frio forcado dentro da
camara. Foram realizados trés ensaios: -20 °C, -30 °C e -40 °C, mantendo-se a velocidade de
circulagdo do ar, 6,20 m/s. Nos ensaios com congelagdo lenta da alga foi utilizada uma camara
de conservacdo a -20 °C, sem ventilacdo. A regeneracdo das amostras foi efectuada através da
imersdo das mesmas em &gua a 100 °C durante 10 e 30 minutos para cada ensaio. Este trabalho
englobou o estudo da textura (texturometro TAXT2i Stable Micro Systems), cor (colorimetro
Minolta CR-300, sistema CIEL*a*b*) e analise sensorial painel semi-treinado constituido por
7 provadores (esta andlise fez-se em duas fases Treino dos provadores e Prova Descritiva).

Resultados e discussao

Com os resultados obtidos na andlise a textura, mais especificamente a dureza (Fig. 1),
verificou-se que a alga sujeita ao processo de congelacdo, independentemente da velocidade
e da temperatura utilizadas, apresentava valores de dureza inferiores aos da alga desidratada,
apos a respectiva regeneracao. Este comportamento podera ser indicativo de um aumento da
rigidez dos tecidos da alga. Os resultados mostraram ainda que, a temperatura do processo de
congelacdo tem uma influencia bastante acentuada na dureza das algas, isto é, quanto maior
a temperatura de congelacdo menor a dureza da alga. Verificou-se ainda que o endurecimento
do produto era directamente proporcional ao tempo de regeneracdo (dois tempos testados: 10
e 30 min), isto é, quanto maior o tempo de regeneracdo mais firme se torna a alga.

Figura 1.- Variacéo da dureza para os varios ensaios realizados com diferentes condi¢des de
congelacdo. Valores médios + desvio padrdo de 8 repeticoes (p<0,05).
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O tipo de processamento, provavelmente permite a ruptura da matriz celular, tornando-a
mais macia (menor dureza), mais acentuado no caso das algas sujeitas a congelacéo lenta.

Através da analise da Tabela | verifica-se que os valores da coordenada de cromaticidade
a*, a qual permite aferir a tendéncia para o vermelho (+a) e para o verde (-a), tende para a
cor verde, no caso da alga congelada. Por seu lado, a alga desidratada tende para o vermelho/
castanho, uma vez que apresenta valores positivos. Segundo Pereira (2007) a coloragéo verde
das algas pode ser justificada pelo facto de estas terem sido colhidas no periodo estival e em
zonas de pouca profundidade. Relativamente ao pardmetro b* (tendéncia para o amarelo, +b,
e azul, -b) ndo se observaram variaces significativas entre os ensaios realizados.

Tabela | - Valores de L*, a* e b* das varias amostras. Valores médios +desvio padrédo de 8
repeticdes (p<0,05).

Tempo de

Ensaio ~ L* a* b*
regeneracao
Ultracongelacéio 10 35,243,5 37+17 25,7+4,8
T=-20°C, 6,2m/s 30 32,7+1,1 4.6+0,8 21,141,2
Ultracongelacéio 10 36,8+1,9 27401 27,1437
T=-30°C, 6,2m/s 30 34,3%3,4 -3,5¢0,4 23,315,8
Ultracongelagio 10 34,142,4 4110 23,9+4,3
T=-40°C, 6,2m/s 30 37,7+1,7 -6,9+1,7 30,843,2
Congelagéio T=-20°C, 10 36,643,3 6,7+17 28,545,3
3,15m/s 30 30,8+2,1 -3,1+1,8 17,7432
10 32,141,3 5,040,7 21,3+0,9
Alga desidratada

30 32,121,0 4,4+1,2 21,642,2

Quanto ao pardmetro luminosidade (L*) constata-se que, embora ndo existam diferencas
entre a alga congelada e desidratada, verifica-se que quanto menor o tempo de regeneragéo
maior é o brilho das algas congeladas.

No grafico da figura 2, faz-se a comparacdo entre os diferentes ensaios realizados, em
relacdo aos atributos definidos para este produto. Relativamente aos atributos pigmentacéo,
elasticidade, cor e sabor tipico, o painel ndo encontrou diferengas significativas (p>0,05).
Pelo contrario, no que se refere a textura (primeira dentada) e a dureza ao corte, o painel
encontrou diferencas, considerando a alga desidratada como sendo a mais dura e a alga
congelada a -20 °C, com e sem ventila¢do, a mais macia.
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Figura 2.- Atributos avaliados na prova de analise sensorial a alga sujeita a diferentes
processos, apds regeneracdo de 30 min (Escala hedoénica (0:pouco — 4:muito).

Conclusoes

Concluiu-se que o melhor processo de conservagdo da alga Laminaria ochroleuca foi a
ultracongelacdo a -20 °C, podendo ser considerado um processo alternativo ao processo de
desidratacdo ndo influenciando as suas propriedades de textura e sensoriais.
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Resumo

A pescaria de cerco é das pescarias mais importantes em Portugal, sendo responsavel
por cerca de 40% em peso dos desembarques no continente. Esta pescaria captura varias
espécies de pequenos e médios pelagicos, tendo a sardinha como espécie alvo (80% dos
desembarques). Este trabalho tem como objetivo estudar o padrdo de atividade, a compo-
sicdo das capturas, o rendimento de pesca e as interagdes com cetaceos ao longo de Portugal
continental, durante um ano de pesca. Foi utilizada informacéo recolhida por observadores
a bordo de embarcagdes de cerco em 46 viagens realizadas em 2010, ao longo da costa
Portuguesa, embora apenas dados de portos do Norte e costa Algarvia tenham sido utiliza-
dos na analise por ter havido maior esforco de observagdo. Os resultados mostraram que
ndo ha diferencas significativas quanto a duragdo das viagens e tempo de procura entre as
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duas zonas analisadas, registando-se diferencas significativas relativamente aos tempos de
navegagdo e operacdes de pesca com valores superiores no Sul do pais. O esforco de pesca
foi uniforme ao longo do ano nas duas zonas, enquanto a CPUE (captura por unidade de
esforco de pesca) total foi relativamente mais baixo no norte no segundo semestre do ano. A
sardinha foi a espécie mais capturada nas duas zonas, embora predomine a norte, enquanto
no sul as capturas de sardinha e cavala sejam semelhantes. Os rendimentos médios foram
superiores no Norte no caso da sardinha, sobretudo no segundo trimestre, e no Sul para a
cavala ao longo do ano. As rejeicGes por slipping (manobra de libertacdo deliberada da parte
ou total da captura) foram equivalentes em ambas as zonas, sendo a principal causa no Norte
a quota diaria e no Sul do pais a mistura de espécies. As interacdes com cetaceos coincidiram
com os meses em que houve uma maior captura de sardinha, embora com maior ocorréncia
a sul do pais. Estes resultados indicam que existem variacOes sazonais e regionais do padrdo
de atividade, composicdo das capturas e interacGes com cetaceos que requerem um esforco
de observacéo prolongado de maneira a se poderem extrapolar para toda a pescaria.

Palavras-chave

Pesca do cerco, sardinha, slipping, cetaceos.

Introducéo

A pescaria de cerco € das pescarias mais importantes em Portugal, sendo responsavel por
cerca de 50% em peso e 20% em valor de primeira venda dos desembarques no continente
(DGPA, 2010). E uma pescaria com grande importancia social e econémica que envolve
no total mais de 3.000 trabalhadores entre setor pesqueiro e a industria conserveira. O setor
das conservas absorve cerca de 40% dos desembarques anuais do cerco e produz 28.000
toneladas (t) de sardinha, destinadas essencialmente ao mercado externo (com. pess. Castro e
Melo, 2010). Os desembarques do cerco tém variado em torno de 75.000 t nos ultimos anos
sendo constituidos por 80% de sardinha (DGPA, 2010). Embora o cerco tenha como espécie-
alvo a sardinha (Sardina pilchardus), a pesca é ocasionalmente dirigida a outras espécies de
pequenos pelagicos como a cavala (Scomber colias), o biqueirdo (Engraulis encrasicholus)
e vérias espécies de carapau (Trachurus spp.).

Segundo dados da Direc¢do Geral de Pescas e Aquicultura (DGPA, 2010), a frota dedicada
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exclusivamente ao cerco tem cerca de 120 embarcacdes e é responsavel pela maioria das
capturas. Ha cerca de uma centena de barcos polivalentes (locais e costeiros) que operam
com redes de cerco. No seu conjunto, a frota tem uma idade média de 20 anos, comprimento
de 20 m, 300 hp de poténcia de motor e 50 toneladas de arqueacdo bruta (TAB). As embar-
cagdes mais pequenas (<15 - 16 m) sdo também designadas rapas ou tucas e as de maiores
dimens0es cercadoras ou traineiras. Por lei, a frota é autorizada a actuar para fora de 1/4
de milha nautica de distancia a linha da costa e, entre 0 1/4 de milha e 1 milha, apenas em
profundidades superiores a 20 m (DGPA, 2011). A arte de cerco é uma rede de forma rec-
tangular, sustentada a superficie por um sistema de flutuagdo (tralha de flutuacéo) e mantida
na vertical durante o cerco por um conjunto de pesos (tralha de chumbos). Montado no cabo
dos chumbos, existe um conjunto de argolas por onde passa o cabo da retenida, que permite
fechar a rede por baixo aprisionando os cardumes. O comprimento da rede de cerco varia
entre 500 e 1.000 m e a altura entre 90 e 150 m, dependendo do comprimento da embarcacao.
A rede utilizada, por lei, tem uma malhagem minima de 16 mm (Portaria n.° 1102-G/2000 e
Portaria n.° 251/2010 in Diério da Republica).

A pesca realiza-se geralmente préximo dos portos de origem, em viagens curtas (dirias),
onde a rede é largada uma ou duas vezes (ocasionalmente mais que duas vezes), normalmente
de madrugada (Stratoudakis & Margalo, 2002; Wise et al., 2005, 2007). Uma grande parte
de uma viagem de pesca de cerco é gasta a procurar os cardumes com o auxilio de sonda e
sonar acusticos. Uma vez detectados os cardumes, as redes sdo rapidamente largadas pela
traineira que, em circulo, rodeia os cardumes. A rede é alada inicialmente de forma mecéanica
com a ajuda de aladores e na fase final, de forma manual envolvendo todos 0os membros
da tripulacdo (normalmente entre 15-20 pessoas) e o transbordo do peixe é efectuado em
grande medida com a ajuda de paus de carga ou gruas (estas Ultimas existentes nas traineiras
melhor equipadas). Em cada lance, podem ocorrer duas situagdes relativamente ao destino
da captura: rejeicdo (devolucdo ao mar) por slipping ou transbordo para posterior desembar-
que em lota. No cerco, o slipping (abertura ou rebaixamento da rede, de forma que parte da
captura consiga escapar, antes de ser alada para dentro da embarcacdo) difere da rejeicdo nas
outras pescarias, por ser um processo em que 0 peixe nunca sai da gua e supostamente €
libertado vivo. Este ocorre quando o mestre verifica ndo ser interessante realizar o transbordo
de parte ou do total da captura por razBes diversas (presenca de espécies ndo comerciais,
presenca de pescado abaixo do tamanho minimo, etc.) (Marcalo et al., 2006, 2008, 2010a).
No caso do transhordo, o pescado permanece a bordo em dornas (contentores isotérmicos de
250 ou 500 kg de capacidade) com gelo até a eventual triagem no cais de desembarque. Nesta
fase, pode ocorrer rejeicdo de parte da captura que ndo tem valor comercial.

O stock Ibero-Atlantico de sardinha é gerido com base em regulamentacdo nacional
tanto em Portugal como em Espanha (ICES, 2011). A gestdo da pescaria do cerco assenta
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essencialmente nos dados cientificos sobre o estado de exploragao do stock de sardinha e dos
desembarques em lota. A regulamentacdo Portuguesa inclui medidas técnicas (e.g. dimensdes
méaximas da arte, tamanho minimo de desembarque), limitacdo do esfor¢o de pesca e quotas
anuais de pesca (em alguns anos). Desde 1997, as Organizacdes de Produtores (OP) tém um
papel activo na gestdo da pescaria e controlo do mercado. Na zona Norte e Centro (Viana do
Castelo a Peniche), as OPs estabelecem limites didrios no desembarque de sardinha como
forma de controlar a captura em periodos de baixa abundancia e também de controlar a oferta
e impedir o decréscimo do preco da primeira venda. Todavia, observacdes a bordo de trai-
neiras no norte de Portugal tém indicado que, capturas em cima do limite diario estabelecido
por OP, s&o o principal motivo de rejeicdo de sardinha viva no mar (Stratoudakis & Marcalo,
2002).

A pescaria da sardinha foi certificada como pescaria sustentavel em Janeiro de 2010 pelo
Marine Stewardship Council (MSC) (Hough et al., 2010). Um dos critérios para a certifi-
cacgdo relaciona-se com o impacto da pescaria ao nivel do ecossistema, sendo condicdo ne-
cessaria que a pescaria nao afecte significativamente espécies protegidas como 0s cetaceos.
InteracBes com cetdceos acontecem em Varios tipos de pescaria, resultando por vezes,
em consequéncias negativas para 0s animais (captura acidental e morte) e para a pescaria
(reducédo das capturas, prolongamento da pesca, danos nas artes, depredacdo). Em aguas
continentais portuguesas, sao observadas 19 espécies de cetaceos. Existem quatro espécies
cujo habitat ou zona de maior abundancia se sobrepdem com a pescaria de cerco: o boto
(Phocoena phocoena), o golfinho-comum (Delphinus delphis), o roaz corvineiro (Tursiops
truncatus) e a baleia-and (Balaenoptera acutorostrata), com comportamentos mais costeiros.
Interacdes entre pequenos cetaceos e a pescaria de cerco sdo frequentemente descritas por
pescadores em inquéritos realizados nos varios portos nacionais (Marcalo et al., 2010b,
2011). Estas interagOes foram observadas por bidlogos a bordo de cercadoras, embora estes
trabalhos tenham sido realizados num curto espago de tempo e apenas na costa norte e centro
Portuguesa (Wise et al., 2005, 2007). Existe portanto, necessidade de dar continuidade a este
trabalho de monitorizacdo de uma forma mais abrangente temporal e geograficamente, de
forma a melhor descrever as interacdes e possiveis diferengas espaciais e sazonais.

A monitorizacdo das pescarias, através de observacdes a bordo de embarcagdes comer-
ciais, € crescentemente reconhecida como uma ferramenta essencial para melhorar o aconsel-
hamento cientifico. Esta abordagem permite obter dados sobre o esfor¢o de pesca, as capturas
totais (incluindo devolugdes ao mar) e as interagGes com mamiferos e aves marinhas, que
ndo sdo acessiveis com outros métodos. No caso do cerco, estas observacdes in situ sdo
fundamentais para avaliar em tempo real a situacdo dos recursos (em particular a sardinha)
e perceber a sua variabilidade regional, poder avaliar o estado de recursos acessorios da
pescaria (como a cavala), melhorar o conhecimento sobre a comunidade pelagica em geral e
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a sua evolucdo face a alteragBes ambientais e mitigar eventuais interacgdes com mamiferos e
aves marinhas. Em 2006, o IPIMAR iniciou um programa de observagdes a bordo da pesca
do cerco no ambito do Plano Nacional de Amostragem Biol6gica (PNAB, EU DCF), que
se coordenou desde 2009 com o programa de observacdes em curso no &mbito do Projecto
SAFESEA (Sustentabilidade das artes das pescas locais e promoc¢do de um mar seguro para
cetaceos) e com o seu sucessor em 2011, o Projecto MARPRO (Conservation in Marine
Protected Species in Mainland Portugal). Este trabalho tem como objectivo reportar os re-
sultados das observaces a bordo realizadas ao longo da costa durante 2010, nomeadamente
quanto ao padrdo de actividade, composi¢do das capturas, rendimento de pesca e interacgdes
com cetaceos.

Materiais e métodos

De Janeiro a Dezembro de 2010, foram monitorizadas 46 viagens de cerco (80 lances de
pesca) em diferentes portos ao longo da costa portuguesa, tendo sido dividida em 3 zonas
(Tabela I). O esforco de observagéo a bordo foi realizado por unicamente dois observadores,
com divisdo geografica de costa Ocidental e costa Sul. Este esforco foi inferior nos meses de
inverno devido as condi¢des meteoroldgicas.

Em cada viagem, foram recolhidos dados sobre a duracdo das vérias fases da viagem,
as operagdes de pesca, a composicdo das capturas e o rendimento de pesca e registadas as
interaccGes com cetaceos. Comparou-se 0 padrao de atividade, composicéo das capturas, ren-
dimentos de pesca e interaccdes com cetaceos entre o Norte e o Sul usando dados agregados
das viagens nos portos de descarga de cada uma destas zonas. Os dados dos restantes portos
ndo foram utilizados na analise estatistica, por terem um esforco de observacao reduzido.

O tempo de duracéo de viagem, navegacao e procura foram comparados entre costa norte
(Povoa de Varzim a Figueira da Foz) e sul (Algarve) usando um teste One-Way ANOVA. O
tempo de operacdo de pesca, esfor¢o de pesca, rendimento total (CPUE: captura por unidade
de esforgo) e rendimento de sardinha por lance de pesca foram comparados entre costa norte
e sul (Algarve) usando um teste Kruskal-Wallis. O nivel de significancia foi 5%.
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Figura 1.- Distribui¢do geografica dos lances realizados pela frota do cerco durante as ob-
servagdes a bordo em 2010. O tamanho dos simbolos é proporcional ao rendimento de pesca
total (CPUE, t/hora; o simbolo maior corresponde a 6,7 t/hora).

Resultados

Nas 46 viagens observadas, foram efectuados 80 lances de pesca cuja distribuicdo geo-
grafica pode ser observada na figura 1. O rendimento de pesca total (CPUE, t/hora) é propor-
cional ao tamanho dos simbolos. O maior CPUE corresponde a cerca de 6,7 t/hora e menor
a 0 t/hora, quando ndo ocorreu captura, apesar da realizagdo de lance de pesca. O mais baixo
CPUE com captura de pescado foi 0,032 t/hora.

Para melhor descricdo local e sazonal dos embarques, os dados foram agrupados por
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trimestre e por porto de pesca (Tabela I), observando-se um maior esfor¢co de observacao a
Norte e a Sul, respectivamente com 15 e 23 viagens observadas, do que a Centro onde se
realizaram apenas 8 viagens. O n° de lances a Norte foi de 25, no Centro de 17 e no Sul de
38. Em média, realizaram cerca de 2 lances por viagem no total da costa. Devido as piores
condicBes do mar no Inverno, o esforco de observagéo concentrou-se no 2°, 3° e 4° trimestre
de 2010 e por questdes logisticas e proximidade dos dois observadores, as viagens concen-
traram-se tanto a Norte como a Sul.

Tabela I.- Resumo do esforco de observacédo a bordo da frota do cerco em 2010, por porto de
descarga, trimestre, n® de viagens e n° de lances realizados.

ZONA PORTO DESCARGA  TRIMESTRE N°VIAGENS N°LANCES

Pbvoa de Varzim 3° 2 5
Matosinhos 10, 20, 30 7 11
Norte .

Aveiro 3° 2
Figueira Foz 1°, 20, 3%, 4° 4 5
Total Norte 15 25
Peniche 20, 4° 4 6
Algés 3° 1 3
Centro Sesimbra 40 1 2
Setlbal 3° 1 3
Sines 40 1 3
Total Centro 8 17
sul Portiméo 20, 39, 4° 11 23
Olhdo 20,30, 40 12 15
Total Sul 23 38
TOTAL 46 80

Durante 2010, em termos nacionais, as espécies mais descarregadas nos embarques rea-
lizados, foram sem divida a sardinha (64%) e a cavala (35%), tendo o carapau e o biqueirdo
descargas reduzidas. Quando se observa os desembarques no Norte, a proporc¢éo de sardinha
aumenta para 83%, reduzindo a presenca de cavala para 14%. A percentagem de carapau
desembarcado é de 2% e ocorreu unicamente a Norte, enquanto o biqueirdo perfez 1%. No
Centro, ocorre a presenca de sardinha e cavala, respectivamente com 86% e 14%. No Sul, as
descargas de sardinha e cavala sdo semelhantes (55% e 44%), sendo a presenca de biqueirdo
mais reduzida (Fig. 2).
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Figura 2.- Desembarques realizados em Lota nos embarques do cerco, a nivel nacional,
norte, centro e sul de Portugal (percentagem relativa as seguintes espécies — PIL (sardinha),
MAS (cavala), HOM (carapau-branco) e ANE (biqueirdo).

De forma a simplificar a descricdo da actividade de pesca, foram calculados valores
médios para cada zona de Portugal continental (norte, centro e sul), apresentados na tabela
I1. Calculando o nimero médio de lances por viagem, verifica-se mais lances por viagem
no Centro, apesar um nimero reduzido de viagens realizadas. O Norte e o Sul tém valores
semelhantes (1,6 lance/viagem).

Tabela I1.- Resumo da actividade da frota do cerco em 2010, por zona, em termos de
valores médios por viagem: nimero de lances realizados, captura total e slipping (t), percen-
tagem de ocorréncia de slipping, tal como as espécies alvo de rejeicao (cddigo FAO; PIL =
sardinha, MAS = cavala).

NUMERO CAPTURA ME- % SLIPPING ESPECIES RE-

ZONA LANCES/  DIA/VIAGEM S'/i‘\)flix%;'\éﬁj(:)o NOTOTAL  JEITADAS POR
VIAGEM ) DEVIAGENS slipping

Norte 1,67 4,81 1,2 13,33 PIL

Centro 2,13 4,16 0 0,00 -

Sul 1,65 9,12 0,99 52,17 PIL e MAS
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Tanto no Norte como no Centro em 2010, a captura média por viagem rondou as 4 e 5
t, observando-se aproximadamente o dobro no Sul (cerca de 9 t). No Norte, as rejeicfes por
slipping corresponderam em média a 1,2 t de sardinha por viagem (a Gnica espécie rejeitada),
sendo a principal causa o limite da quota diaria. Ja no sul do pais, o slipping médio por
viagem foi de 0,99 t e foram observados lances de multi-espécies (reduzindo o valor em lota),
sendo esta a principal causa de rejeicdo. No entanto, a Sul verificou-se ocorréncia de slipping
em cerca de metade das viagens, devido a presenca de cavala misturada com sardinha.

Analisando os regimes da actividade da frota do cerco (Fig. 3), comparando o norte e sul
de Portugal, os resultados mostraram que embora as viagens sejam ligeiramente mais curtas
a norte, esta diferenca nao é significativa (P> 0,05). O tempo de procura € significativamente
superior no Norte (P< 0,05), enquanto os tempos de navegacgdo e a duracdo das operacdes
de pesca sao superiores no sul (P= 0,001 e P< 0,001, respectivamente). Ou seja, 0 tempo de
viagem (média de 8-9 horas em ambas as areas) é mais utilizado na procura de cardumes no
Norte e na navegacao e operagdes de pesca no Sul.

Figura 3.- Padrfes de actividade da frota do cerco no norte e sul de Portugal: duracdo da
viagem, navegagdo, procura e pesca.
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O esforco de pesca ndo apresentou diferencas significativas entre as zonas Norte e Sul:
em média, foram despendidas 3,9 horas (desvio padrdo = 2,06 horas) nas actividades de
pesquisa e pesca para cada lance (Fig. 3). O rendimento de pesca foi significativamente mais
elevado no Sul (1,6 £ 1,5 t/hora) do que no Norte (0,65 + 1,4 t/hora) devido sobretudo as
elevadas capturas de cavala no Sul. No entanto, a sardinha foi a espécie mais capturada nas
duas zonas com rendimentos por lance de pesca que ndo diferiram significativamente entre
as zonas (Norte: 0,6 £ 1,4 t/hora; Sul: 0,9 + 1,4 t/hora) (Fig. 4).

Figura 4.- Esforco e rendimentos de pesca (CPUE, t/hora) por zona (Norte a azul; Sul a
verde).

No norte do pals, as observagdes de interacgdes da pesca com cetaceos coincidiram com
0s meses em que houve uma maior captura de sardinha (2° trimestre) e ocorreram em cerca
de 20% dos lances. No Sul, as intera¢des observadas aconteceram em cerca de 40 a 50% dos
lances no 2° e 3° trimestre do ano (Fig. 5).
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Figura5.- Percentagem de interac¢des de cetaceos por lance de pesca de Cerco por trimestre,
para o Norte (Azul) e para o Sul (verde).

A Unica espécie de cetaceo a interagir foi o golfinho-comum (D. delphis) e normalmente
as interacOes sdo observadas durante a alagem da rede e transbordo do peixe, com 0s animais
a nadarem por fora da rede com comportamento normal. Nos 80 lances de pesca, foram ob-
servadas 14 interacOes (18% de interagdes em todos os lances observados) que resultaram
apenas huma captura acidental e desta, resultou na morte de um animal.

Discussao

Quando se estuda uma pescaria, € necessario ter em conta varios factores: condi¢Ges
meteoroldgicas, disponibilidade das espécies-alvo a capturar e receptividade do mercado ao
pescado capturado, disponibilidade da frota para realizacdo de embarque, nimero e disponi-
bilidade do(s) observador(es), disponibilidade financeira dos projectos de investigacao e por
fim, condi¢des minimas de seguranca a bordo das embarcaces de pesca.

O esforco de observacdo a bordo, ao longo de 2010, foi principalmente condicionado
por condi¢Bes meteoroldgicas e disponibilidade de observadores. Em periodos longos de
invernia, existe um menor esforco de pesca comercial e por isso, o esfor¢o de observacéo foi
também menor nos meses do 1° trimestre e também Gltimos meses do 4° trimestre (Novembro
e Dezembro) de 2010. Para além disso, a norte de Peniche ocorre anualmente, em Margo,
uma paragem deliberada pelas OPs, condicionando mais uma vez o esfor¢o de observagdo
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nesta zona. Tendo em conta os limitativos temporais, espaciais e financeiros que acarretam
a monitorizacdo de uma frota de pesca, com uma equipa reduzida de observadores, nem
sempre foi possivel da melhor forma distribuir geograficamente o esforco de observacdo. A
norte de Sines, a distribuicdo de embarques anuais foi determinada pela importancia relativa
de desembarques da frota do Cerco de forma a obter dados representativos da frota (portos
de pesca com maiores descargas anuais tém maior percentagem de esforco de observagéo).
A sul, os embarques realizaram-se nos dois principais portos algarvios (Olhdo e Portimao)
e tiveram como objectivo a divisdo quantitativa dos embarques, tendo em conta fatores
temporais, financeiros e de disponibilidade do observador. Os locais em maior desfalque
de observacdo e informacéo recolhida serdo o Centro, com 0s portos entre Sesimbra e Sines
em destaque. Aumento do nimero de observadores e viagens a observar poderdo colmatar o
défice de informacao, aproximando os resultados ao panorama nacional.

Em Portugal, a tendéncia anual é habitualmente, a frota de cerco do norte do pais ser a
principal fonte de abastecimento de sardinha do mercado nacional. No entanto, em 2010,
0 CPUE (Captura por unidade de esforco de pesca) médio foi superior no Sul do pais, ob-
servando-se a nivel nacional rendimentos de pesca mais baixos a Norte tal como capturas
inferiores ao habitual. No Sul, observou-se também maior presenga de sardinha tal como
de cavala em 2010. De uma forma geral, 0 2° e 3° trimestres sdo mais produtivos, devido a
melhoria das condi¢des meteoroldgicas e as maiores exigéncias do mercado e consumo. A
sardinha foi a espécie mais capturada nas duas zonas, mas enquanto que no Sul as capturas
de sardinha e cavala sejam equivalentes (55% e 44% dos desembarques respetivos), a Norte
predominam desembarques de sardinha (83%). Os rendimentos médios foram superiores no
Norte, para o caso da sardinha, sobretudo no 2° trimestre, e superiores no Sul para a cavala
ao longo do ano.

Como a pesca de cerco é costeira e junto aos portos de origem, as viagens foram de
curta duracdo (8 - 9 horas por média) e na andlise dos resultados da actividade pesqueira,
verificou-se ndo existir diferencgas significativas quanto a duracéo das viagens entre norte e
sul de Portugal. Estes valores coincidem com os referidos na bibliografia (Wise et al., 2007)
No entanto, ocorreram diferencas significativas relativamente aos tempos de navegacao e de
operagdes de pesca (valores superiores a Sul como resultado dos pesqueiros serem por vezes
mais longinquos e ocorréncia de manobras de pesca mais lentas causados por cercadoras
pior equipadas mecanicamente com dispositivos de alagem de rede). No que diz respeito a
tempos de procura, estes foram significativamente superiores a Norte, pois 0 ano de 2010
foi caracterizado por uma escassez de peixe nesta zona do pais. Como resultado deste efeito
compensatério (tempos de navegacdo e operaces de pesca superiores a Sul e tempos de
procura superiores a Norte), o esforco de pesca em 2010 foi semelhante nas duas zonas.
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No que diz respeito as rejeicBes por slipping, a Norte as OPs imp&em limites diarios de
forma a gerir o maximo anual de desembarque para a sardinha e nesta zona, 0s mestres das
embarcacdes procederam a rejei¢cbes quando a captura ultrapassou os limites estipulados.
No sul do pais, o slipping deveu-se acima de tudo a lances multi-espécie e a consequente
baixa de rentabilidade na venda em lota. Para 0 ano de 2010, em termos de valor médio (t),
o slipping foi semelhante no Norte e no Sul mas as quantidades foram inferiores a valores
referidos em trabalhos realizados em anos anteriores (Stratoudakis & Marcalo, 2002). A
composic¢do do slipping por espécie entre as duas zonas € no entanto diferente. A Norte, em
exclusivo sardinha e no Sul, sardinha e cavala.

O golfinho-comum (D. delphis), por ser o pequeno cetdceo mais abundante ao longo da
costa Portuguesa, é a espécie que mais interage com as actividades pesqueiras e nomeada-
mente com a pescaria de cerco. Na costa Portuguesa, 0s peixes pelagicos e em particular a
sardinha, séo as presas preferenciais do golfinho-comum (Silva, 1999), fazendo com que a
sua abundancia esteja diretamente relacionada com a presenca de alimento e em particular
com esta presa. Tal como nos resultados apresentados apenas para a costa Ocidental por
Wise et al. (2007), observou-se em 2010 que as interacgOes de cetdceos com a pescaria de
cerco foram apenas de golfinhos-comuns e coincidiram com 0s meses em que houve uma
maior captura de sardinha, embora aqui a ocorréncia de interagcdes tenha sido maior na costa
Algarvia comparada com a costa Ocidental. A proporgdo de interaces em 2010 é bastante
superior (18%) ao observado por Wise et al. (4%), havendo também no presente trabalho pela
primeira vez a observacdo de uma captura acidental que resultou em morte do animal. Este
aumento de interacdes podera estar relacionado pelo facto do maior nimero de ocorréncias
em 2010 ter sido observado ao longo da costa Algarvia, zona que em anos anteriores nao fora
estudada. De uma forma geral, as interaccGes com cetaceos € a pescaria de cerco podem ser
positivas e/ou negativas. O facto dos cetaceos se aproximarem das embarcacdes, devido a
maior disponibilidade de alimento, é favoravel aos animais. No entanto, poderdo afugentar
os cardumes de peixe alvo de captura pela pesca comercial. Particularmente na pescaria
de cerco, os pescadores por vezes referem que a presencga dos cetaceos permite observar a
presenca do cardume de pelagicos, até mesmo concentra-lo, facilitando a tarefa de pesca.
Ocasionalmente, as interac¢des apresentam-se com efeitos negativos, tanto para 0s animais
(captura acidental e morte) como para a pesca (aumento dos tempos de manobra, danos nas
redes e perda de captura).
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Conclusoes

Dada a variabilidade regional e anual no regime operacional e composi¢do das capturas
da frota do Cerco em Portugal continental, tal como ocorréncia de interaccbes cetaceos
Versus pesca, aponta para a necessidade de prolongar e intensificar o esforco de observacéo
de maneira a obter resultados mais precisos, com objectivo de obter uma melhor descri¢do do
regime de pesca e do seu impacto no stock das espécies capturadas, das rejeicOes e interacdes
com espécies protegidas.
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Abstract

Thick-lipped grey mullet (Chelon labrosus) is a marine teleost of the Mugilidae family
very common in the estuaries of Cadiz Bay, having a great importance for aquaculture in
this area. This euryhaline specie is characterized by amphidromic life cycles, migrating to
estuarine areas for feeding and other physiological process. The influence of four environ-
mental salinities (high salinity water, 55 ppt; seawater, 40 ppt; brackish water, 12 ppt and
fresh water, O ppt) on osmoregulation and energy metabolism of juvenile C. labrosus was
assessed. Immature specimens (n=48.31 = 2 g mean initial body weight) were randomly
distributed into four tanks (12 fish per tank) and maintained under experimental salinities
in a re-circulating system during 21 days. At the end of the experiment, specimens were
weighed, measured and sampled for metabolic and osmoregulatory parameters. Plasma
cortisol and glucose levels were significantly higher in low salinities (12 > 0 > 40 > 55 ppt).
These changes could indicate that fish reared at 0 and 12 ppt were under stress situation
facing extra energy costs. Plasmatic osmolality did not change in the salinity range tested,
indicating a good osmoregulatory capacity of the specie. Gill Na*,K*-ATPase activity will
be presented and discussed under this hypothesis. At hepatic level glucose and triglyceri-
de enhanced, while glycogen values decreased in specimens acclimated to low salinities
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(0 and 12 ppt). Muscle metabolite levels increased in specimens acclimated to the highest
salinity (55 ppt). These results suggest that juvenile of C. labrosus are strongly euryhaline,
but acclimation to extreme salinities comes with an energetic cost.

Thick-lipped grey mullet, osmoregulation, metabolism.

Introduction

Thick-lipped grey mullet (Chelon labrosus, Risso, 1827) is a teleost of high commer-
cial value, which production could be a good option for diversification of aquaculture
in the Southern of Spain. This species is characterized by amphidromic life cycles, with
migrations between areas with different environmental salinities according to the stage of
the life of the specimens (Cardona, 2006). Its culture can be performed in estuarine areas
as well as in earthen ponds. The water salinity in these areas is subjected to great changes
depending on weather conditions. Thus, in times of heavy rains that salinity can decrease
significantly, while in the summertime greatly increases. As the rest of euryhaline fish,
C. labrosus adapts well to changes in environmental salinity without showing significant
alterations in behavior and stress level in a short time (Marrero, 2008). However, long
periods in fresh water can induce death, because this species is unable to sustain a hype-
rosmoregulatory capacity during long time (Laserre and Gallis, 1975). Previous studies in
C. labrosus have shown that Na*,K*-ATPase activity is involved into gill sodium excretion
in seawater and sodium reabsorption by renal tubules in fresh water environments (Gallis
and Bourdichon, 1976; Gallis et al., 1979). However, nowadays there is no data about the
changes in metabolic activity during the adaptation of C. labrosus to fresh water and high
salinity water. The aim of this study was to analyze the influence of environmental salinity
on the osmoregulatory system and metabolism of thick-lipped grey mullet to determine the
range of euryhalinity of this specie as well as the optimal salinity of the culture. At this
optimal salinity, reducing metabolic cost of osmotic regulation could improve growth and
feed utilization by the specimens (Boeuf and Payan, 2001).
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Materials and methods

The experiment was carried out in our facilities (University of C&diz, Spain), with
juvenile specimens of thick-lipped grey mullet (n=48, initial mean body weight of 31.0 + 2.8
g) obtained from natural earthen ponds and acclimated to our facilities. Four homogenous
groups (12 animals per tank) were randomly distributed in tanks of 400 L with different
environmental salinities (fresh water: 0 ppt; brackish water: 12 ppt; sea water: 40 ppt; and
high salinity water: 55 ppt) and maintained in a re-circulating system under natural photo-
period conditions (February-March, 2010) during 21 days. Fish were fed with the 1 % of
their body weight. Before the experiment, fish were weighed and measured. At the end of the
trial specimens were sacrificed, weighed, measured and different tissues obtained (plasma,
liver and muscle). Metabolic parameters (glucose, lactate, glycogen and triglycerides) were
determinate in these samples using commercial Kits. In addition, osmoregulatory parameters
were assessed both in plasma (cortisol and osmolality) as well as in gill and kidney (Na*,
K*-ATPase activity).

Differences between groups were tested by one-way ANOVA using the different envi-
ronmental salinities as a factor of variance. Homogeneity of variances was analyzed with
Levene’s test. When P values showed significance, individual means were compared using
Tuckey’s post-hoc test. Statistical significance was accepted at P < 0.05. When not satisfied
the normality of the data, we applied the logarithm base 10 transformation.

Results and discussion

Table | presented growth rates of juveniles specimens of C. labrosus acclimated to
different experimental salinities during 21.\Weight gain percentage was highest in fish accli-
mated to brackish water (12 ppt), while the lowest values were observed in fresh water (0 ppt)
group. The rest of parameters did not show significant differences between groups, probably
due to the short period of the experiment.
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Table I.- Biometric parameters of specimens of C .labrosus acclimated to different salinities.
Data are presented as mean + SEM (n= 12). Different superscripts are significantly different
(P < 0.05). K: condition factor; SGR: specific growth ratio; WG: weight gain: HSI: hepato-
somatic index.

0 ppt 12 ppt 40 ppt 55 ppt

Initial weight (g) 33.6+27 31.7+40 247+19 337%29
Initial size (cm) 141+04 139+05 130+£03 138+04
Final weight (g) 338+28 345+42 273+19 351+30
Final size (cm) 142+04 141+£05 131+03 141+04
K (%) 1.2+01 13+02 13+01 13%01
SGR (%) 0.0x0.1 02+0.1 01+£0.1 0.2+£0.0
WG (%) -14+22% 132+22° 83+16° 68+12°
HSI (%) 1.8+0.1 1.7+02 13+£02 19%02

Different authors have described in some euryhaline species, including C. labrosus, that the
relationship between gill Na*,K*-ATPase activity and environmental salinity presented a “U-
shaped” curve (Gallis et al., 1979; Laiz-Carrion et al., 2005; Herrera et al., 2009). In our study,
this enzymatic activity showed a similar pattern, with the highest activities at extreme salinities
(0 and 55 ppt) and the lowest in brackish water environments (12 ppt) (Fig. 1a). However,
kidney Na*,K*-ATPase activity presented an inverse linear relationship respect to environmen-
tal salinity, reducing its activity with increasing salinity (Fig. 1b). Plasma osmolality levels
enhanced with salinity, but significant differences were not detected between groups (Fig. 1c).

In some euryhaline teleost (i.e. gilthead sea bream Sparus aurata) plasma cortisol
increased when environmental salinity decreased (Mancera et al., 1993). This coupled with
a parallel enhancement in plasma glucose levels, indicating a state of hyperglycemia in
specimens under these environmental conditions. Our results showed the same pattern of
change (Fig. 2a and 2b), suggesting that acclimation to low environmental salinities (0 and 12
ppt) induce a stress situation with enhanced plasma cortisol and glucose levels. The observed
high plasma cortisol values with low plasma glucose levels in specimens maintained under
freshwater conditions could be ascribe to an enhancement of glucose consumption under this
environmental salinity.

The rest of plasmatic parameters (triglycerides and lactate) did not show any significant diffe-
rences (Table I). Hepatic levels of glucose and triglycerides presented high values in specimens
acclimated to 12 ppt (Table I), in agreement with plasmatic cortisol and glucose values. On the
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other hand, muscle metabolites showed no significant differences between experimental groups,
although the lowest values were observed at extreme salinities (0 and 55 pp) (Table I1).

Figure 1.- Osmoregulatory parameters: (a) gill Na*,K*-ATPase activity; (b) kidney Na*,K*-
ATPase activity; and (c) plasma osmolality in specimens of C. labrosus acclimated to different
environmental salinities by 21 days. Data are presented as mean = SEM (n= 12). Different
superscripts are significantly different (P < 0.05).

Figure 2.- Plasmatic stress parameters of stress (a, glucose; b, cortisol), determined in
specimens of C. labrosus acclimated to different environmental salinities by 21 days.. Data
are presented as mean + SEM of groups (n= 12). Different superscripts are significantly
different (P < 0.05).
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Table I1.- Plasmatic, hepatic and muscular metabolites in juvenile C. labrosus specimens
acclimated to different experimental salinities during 21 days. Dates are presented as mean +
SEM. Different superscripts are significantly different (P < 0.05).

0 ppt 12 ppt 40 ppt 55 ppt
Plasma
Lactate (mM) 1.9+0.2 22+0.2 21+0.2 24+0.2
Triglycerides (mM) 1.13+£0.07¢ 0.77+0.05> 0.69+0.04> 0.77+0.07°
Liver
Glucose (umol glc/g pf) 78.9+3.4° 81.1+3.9° 57.9+8.1° 488+ 3.7°
Glycogen (umol gly/g pf) 206.1+£9.22 194.9+13.0° 199.4+ 145" 276.4+135°

Triglycerides (umol TAG/g pf) 3.6+0.2® 42+0.20 2.9+0.2% 2.6+0.2
Muscle

Glucose (umol glc/g pf) 29.8+2.0* 31.2+33® 359+3.1° 235+1.8°
Glycogen (umol gly/g pf) 36.5+3.0 37.7+3.1 475+4.3 425+4.0
Triglycerides (umol TAG/g pf) 19+0.2¢ 2.0+0.12 2.4+0.2¢ 3.3+0.2°
Lactate (umol lac/g pf) 50.2+4.0° 454 +3.9° 60.4+3.3" 536+35®

These results indicate that C. labrosus is able to adapt to a wide range of environmental
salinities, at least during the experimental period of 21 days, carrying out scarce changes
in osmoregulatory and metabolic parameters. Changes in gills and kidney Na*, K*-ATPase
activities as well as absence of any change in plasma osmolality values confirm the good
osmoregulatory capacity of this species submitted to changes in external salinity. In addition,
the energy requirements needed to support these environmental alterations are covered by
plasmatic and hepatic metabolites, adapting the metabolic state to environmental conditions.

Conclusions

Juvenile specimens of Chelon labrosus were able to osmoregulate and grow in different
environmental salinities (fresh water, brackish water and high salinity water) during the ex-
perimental period tested (21 days).

Modifications in environmental salinity induced metabolic reorganization in different
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tissues (plasma, liver and muscle) to compensate osmoregulatory changes induced by salinity
acclimation.

Chelon labrosus is a strongly euryhaline species, but acclimation to extreme environmen-
tal salinities involve to energy expenditure.
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Resumen

La rentabilidad de los criaderos de moluscos bivalvos esta asociada a la produccion
masiva y estable de semilla. Por ello debe disponerse de sistemas de preengorde de semilla
-semilleros-, eficientes y con bajos costes operativos que permitan mantener la semilla de
pequefio tamafio hasta lograr la talla adecuada (> 10 mm), para siembra directa y cultivo en
el medio natural.

En un semillero flotante experimental, ubicado en un pantalan del muelle deportivo de
Camarifias (A Corufia), en este flupsy, se realizan pruebas de preengorde en sistemas de
contenedores con flujo invertido forzado por aire y con flujo lineal, respectivamente. Los
ensayos se efectlian con semilla de criadero de diferente talla de almeja babosa (Venerupis
pullastra) y de coquina (Donax trunculus).

Se preengordan lotes de semilla empleados de almeja babosa son de clase: T1 (1,5 £ 0,7
mm), T2 (3,0 1,1 mm) y T3 (4,5 = 1,4 mm) en sistemas de flujo invertido. Simultdneamente
se preengordan, en sistemas de flujo lineal, lotes de semilla con talla ajustada al sistema: T2,
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53,2+£1,3mm), T3 (45+1,4mm)yT5 (7,0 £ 1,7 mm). En ambos casos, a los 30 dias se
consigue la talla objetivo (> 10 mm). Las tasas de recaptura superan en ambos sistemas el
95%. En este periodo de preengorde la biomasa de almejas se sextuplica en flujo invertido,
y se consigue un incremento inferior (x 4,5) en flujo lineal. Es en el lote de semilla de menor
talla (T1) en el que se observa mayor incremento en talla y peso.

Con los lotes de semilla de coquina, de clase de talla T1 (1,96 + 0,18 mm) y peso (1,46
+ 0,00 mg), se evalla si se adaptan al sistema de preengorde en semillero exterior con flujo
forzado invertido.

Se consolida con este sistema la posibilidad de preengordar en el medio natural, semilla
de criadero a partir de talla 1,5 mm o inferior a partir de semilla retenida en tamiz de 600 um .

Introduccion

El éxito de un criadero de moluscos bivalvos se basa en la produccion masiva de semilla
de almeja de talla adecuada (>10 mm) para siembra y cultivo en el medio natural. A partir de
este tamafio y siguiendo los métodos tradicionales de siembra y cultivo en el medio natural
se alcanza la talla comercial.

Los criaderos estan preparados para producir grandes cantidades de pequefia semilla,
(2-2 mm) pero su capacidad productiva estd muy limitada y los costes operativos, de man-
tenimiento y los riesgos aumentan de forma gradual, cuando la semilla permanece en la
instalacion para alcanzar mayor tamafio. Por ello se precisa definir sistemas en el medio
natural, eficientes y de bajo coste, que permitan gestionar esta semilla hasta que alcance la
talla adecuada para la siembra directa y cultivo en el exterior. Implementar sistemas sencillos
y eficientes en el medio natural, en los cuales la semilla procedente del criadero alcance la
talla de siembra, es fundamental para el éxito comercial de la produccion.

En numerosos trabajos se describen y analizan sistemas y métodos de preengorde. En
este trabajo analizamos la talla minima en que se puede manejar la semilla de dos especies
de moluscos obtenida en criadero, utilizando un sistema de preengorde ubicado en un recinto
portuario. Se pretende definir el protocolo para el manejo de la semilla hasta una talla (> 10
mm), que Royo (2007) considera como la minima para la siembra en el exterior. Este aspecto
también se pone de manifiesto en reuniones con organizaciones del sector marisquero de
Galicia (Guerra, 2010) que sefialan esta talla como la mas adecuada para sembrar directa-
mente en las zonas de cultivo.

410




IV Férum Ibero-Americano dos Recursos Marinhos e da Aquacultura

Objetivos

+«» Analizar un sistema de flujo forzado invertido para el cultivo de semilla de almeja
babosa en medio natural.

« Comparar los resultados con un sistema de flujo lineal.

+«+ Valorar el preengorde de semilla de coquina en ambos sistemas suspendidos.

Materiales y métodos

1.- La semilla

La semilla de ambas especies procedi6 de criadero. La experiencia se realizd con los
tamafios (Li) y pesos (Pi) que se indican en la tabla I.

La experiencia en cada ubicacion y contenedor, se inici0 simultaneamente a partir de
muestras de biomasa homogéneas, para su posterior comparacion respecto de los parametros
que se indican.

2.- El sistema de cultivo

El semillero es una plataforma flotante (Fig. 1) con un sistema de flujo forzado invertido
flupsy, ubicado en el pantalan del muelle deportivo de Camarifias (A Corufia). Al inicio del
cultivo los contenedores para el flujo forzado invertido son del tipo de bandejas apiladas, con
una malla de 600 um en la base y 707 cm? de superficie (Fig. 1A). Posteriormente para la
semilla >2 mm, se utilizan los contenedores descritos por De Santiago et al. (2008), de 962
cm? de base (Fig. 1B).

Para el cultivo de semilla en flujo lineal, se utilizan cajas de polietileno, apilables de la
casa comercial TEPSA (tamafio 50x34x12 cm) perforadas (de 2 mm de poro), con 1.500 cm?
de superficie, segun se describe en Villar (2011) (Fig. 1C).
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Figura 1.- Sistema de preengorde de semilla en el semillero de Camarifias (A Corufia). En
flujo forzado invertido: 1A, en bandejas apiladas para semilla a partir de 1 mm. 1B, directa-
mente en cubo contenedor a partir de semilla de 3 mm. En flujo lineal: 1C, en cajas apiladas
suspendidas de la estructura del semillero, para semilla mayor de 3 mm.

3. Registro de temperaturas.

Los datos de la temperatura en el pantalan en el que se ubica el semillero, se tomaron au-
tomaticamente cada 2 horas, a lo largo del periodo de la experiencia, mediante un registrador
(Stow Away Tidbit).

Las tallas y pesos iniciales de la semilla se recogen en la tabla I. La periodicidad de los
muestreos en cada unidad de cultivo fue de 30 dias. Para valorar el crecimiento se controlan
los siguientes parametros:
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Longitud (L): mediante medicidn antero-posterior de 50 individuos recogidos al azar
con calibre Mitutoyo de precision +0,01 mm.

La biomasa total (g) de la muestra se registrd, una vez transcurridos 30 minutos fuera
del agua. El peso individual (Wi), se obtuvo para cada lote, empleando 6 muestras al
azar. Cada muestra de 50 unidades se peso en balanza de 0,01 g de precision.

Crecimiento. Se calcularon tasas instantaneas de crecimiento G30 para 30 dias
(Claus, 1981), en peso (W) y longitud (L), mediante la relacion:

0 GL30 =30/t x In (LF/LO)
0 GWS30 = 30/t X In (WF/WO)

Wf y Wi, Lf y Li son los pesos himedos y longitudes individuales finales e iniciales,
respectivamente.

t el nimero de dias de cultivo entre muestreos sucesivos.

In (logaritmo neperiano).

Con el fin de determinar si hubo diferencias de crecimiento se utilizo el test de compa-
racion de medias de la “t” de Student, que permite comprobar la existencia de diferencias
significativas entre las tallas medias de dos muestreos consecutivos, para cada uno de los
lotes de semilla.

I.- Pruebas de preengorde de semilla de almeja babosa

a.

En flujo forzado invertido. Primer periodo (30 dias).
¢ En 3 bandejas apiladas de malla 600 um.

¢ Biomasa inicial, 100 g de semilla T 1(1,5+ 0,7 mm), T2 3,0+ 1,1 mm) y T3
(4,5 £ 1,4 mm), que representa alrededor de 1,5 kg/m?.

En flujo forzado invertido. Segundo periodo (a partir del dia 30).
¢ En 2 cubos con malla en fondo de 2 mm (descritos en De Santiago et al., 2008).

En flujo lineal.

¢ Biomasainicial, 200 g de semilla con tallas: T2,5 (3,2 £ 1,2 mm), T3 (4,5 + 1,4 mm)
y T5 (7,0 £ 1,7 mm). Esto supone una biomasa de almejas entorno a 1,5 kg/m?.

En ambos sistemas, de bandejas apiladas en flujo forzado y de cajas apiladas en flujo lineal,
se iniciaron las pruebas con similar biomasa de semilla de almeja, alrededor de 1,5 kg/m? .
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I1.- Preengorde de semilla de coquina

a. Enflujo forzado invertido.
¢ En 2 bandejas apiladas de malla 600 um .

¢ Biomasa inicial, 100 g de semilla T 1 (1,5 = 0,7 mm), en dos réplicas de 100 g/
bandeja. Biomasa inicial por unidad de superficie del sistema: 1,5 kg/m2.

4. Supervivencia

Al final del cultivo, se estimd la supervivencia en base a la mortalidad observada en cada
uno de los muestreos, referida al total de la poblacion utilizada en el ensayo.

Resultados

a) Temperatura

En la figura 2 se recogen los datos de temperaturas, méaxima, minima y media en el periodo
en el que se realizaron las pruebas. Los valores varian en un rango de 15 °C a 21 °C.; con osci-
laciones entre la maxima y la minima de 2 °C. Esto confiere a la ubicacion una gran estabilidad
de este parametro, aspecto importante en el preengorde y cultivo de estas especies.

Figura 2.- Registros (cada 2 h) de temperaturas en el pantalan-semillero.
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b) Preengorde de semilla

b.1.- Almeja babosa

En la figura 3 se indica la evolucidn de la semilla de almeja babosa, de tres clases de talla
inicial (T1, T2, T3) que se mantiene hasta el dia 30 en bandejas apiladas de flujo invertido.
A partir de entonces pasan a 2 cubos (T1y T2+T3 en el mismo sistema), hasta el dia 47 de
cultivo. A partir de este momento la semilla se desdobla y mantiene simultaneamente en
sistemas de flujo forzado (T1y INVG) y flujo lineal (LG y LP).

Figura. 3.- Crecimiento en peso (g) de la semilla de almeja babosa.

En la figura 4 se indica el incremento en biomasa de las distintas clases de semilla. La
biomasa de T1 a los 47 dias de cultivo practicamente iguala a la suma de T2+T3.
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Figura 4.- Incremento de biomasa en tres bandejas en sistema de flujo forzado invertido,
hasta el dia 35. Pasando a partir del dia 35 a dos cubos contenedores en el mismo sistema, y
uniendo la semilla de la clase inicial T2y T3.

En la tabla I, se resumen los resultados de la prueba de preengorde iniciada con 100 g de
semilla de clase T1, T2 y T3 en flujo forzado invertido y simultaneamente en flujo lineal, con
200 g de semilla T/2,5; T/3'y T/5. En el sistema de flujo invertido en el periodo comprendido
entre 15 y 30 dias de cultivo, se observa (Tablas | y Il) un escaso o nulo crecimiento de la
semilla, hecho que coincide con un episodiaz de suspension de sélidos en la zona por efecto
de dragados. Este efecto negativo es mas fuerte en los contenedores de flujo forzado que se
colmatan rapidamente con los limos en suspensién; los sistemas en el flujo lineal resultan
menos afectados en estas condiciones.

En el flujo forzado, el lote de 100 g de semilla de menor tamafio inicial (T1), se transfor-
ma a los 30 dias de cultivo, en 710 g; alcanza 5 kg a los 50 dias, y 10 kg a los 83 dias, con
talla superior a 20 mm. En los primeros muestreos (15 y 30 dias) aparecieron diferencias
significativas en talla y peso entre los lotes, aunque al final del periodo de cultivo, no hay
diferencias notables en la biomasa total cosechada de las diferentes pruebas, ni diferencias
significativas en la talla y peso individual.
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Tabla I .- Resultados de las pruebas de preengorde de semilla de almeja babosa. A la izquierda
en bandejas en flujo forzado invertido, y a la derecha en flujo lineal. La biomasa inicial de
semilla es diferente en cada sistema (100 y 200 g respectivamente). En flujo forzado se juntan a
los 50 dias los lotes B y C en un solo contenedor y a los 64 se desdoblan ambos contenedores.

Flujo invertido Flujo lineal
Dias Clase Wit W+DS L+DS Clase Wt W+DS L+DS
g g mm g g mm
A(T1) 100 0,0125 1,5+0,7 A(T2,5) 200 0,0201 3,241,3
0 B(T2) 100 0,0250 3,0£1,1 B (T3) 200 0,0360 4,5+1,4
C(T3) 100 0,0360 4,5+1,4 C (T5) 200 0,0921 7,0£1,7
A 240 0,0366 5,2+0,9 A 455 0,0443+0,022 6,9+1,3
15 B 278 0,165 7,6+0,8 B 430 0,0793+0,029 8,3+1,3
C 230 0,251 9,0£1,5 C 465 0,1847+0,052  11,4+1.2
A 713 0,0713+0,02 8,21+0,6 A 981 0,119+0,049 23,1+0,2
30 B 661 0,1631+0,03  10,7+0,7 B 805 0,140+0,064 23,1+0,1
C 495 0,2304+0,05  12,1+0,8 C 940 0,368+0,153 23,440,2
50 A 2.688 0,1933+0,09  14,0+1,7
B+C 2.918 0,4700+0,13  17,4+1,6
64 A2 2.555 0,4240+0,15  16,8+2,7
B+C/2 3.035 0,8480+0,25 22,334
83 A2 5.015 0,719+0,207  23,4+0,2

B+C/2 3.895 1,150+0,340  24,9+0,2

Las tasas de crecimiento se indican en la tabla Il. Los crecimientos son mas intensos al
inicio del cultivo y con semilla pequefia y se amortiguan a partir del momento en que la semilla
adquiere mayor tamafio, aspecto que se acentla en la semilla mantenida en flujo lineal.

Tabla I1.- Tasas de crecimiento, expresadas a través de G30, (en peso y longitud) en las di-
ferentes clases de semilla con que se realizaron las pruebas.

Flujo invertido Flujo lineal

Dias Clase GW30 GL30 Clase GW30 GL30
A(T1) 2,15 2,50 A(2,5) 2,37 2,86
15 B(T2) 3,77 1,85 B (T3) 1,48 1,15
C(T3) 3,88 1,38 C (T5) 1,29 0,91
A 1,54 1,05 A 1,56 1,91
30 B -0,03 0,81 B 0,90 1,62
C -0,20 0,70 C 1,09 1,14

64 A2 1,04 0,37

B+C/2 1,39 0,72
83 A2 0,48 0,83 0,33 0,63
B+C/2 0,84 0,51 0,37 1,00
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En la semilla de almeja babosa, mantenida desde el inicio en sistema de flujo lineal se
parte, por requerimientos del sistema, de una talla mas elevada (T2,5; T3y T5) que en flujo
forzado. La biomasa inicial (200 g), en este tipo de bandejas duplica a la del sistema de
bandejas en forzado.

Supervivencia

En todos los ensayos efectuados, en sistemas de flujo forzado (en bandejas y posterior-
mente en cubos; y en cajas apiladas en flujo lineal), no aparece mortalidad apreciable, siendo
las tasas de recaptura superiores al 80% al final de las diferentes pruebas.

Aunque el periodo del afio en que se desarrollaron estas pruebas es de los mas favorables
para el crecimiento de bivalvos, conviene resefiar que los datos de crecimiento y de eficien-
cia del sistema son en general superiores a los apuntados por Cervifio (2011), recopilados de
varios autores.

La experiencia realizada consolida la posibilidad de retirar del criadero, con garantias de
crecimiento y supervivencia la semilla a partir de 1 mm. Esto facilita la capacidad productiva
del criadero y las labores de manejo y control de los individuos en un semillero suspendido
en el medio natural.

Por ultimo en la tabla Il se aportan los datos preliminares de preengorde de semilla
de coquina T1, a efectos de valorar la capacidad del sistema de bandejas apiladas (en flujo
forzado invertido) para mantener semilla de pequefio tamafio (< 2 mm). La prueba se inicia
con 127.886 unidades de semilla T1, de talla 1,96 + 0,18 mm. La semilla se distribuye en
dos bandejas con igual biomasa. Una bandeja situada en la parte inferior (L2) que recibe el
flujo directo, y una segunda (L1), colocada en la parte superior de forma que recibe el flujo
de agua después de atravesar la bandeja inferior. Aunque los ensayos son preliminares y los
resultados estaran sujetos a confirmacidn, se estima que la semilla de esta especie puede salir
del criadero a sistema de semillero exterior con talla inferior a 2 mm.

Tabla I11.- Datos preliminares del preengorde de semilla de coquina en semillero exterior en
flujo forzado invertido.

. . . Control Biomasa W+DS L+DS
Sistema Dias cultivo
n° (9) mg mm
Bandeias en fluio 191,83 1,46+0,00 1,96+ 0,18
invertijdo ) , . L1 85 141#0,00  2,04+0,19
L2 100 1,60+0,00 1,91+ 0,14
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Resumen

Las toxinas paralizantes por consumo de moluscos (PSP) constituyen uno de los mas im-
portantes riesgos para la salud que esta asociado a la proliferacion de microalgas toxicas y que
ha afectado la acuacultura a nivel mundial. Estas toxinas se derivan de una base heterociclica
nitrogenada relacionada con la guanina. Las toxinas PSP estan agrupadas en carbamatos (sa-
xitoxinas (SXT), neosaxitoxinas (NeoSTX), gonyautoxinas (GTXs)], sulfamatos (GTX5,6;
toxinas C) y decarbamatos (dcSTX, dcNeoSTX, dcGTXs). En este estudio, se determind la
presencia y concentracion de estas toxinas en muestras del molusco bivalvo Perna viridis y
de fitoplancton, recolectados en tres bancos naturales de la costa norte del estado Sucre, en las
temporadas de lluvia y sequia del afio 2008. Para la extraccion se us6 el método de Lawrence
et al. (2004) usando cromatografia liquida de alto rendimiento. Se detect6 toxicidad en los
bivalvos y el fitoplancton de los tres bancos naturales estudiados. Los perfiles de las toxinas
PSPy las concentraciones variaron dependiendo de la localidad. Las toxinas GTX y dcSTX
fueron las que presentaron mayores concentraciones. En algunos casos, las concentracio-
nes de las toxinas, tanto del fitoplancton como de los moluscos analizados, sobrepasaron
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80 ng/100 g de tejido, valor que ha sido sefialado como requisito minimo de toxicidad de
PSP y establecido por las autoridades sanitarias venezolanas. Un analisis de componentes
principales demostré la existencia de una correlacion positiva entre la temperatura del agua,
la concentracion de clorofila a, la abundancia del fitoplancton, la de los dinoflagelados y la
concentracion de las toxinas GTX2,3 en el fitoplancton. Por otra parte, en el segundo compo-
nente, se demostro la existencia de una correlacién positiva entre la concentracion de dcSTX
en el fitoplancton y las concentraciones de dcSTX y GTX2,3 en los moluscos bivalvos. Los
dinoflagelados toxigénicos Pyrodinium bahamense y Gymnodinium sp. estuvieron presentes
en las muestras provenientes de los bancos naturales de Bahia Patilla y La Esmeralda, por lo
que se supone que fueron los organismos responsables por la presencia de las toxinas PSP en
los moluscos. Los resultados corroboran que las condiciones climaticas de la zona favorecen
el crecimiento de dinoflagelados productores de toxinas PSP.

Palabras clave

Toxinas PSP, Perna viridis, Venezuela.

Introduccioén

Varios géneros de dinoflagelados (Gymnodinium, Pyrodinium y Alexandrium) son pro-
ductores de toxinas que causan intoxicaciones paralizantes por consumo de moluscos (PSP,
siglas en inglés) en humanos y pueden causar la mortalidad masiva de otros organismos
marinos, incluyendo aquellos bajo cultivo (Sephton et al., 2007). Las toxinas derivadas
de esas microalgas también son acumuladas por los bivalvos, los cuales se convierten en
vectores importantes de PSP a lo largo de la cadena alimenticia. Esto origina serios riesgos
para la salud humana a través del consumo de individuos contaminados (Anderson et al.,
2009).

Las toxinas PSP son compuestos termorresistentes y los procesos de coccion, ahumado,
secado y salado no los destruyen (Lawrence et al., 1994). El proceso de intoxicacion genera
sustancias que bloquean los canales de sodio produciendo paralisis (Vélez et al., 2001), y, en
casos agudos, la muerte por asfixia al paralizar los musculos del torax.

Teniendo en cuenta la carga molecular y la estructura, las toxinas PSP se pueden clasificar




IV Férum Ibero-Americano dos Recursos Marinhos e da Aquacultura

en tres grupos: toxinas carbamatos [saxitoxinas (STX), neosaxitoxinas (Neo-STX) y gon-
yautoxinas (GTX1, GTX2, GTX3 y GTX4)] de elevada potencia toxica, toxinas sulfocar-
bamatos (B1, B2, C1, C2, C3y C4, GTX5y GTX6) de toxicidad considerablemente menor
y toxinas decarbamoiladas (dcSTX, dcNeo-STX, dcGTX1-dcGTX4) de toxicidad interme-
dia (Oshima, 1995). Adicionalmente, tres analogos que contienen hidroxibenzoatos fueron
aislados de G. catenatum provenientes de Australia (Negri et al., 2003) y luego en varios
otros paises (Bustillos-Guzman et al., 2011).

En Venezuela, la costa norte del estado Sucre (sureste del mar Caribe) ha sido la mas
afectada por las mareas rojas. En esta area, se encuentran grandes bancos naturales de
bivalvos y, también, algunas especies de dinoflagelados toxicos de los géneros Gymnodinium
y Alexandrium. Estas especies son las responsables de los eventos toxicos de tipo PSP regis-
trados desde los afios 70 del siglo pasado.

Saxitoxina (STX), gonyautoxinas (GTX) y sus analogos, y toxinas C fueron identificadas
en mejillones Perna viridis en la costa norte del estado Sucre y en el Golfo de Paria. El perfil
de las toxinas PSP y concentraciones variaron ampliamente entre areas geograficas, predo-
minado las toxinas GTX2,3 y las C1,2. Los mejillones de Playa Patilla, de la costa norte del
estado Sucre presentaron la méas alta concentracion de toxinas PSP (468 mg/100 g), también
como el mayor nimero de toxinas individuales identificadas (7 de 8), seguido por Giiiria (154
mg/100 g; 5 de 8) en el norte del Golfo de Paria (Chang Yen et al., 2006).

Bajo ciertas condiciones ambientales favorables para su desarrollo se produce un aumento
exagerado de organismos fitoplancténicos (especialmente dinoflagelados), lo que se conoce
como florecimiento, floraciones algales o bloom. Sin embargo, La relacion entre la presencia
de dinoflagelados tdxicos y las condiciones ambientales no ha sido aclarada aun, debido a la
dificultad de acceder a la dinamica ambiental (La Barbera Sanchez et al., 1993).

En el presente trabajo se estudié la distribucion espacial y temporal de toxinas PSP en
moluscos y microalgas en la zona norte costera del estado Sucre, Venezuela y su relacion con
las condiciones climéticas.

Materiales y métodos

Muestreo y procesamiento

Los muestreos se realizaron en tres localidades de la costa norte, estado Sucre, zonas
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donde existen bancos naturales del mejillon P. viridis (Fig. 1).

Figura 1.- Mapa del estado Sucre, Venezuela, indicando la ubicacién de las estaciones que
se emplearon en el estudio.

En cada localidad se midio la transparencia y la temperatura del agua con un disco de
Secchi y un termometro ambiental (£ 0,1 °C), respectivamente. También se tomaron muestras
de agua para cuantificar la biomasa del fitoplancton (1 - 2 L) y la abundancia del fitoplancton.
En el primer caso, las muestras fueron almacenadas en una cava con hielo para su transporte
al laboratorio y fueron procesadas de acuerdo al método modificado de Lorenzen descrito por
Strickland y Parsons (1972) En el segundo caso, la muestra se fijé con formol neutralizado y
se analiz6 de acuerdo al método de sedimentacion de Utermélh (1958).

Se recolectd una cantidad aproximada de 200 litros de agua de mar directamente de la
superficie. Este volumen fue pasado por tamices de 60 y 20 um de poro para concentrar los
organismos. El concentrado de cada tamiz se diluy6 con 200 mL de agua de mar filtrada, se
vertio en botellas plasticas y se almaceno en una cava con hielo para su traslado al laborato-
rio. Esto se realizé para mantener los organismos del fitoplancton en un buen estado fisiolgi-
co hasta el momento de procesar las muestras. En el laboratorio, las muestras se concentraron
con una bomba de vacio (GAST) y filtros de fibra de vidrio (1,2 pm de poro). Los filtros con
las muestras concentradas se congelaron hasta el momento de su procesamiento.

Ademas, se recolectd una cantidad suficiente de P. viridis para obtener 200 g del tejido
comestible (aprox. 20 individuos, de 8 a 10 cm de longitud). Los ejemplares se colocaron en
bolsas plésticas Click y se almacenaron en una cava con hielo para su transporte al laboratorio.
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Alli, se lavé el exterior y el interior de los bivalvos con agua destilada para eliminar la arena
y otras sustancias extrafias. Se separ0 el tejido comestible de la concha y se deposit6 en un
recipiente de vidrio; luego, fue homogenizado con una licuadora de cuchillas inoxidables.
Finalmente, el homogeneizado se almaceno bajo congelacion a -15 °C.

Extraccion de las toxinas paralizantes PSP

Para la extraccion de toxinas del fitoplancton, los filtros con las muestras concentradas
se colocaron en tubos de ensayo a los que se le agregé 5 mL de acido acético 1%. La suspen-
sion algal se colocé en un bafio de agua helada y se homogenizé con un homogenizador de
tejido por una hora. La solucién obtenida se centrifug6 a 3.000 rpm por 30 min a 25 °C. El
sobrenadante se guardd en viales bajo congelacion a -15 °C hasta el momento de su analisis.

Para el proceso de extraccion las toxinas paralizantes PSP de los moluscos se utilizo el
método de Lawrence et al. (2004). Para separar, las toxinas C3 y C4 de las toxinas GTX1y
GTX4y las toxinas B2 de las NeoSTX, se utilizé microcolumnas intercambiadoras de iones.
Las microcolumnas intercambiadoras de iones SPE-COOH, se acondicionaron haciendo
pasar a través de ellas 10 mL de acetato de amonio 0,01 mol L%, manteniendo la velocidad de
flujo entre 2-3 mL min. Sin dejar que el cartucho se secara, se descarto el efluente. Luego,
se dej6 pasar una alicuota de 2 mL del extracto de molusco obtenido con los cartuchos de
limpieza SPE C-18 a través del cartucho SPE-COOH Yy el efluente se colecto en un vial pre-
viamente pesado, el cual fue etiquetado como Fraccion #1. A continuacion, 4 mL de agua
desionizada fueron pasados a través del cartucho SPE COOH y colectados en el mismo vial
(Fraccion #1) y se llevo a una masa final de 6 g con agua desionizada. Esta fraccion contenia
las toxinas C. Luego se agregaron 4 mL de una solucién de NaCl 0,05 mol L*al mismo
cartucho SPE-COOH Yy el efluente fue colectado en otro vial previamente pesado, marcado
como Fraccidn #2, este tltimo se llevd hasta una masa final de 5 g con agua desionizada. Esta
fraccion, contenia las toxinas GTX1,4, GTX2,3, B1, B2 y las dcGTX2,3. Nuevamente, al
cartucho SPE-COOH se le agregaron 5 mL de una solucién de NaCl 0,3 mol Ly el liquido
se colectd en otro vial previamente pesado y etiquetado como Fraccion #3. Una vez colectado
el efluente se llevo el vial hasta una masa final de 5 g. En esta fraccion, estaban presentes las
toxinas STX y NeoSTX.

Identificacion y cuantificacién de las toxinas PSP

Los extractos de los moluscos colectados a través de los cartuchos SPE C-18 y SPE-COOH
fueron tratados segiin Lawrence et al. (2004). Se utilizé una columna de fase reversa, Hypersil
ODS de 5 pum de poro y 125 x 4,0 mm, un flujo de 2 mL min‘%. Las soluciones certificadas de
calibracién que contienen STX, NeoSTX, GTX1,4, GTX2,3y C1,2 utilizadas para preparar
la curva de calibracion fueron adquiridas de la Nacional Research Council of Canada.
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Andlisis estadisticos

Para determinar las diferencias temporales y espaciales de las variables estudiadas se
efectud un analisis de variancia no paramétrico de Kruskal-Wallace (Boyer et al., 1997)
y para establecer las posibles relaciones entre éstas, se realizd un analisis de componentes
principales (ACP) a partir de una matriz de correlacién multiple (Johnson y Wichern, 1992).

Resultados

Los estadisticos basicos de las variables estudiadas se presentan en la tabla I.

Tabla 1.- Estadisticos basicos de las variables medidas en tres localidades de la costa norte
del estado Sucre durante el periodo de septiembre 2007- julio 2008.

Variables N Promedio S Min. Max.
Transparencia (m) 24 1,27 0,51 0,5 2
Temp. Agua (°C) 24 26,35 1,75 24 30
Chl a (mg chl am?) 24 26,26 25,80 0 101,46
Dinoflagelados (x10%céls L) 24 636 3.065,25 0 15.026
Abundancia total (x10°céls L) 24 2.766 4.823,86 0 24.328

La transparencia del agua no varié de manera significativa con respecto a la epoca de
muestreo. Sin embargo, se detectaron diferencias altamente significativas con respecto a la
localidad (Kw= 12,63; p< 0,001). Bahia Patilla presentd la transparencia mas baja y Rio
Caribe con los valores mas altos. La temperatura del agua present6 una variacion significati-
va con respecto a la fecha de muestreo (Kw=5,68; p< 0,001), y oscil6 entre un minimo 24 °C
y un maximo de 30 °C, mientras que no se detectaron diferencias significativas con respecto
a las localidades. La concentracion de Chl a y abundancia total y la de los dinoflagelados no
variaron de manera significativa con respecto a las épocas o a las localidades.

En los extractos de P. viridis se observo que los cromatogramas exhibieron sefiales ana-
liticas muy similares a las obtenidas en los cromatogramas de los estandares de las toxinas
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PSP. Lo que indica la presencia de toxinas PSP en las muestras de moluscos. Los extractos
de P. viridis proveniente de Rio Caribe y La Esmeralda de la época de sequia mostraron la
presencia de las toxinas GTX2,3. Para esa misma época, los cromatogramas de las muestras
de fitoplancton indicaron la presencia de: GTX en Rio Caribe; dcSTX en Bahia Patilla;
y toxinas C y dcSTX en La Esmeralda. El andlisis del fitoplancton reveld la presencia de
Gymnodinium sp. en Bahia Patilla, lo que sugiere que dicha especie pudo ser la productora
de la toxina en esa localidad. En esas estaciones, también se not6 la presencia de individuos
del caracol Voluta musica moribundos.

En la Esmeralda, los extractos de P. viridis presentaron las toxinas GTX2,3. Sin embargo,
en las muestras correspondientes al fitoplancton se detectd la presencia de las toxinas C1,2
y de la toxina dcSTX. El analisis de las muestras de fitoplancton revel6 la presencia del di-
noflagelado Pyrodinium bahamense en Bahia Patilla y Gymnodinium sp. en La Esmeralda,
pudiendo ser estas especies ser las productoras de las toxinas.

En la época de transicion y al inicio de la de lluvia, las muestras de P. viridis recolectadas
en las tres localidades presentaron las toxinas GTX2,3 y la dcSTX. Mientras que en el fito-
plancton solamente se detecto la toxina dcSTX.

Durante la época de lluvia (04/06/08), en los extractos de mejillones se determiné la
presencia de la toxina STX en Rio Caribe, GTX2,3 y STX en Bahia Patilla, y dcSTX y
GTX2,3 en La Esmeralda. Mientras que en las muestras de fitoplancton sélo se identificaron
las GTX2,3 para Bahia Patilla y Rio Caribe y dcSTX para La Esmeralda.

El analisis de las muestras de Rio Caribe el 15/07/08 mostr6 la presencia de las toxinas
GTX2,3y dcSTX. En los extractos de Bahia Patilla, s6lo se detecté solamente la presencia
de toxinas GTX2,3. Las muestras de fitoplancton de Rio Caribe y de Bahia Patilla contenian
GTX2,3y dcSTX, respectivamente.

Para la cuantificacion de las toxinas PSP, se realizaron curvas de calibracidn de las toxinas
detectadas con sus respectivos estandares. Los valores del coeficiente de correlacion para las
cuatros curvas calibracion correspondientes a los patrones de las toxinas PSP demostraron
una alta linealidad y baja dispersion de valores. En la tabla Il, se presentan las concentracio-
nes calculadas para las toxinas PSP identificadas en las diferentes muestras.

Los resultados muestran que las mayores concentraciones de toxinas PSP en los moluscos
se detectaron en las localidades Rio Caribe y La Esmeralda mientras que las mayores con-
centraciones de toxinas en el fitoplancton se detectaron en Bahia Patilla y La Esmeralda. Las
toxinas GTX2,3 y dcSTX fueron las mas comunes en ambos tipos de muestras.
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Tabla I1.- Estadisticos basicos de las concentraciones (ug 102g) medidas en muestras de
Perna viridis (molus) y fitoplancton (fito) de las tres localidades de la costa norte del estado
Sucre.

Variables N Promedio S Min. Max.
Toxin. GTX2,3 (fito.) (ng 10%g) 24 655 309 54,3 1075
GTX2,3 (molus.)(ug 102g) 24 459 173 171 685
dcSTX (fito.) (ng 10%g) 24 363 111 45,1 453
dcSTX (molus.)(ug 10%) 24 330 20,6 294 347
STX (molus.)(ng 10%9) 24 4,83 0,06 4,80 4,90

Las concentraciones de las toxinas GTX2,3 en el fitoplancton y en los moluscos no
mostraron diferencias temporales o espaciales significativas. Lo que indica que el fitoplanc-
ton produjo la toxina de manera continua y que los bivalvos la acumularon de igual manera.
Sin embargo, para las concentraciones de la toxina STX se encontraron diferencias signifi-
cativas con respecto al tiempo en las muestras de moluscos (p< 0,05) pero no se detectaron
diferencias significativas con respecto a la estacion. Las muestras de moluscos recolectadas
el 04/06/08 presentaron las concentraciones mas altas para esta toxina.

Figura 2.- Proyeccion ortogonal de las variables fisico-quimicas y biolédgicas en el espacio
definido por los dos primeros componentes del ACP para los datos recolectados en la costa
norte del estado Sucre. tagu, temperatura del agua; FGTX, toxina GTX del fitoplancton;
dino, dinoflagelados; abut, abundancia total; clor, clorofila; tair, temperatura del aire; secc,
transparencia; FdcS, toxina dcSTX del fitoplancton; dcST, toxina dcSTX en moluscos; GTX,
toxina GTX en moluscos.
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El ACP mostré una varianza acumulada para el primer y el segundo componente igual
a 52,94% vy para el tercero igual a 65,97%. En el primer componente, se demostrd la exis-
tencia de una correlacién positiva entre la temperatura del agua, la concentracion de Chl a,
la abundancia del fitoplancton y la de los dinoflagelados y la concentracion de GTX en el
fitoplancton figura 2. Estas variables, a su vez, se correlacionaron de forma negativa con la
transparencia del agua y la concentracion de dcSTX. Por otra parte, en el segundo compo-
nente, muestra la existencia de una correlacion positiva entre la concentracién de dcSTX en
el fitoplancton y las concentraciones de dcSTX y GTX en los bivalvos.

Discusion

Las tres zonas estudiadas no presentan variaciones térmicas locales significativas y lo
que predomina es el clima regional. Cabe destacar que en las tres zonas la agitacién del
agua era constante, lo que es caracteristico de la region que esta expuesta al norte-noreste y
recibe el impacto de los vientos Alisios y de la energia que proviene del Océano Atléantico.
Estos resultados estan en concordancia con lo expuesto por Terejova et al. (1998) y Ferraz de
Reyes (1976), sobre el clima de la regién. Los resultados también indican que en las zonas
muestreadas la disponibilidad de nutrientes, la temperatura y la luminosidad fueron éptimas
para el crecimiento del fitoplancton durante todo el afio.

La inexistencia de diferencias temporales en la concentracion de Chl a, la abundancia
total y la de dinoflagelados se debe a que las condiciones climaticas de la region tienden a ser
similares a lo largo del afio. La corta estacion de lluvia, un largo periodo de sequia, en el cual
soplan vientos fuertes que provocan el movimiento vertical de las masas de agua y la existen-
cia de bancos naturales de mejillones hace que el suministro de nutrientes sea constante. Esto
explica el hecho de que los valores de Chl a detectados sean mas elevados que los informados
por Ferraz-Reyes (1992) para la ensenada de Canguas.

Al parecer, las condiciones ambientales de la costa norte del estado Sucre, favorecen el
crecimiento de poblaciones de dinoflagelados productores de toxinas de manera permanen-
te. En esta area, se combinan la alta disponibilidad de nutrientes provenientes de aguas de
escorrentia, de los sedimentos y de los bancos naturales de bivalvos con una alta irradiacién
y poca turbulencia que permiten floraciones masivas de estos organismos (Ferraz de Reyes,
1976; Ferraz-Reyes et al., 1979; Reyes Vasquez et al., 1979; La Barbera-Sanchez et al.;
1993; 1996; 2004).

Las toxinas PSP identificadas se corresponden con lo informado por Lee (2006) y
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Andrades (2007), quienes detectaron las toxinas C y GTX2,3 en moluscos del género Perna
de varias localidades de la costa norte del estado Sucre y la presencia del dinoflagelado
Akashiwa sanguineay con los obtenidos por Chang Yen et al. (2004, 2006), quienes también
reportaron la presencia de toxinas PSP en moluscos en el Golfo de Paria y en la costa norte
del estado Sucre, Venezuela, predominando las toxinas C1,2 y GTX2,3. Los perfiles cro-
matograficos son similares a otros reportados por Jiang et al. (2000) en Daya Bay (Hong
Kong), donde P. viridis present6 concentraciones de GTX 15 veces mayores que las de STX.
Las toxinas GTXs fueron también dominantes en moluscos contaminados en otras regions
geograficas (Carreto et al., 1996; Ichimi et al., 2001).

Los resultados de los cromatogramas y las concentraciones de las toxinas, estan en co-
rrespondencia por los reportados por Ichimi et al. (2002) quienes sefialaron que las toxinas
varian de acuerdo a la ubicacion geogréfica y las especies de microalgas presentes en cada
zona. En términos generales, las muestras presentaron concentraciones de toxinas PSP
mayores que los valores permitidos por la FDA (1997) y la OMS, aceptadas en la Republica
Bolivariana de Venezuela de 80 ug/100 g de tejido comestible, lo que se puede corroborar en
la tabla Il que sefiala los estadisticos basicos de las concentraciones (ng 10%g), medidas en
muestras de las tres localidades de la costa norte del estado Sucre. Aunque por el bioensayo
en raton las toxinas GTX2,3 y dcsTX, muestran bajas toxicidades, en comparacién con la
STX (Oshima, 1995).

Esa alta correlacion encontrada en este estudio confirma que P. viridis es un buen
indicador de la presencia de las toxinas paralizantes. En otro estudio se demostré que este
molusco acumula las toxinas PSP dentro de los primeros 16 dias de exposicion, por lo que
permite monitorear la presencia de toxinas PSP en la etapa temprana del florecimiento algal
(Sombrito et al., 2007).

Los resultados del ACP se corresponden con lo expuesto por Ferraz de Reyes (1976)
con respecto a las condiciones climaticas de la zona, las cuales favorecen el crecimiento de
dinoflagelados tdxicos que son consumidos por los bivalvos que terminan acumulando las
toxinas. Por esta razdn, la costa norte del estado Sucre es afectada frecuentemente por flore-
cimientos algales nocivos, como lo ha sefialado La Barbera-Sanchez et al. (1993).

Conclusiones

Las areas analizadas presentan caracteristicas climaticas comunes y tipicas de la region
las cuales favorecen las floraciones algales nocivas de dinoflagelados.
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Las toxinas PSP identificadas y cuantificadas que presentaron las mayores concentracio-
nes en el fitoplancton y en los bivalvos fueron la GTX y la dcSTX que puede estar asociado
a la presencia de los dinoflagelados Pyrodinium bahamense y Gymnodinium sp., encontrados
en las muestras de fitoplancton y se puede asumir que fueron los organismos responsables por
la presencia de las toxinas PSP, en las Bahia Patillay La Esmeralda.

Estos hallazgos constituyen una base firme para el monitoreo directo de toxicidad en
moluscos locales como una prioridad para proteger la salud humana; ademas, es necesario
evaluar la dinamica de acumulacion y detoxificacion de esas toxinas y los factores ambienta-
les que modifican esos procesos para para disefiar estrategias de mitigacién para la industria
pesquera.
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Resumen

El objetivo de este trabajo es identificar un copépodo que se ha encontrado asociado a ber-
berechos (Cerastoderma edule Linnaeus, 1758) de Galicia en estudios previos. Ademas, se
evalla la variacion estacional de la prevalencia de éste y se estudian los efectos patolégicos
gue causan estos copépodos en el hospedador.

Para ello, se realizd un seguimiento histopatoldgico durante los afios 2003 y 2004 de
berberechos del banco Lombos de Ulla (NW Espafia). En el afio 2004, se diseccionaron 30
berberechos cada mes durante 3 meses, para aislar copépodos y fijarlos en etanol 70% para
su identificacion.

El estudio taxondmico permitio la identificacion del copépodo Herrmannella rostrata
(Canu, 1891) por caracteristicas especificas encontradas en las antenas y apéndices de la
boca. Se registraron de 1 a 13 copépodos por berberecho, tanto adultos de ambos sexos como
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copepoditos. La presencia de este copépodo en berberechos se registrd durante todo el afio
y su abundancia mostr6 un claro patron estacional. No se encontraron dafios histologicos
graves asociados a la presencia de este copépodo ni en branquias ni en manto. La ausencia
de dafios en los tejidos de berberecho sugiere que H. rostrata es un comensal de C. edule.

En este trabajo se describe por primera vez al copépodo H. rostrata asociado a berbere-
chos en la Peninsula Ibérica.

Palabras clave

Cerastoderma edule, berberecho, Herrmannella rostrata, copépodo.

Introduccion

En Galicia el marisqueo es una actividad socio-econdmica de primer orden. Los ber-
berechos C. edule es una de las principales especies explotadas y gran fuente de ingresos
en el ambito del marisqueo en Galicia. La produccién media anual en los Gltimos afios se
sitla en torno a las 3.200 toneladas (Xunta de Galicia Plataforma Tecnoldgica da Pesca).

En estudios patoldgicos previos se describi6 la presencia de copépodos indeterminados
en los berberechos de Galicia. Carballal et al. (2001) tanto en branquia como en digestivo.
Describen la presencia de copépodos en 18/34 bancos gallegos estudiados.

Alrededor de 230 especies de copépodos simbiontes de invertebrados marinos se han
citado en las islas Britanicas (Gotto, 1993) y 36 especies se han descrito en la Peninsula
Ibérica (L6pez-Gonzalez et al., 1997), aunque no se conoce bien la naturaleza de dichas
asociaciones.

El copépodo Myticola intestinalis (Steuer, 1902) se observo en el intestino de un amplio
rango de bivalvos, incluyendo C. edule. Aunque existe una gran controversia acerca de la
gravedad de las lesiones inducidas por este copépodo en mitilidos (Bower et al., 1994)
no se ha descrito patogenicidad en berberecho. Otros copépodos parasitos frecuentes en
branquias de moluscos incluyen a: Pseudomyicola spinosus (Raffaele y Monticelli, 1885)
y Modiolicola gracialis (Wilson 1935) identificado en ostiones, mejillones y almejas
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(Caceres-Martinez and Vazquez-Yeomans 1997); Herrmannella tivelae (lllg, 1949) en
almeja pismo (Tivela stultorum Mawe, 1823) (Caceres-Martinez et al., 1998); Lichomolgus
leptodermatus (Gooding, 1957) en berberecho y copépodos del género Myicola en ostras
y almejas (Lauckner, 1983). Copépodos del orden Monstrilloida fueron asociados recien-
temente con quistes formados en el manto en mejillones de Brasil (Suarez-Morales et al.,
2010) conociéndose su amplia distribucion por costa de Brasil y Argentina en forma de
vida libre (Dias and Bonecker, 2007).

En este trabajo identificamos al copépodo Herrmannella rostrata asociado a branquias
y manto de berberecho Cerastoderma edule de los bancos marisqueros de Galicia.
Evaluamos la intensidad y prevalencia de este copépodo y sus efectos histopatoldgicos en
los tejidos del hospedador.

Materiales y métodos

Se realizaron muestreos en el afio 2003 y 2004 en el banco submareal de Lombos de
Ulla (NW Espafia). En el afio 2003 se recogieron mensualmente muestras de 30 individuos
de talla comercial (longitud anteroposterior mayor de 28 mm) y en el afio 2004 trimes-
tralmente. A cada individuo se le extrajo una pieza de tejido (de aproximadamente 5mm
de espesor) que contenia masa visceral, pie, I6bulos del manto y branquia. Esta se fijo en
solucién Davidson y fue incluida en parafina. Se realizaron cortes de 5 pm de espesor que
se tifieron con hematoxilina de Harris y eosina. Estos cortes histoldgicos se examinaron al
microscopio éptico para detectar la presencia de copépodos y los dafios que causaban en
los tejidos. Para cada mes se calculd la prevalencia (porcentaje de individuos en los que se
detectaba copépodos).

Durante los meses de febrero, marzo y mayo del 2004 se recogieron 30 individuos para
realizar observacién macroscopica y aislar copépodos. Cada berberecho se abrid sobre
una placa de petri para recuperar el agua de la cavidad paleal. Tanto en el agua intervalvar
recuperada como en el cuerpo del berberecho se buscaron copépodos con ayuda de un mi-
croscopio estereoscdpico. En todos los casos se registrd el nimero de copépodos en cada
berberecho, estadio de desarrollo (adulto o copepodito). Los copépodos se fijaron en etanol
al 70% para su identificacion.
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Resultados

Histologia

En los cortes histoldgicos se detectaron copépodos en cavidad paleal, branquia y digestivo.
No se observaron alteraciones patolégicas graves asociadas a los copépodos, aunque el tejido
branquial que rodeaba a los copépodos aparecia en algunos casos hipertrofiado y con una
intensa reaccion hemocitaria (Fig.1). Copépodos del tipo Mytilicola fueron observados en
el lumen intestinal (Fig.1), provocando ocasionalmente una metaplasia consistente en el
reemplazamiento de las células cuboidales del epitelio intestinal por células columnares. Los
copépodos de las branquias fueron mas frecuentes que los intestinales. En los copépodos de-
tectados en branquia y/o en la cavidad paleal frecuentemente se observaron ovisacos. En este
trabajo estudiaremos los copépodos branquiales no identificados hasta el momento.

Figura 1.- Cortes histologicos de berberechos afectados por copépodos. A, B, copépodo en
tejido branquial asociados a infiltraciones branquiales. C, copépodo en cavidad intervalvar.
D, copépodo de tipo Mytilicola en lumen intestinal.
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Mediante histologia se ha registrado copépodos branquiales en todos los muestreos de los
dos afios oscilando las prevalencias del 3% al 76% (Fig.2). Se observé un patrén estacional.
Las prevalencias comenzaban a aumentar en primavera alcanzando el pico maximo de pre-
valencia en verano (durante los meses de Julio y Agosto).

Figura 2.- Distribucion de prevalencia de copépodos en berberecho Cerastoderma edule en
branquia y cavidad paleal.

Diseccion

Se encontraron numerosos copépodos asociados a los berberechos, tanto en el agua in-
tervalvar recuperada en las placas petri, como apoyados sobre tejidos del berberecho: manto,
sifones, branquias y palpos (Fig.3). Los copépodos efectuaban movimientos lentos lo que
facilitd su registro. A nivel macroscdpico no se detectdé ninguna alteracion asociada a la
presencia de los copépodos. En este trabajo no se han aislado los copépodos del lumen de los
tubos digestivos.

Durante los meses muestreados, ningn berberecho diseccionado estaba libre de
copépodos, la prevalencia fue del 100%. Se identificaron hasta 13 copépodos en un mismo
berberecho, con una media de 4,4 copépodos por individuo. Se identificaron los dos sexos
adultos y copepoditos, en una relacion copépodo adulto: copepodito 1:1,7. Se identificaron
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hembras con y sin ovisacos. En el caso de las hembras con huevos se diferencié distintas
etapas de desarrollo: los sacos ovigeros eran blancos o rosados (la coloracion indica un
mayor desarrollo) (Fig.3).

Figura 3.- Copépodo Herrmannella rostrata en tejidos de berberecho Cerastoderma edule.

El estudio taxondmico permiti6 la identificacion de Herrmannella rostrata
(Poecilostomatoida, Lichomolgoidea, Sabelliphilidae). Su cuerpo es alargado, casi cilin-
drico, mas ancho en la parte delantera. El cefalotérax es alargado y de forma ovalada con
el 5° segmento tordcico muy estrecho y se extiende frontalmente formando una especie de
columna vertebral quitinosa. EI abdomen esta formado por 4 segmentos en hembras y 5 en
machos. El 1° segmento es largo y dilatado y los demés tan largos como anchos en ambos
sexos. La mandibula es alargada con pequefios denticulos en la zona anterior y posterior. Las
maxilulas son cortas, cilindricas y terminan en dos sedas finas y cortas. Las maxilas externas
son largas y convexas. El segundo segmento es alargado y cilindrico con una seda en la zona
proximal interna. Las maxilas internas son largas y robustas en ambos sexos. En hembras
poseen dos sedas internas en el segundo segmento y el tercer segmento parece una garra
extendida. En machos el segundo segmento es mas largo que en hembras, es denticulado y
tiene dos espinas muy largas. El tercer segmento tiene forma de pinza y tiene una seda rigida
muy larga. Las anténulas 1°, 4°, 5°, 6° y 7° son de similar tamafio. La 2° es muy alargada y
la 3° més corta. Los machos tienen 7 grandes filamentos sensoriales mientras las hembras
poseen 3 m&s cortos. Las antenas son de pared gruesa y resistente. Con 2° segmento muy
largo y 3° muy corto. 4° segmento mas largo que ancho con una espina larga y gruesa con
sedas rigidas. Las aberturas externas de los oviductos situados dorsalmente en el 1° segmento
abdominal de la hembra con una fuerte espina quitinosa. Los sacos ovigeros son largos y de
forma ovalada. El macho posee unos espermat6foros bien desarrollados.
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Discusion

El copépodo Herrmannella rostrata se describié por primera vez por Canu 1981 en la
costa francesa tanto nadando en el agua del mar libre como asociado a berberecho C. edule
(Linnaeus, 1758) y volandeira (Aequipecten opercularis Linnaeus, 1758). Fraser (1932)
identificé a este copépodo en manto y sifones de berberecho C. edule de la costa de gran
Bretafia y recientemente ha sido identificado por primera vez en la Peninsula Ibérica, Punta
Umbria (S Espafia) (Lépez-Gonzalez et al., 1997). Las especies del género Herrmannella se
asocian habitualmente con una especie particular de moluscos bivalvos (Bocquet and Stock,
1958; Humes and Cressey, 1958; Hume 1967; Illg 1949). Este género no suele encontrarse
fijado al tejido del hospedador, por lo que la ausencia de lesiones importantes parece indicar
que la relacion de este copépodo con el berberecho no es de caracter negativo. Es probable
que los copépodos aprovechen las particulas alimentarias que se encuentran en las branquias
y cavidad paleal del berberecho, el molusco se beneficiaria por la “limpieza” continua de
branquias y manto que realizan los copépodos al alimentarse, favoreciendo a eficiencia de
filtracion del molusco. Seria una asociacion de tipo comensal o quiza simbiética y no para-
sitaria (Caceres-Martinez et al., 1998). Sin embargo, estos copépodos producen pequefias
lesiones locales que podrian alcanzar cierta patogenicidad en berberechos parasitados con un
namero significativo de copépodos.

La presencia de los dos sexos, hembras ovadas y copepoditos; asi como su deteccion
durante todo el afio; sugiere que la especie podria pasar a alcanzar la madurez sexual dentro
del hospedador como sugiere Humes (1958).

Aunque la histologia no es la mejor técnica para determinar la prevalencia de este
copépodo. En este trabajo se encontrd que la abundancia de este copépodo tiene un patrén
estacional, como se ha descrito en otras especies de copépodos (Chang and Fang, 2004).
Factores ambientales como la temperatura (Landry, 1983), salinidad (Covetto et al., 1999),
oxigeno disuelto (Escribano and Hidalgo, 2000) y disposicion de alimento (Tang et al., 1994)
se conoce que afectan a la distribucion y abundancia de los copépodos.

Conclusiones

¢ En este trabajo se cita por primera vez al copépodo Herrmannella rostrata asociado
a berberechos en la Peninsula Ibérica.
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+» H. rostrata no causa graves lesiones en el berberecho.

+« La prevalencia de H. rostrata muestra un patron estacional de asociacion a berbe-
recho.
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Resumen

La “cachama” o “tambaqui” Colossoma macropomum es un pez con gran demanda para
el desarrollo de la acuicultura dulceacuicola en Venezuela, por lo que el monitoreo del estado
de salud es un requisito indispensable para el éxito durante su cultivo. El objetivo de este
estudio fue establecer valores de referencias de contaje de células sanguineas y valores de
guimica sanguinea en juveniles de cachama. Se emplearon 300 juveniles provenientes de
la acuicultura Alma CA, Estado Anzoategui, Venezuela con un peso entre 45,19 - 115,86 ¢
y tamafio de 8- 23,9 cm de longitud. Se les tomaron muestras de sangre que se emplearon
para las determinaciones hematolégicas y de quimica sanguinea. Los valores de hemog-
lobina fueron 4,84 + 2,38 g/dL, el hematocrito entre 14,61 + 7,33%, el contaje total de
glébulos blancos fue de 9.130 + 4.710 cel/mL; glébulos rojos: 485.000 + 224.000 cel/mL,
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los linfocitos 8.299 + 4.575 cel/mL, granulocitos neutréfilos: 1245 + 905; los granulocitos
eosinofilos estuvieron entre 0-253 cel /mL y los monocitos-macrofagos entre 0-286 cel/mL.
Se observaron dos poblaciones diferenciadas de granulocitos neutréfilos, tipo | y Il. Los pa-
rametros plasmaticos determinados fueron: glucosa 70,67 + 14,71 mg/dL, Urea: 3,12 + 0,93
mg/dL; colesterol 142,88 + 18,85, triglicéridos 409,94 + 109,99. La actividad de las enzimas
alanina aminotransferasa (ALT) fue de 4,83 + 1,34 U/L; para la aspartato aminotransferasa
(AST) fue de 143,64 + 28,44 U/L; lactato deshidrogenasa (LDH): 706,17 + 155,85 UJ/L;
creatin kinasa (CK): 3830,50 £ 769,91 U/L vy fosfatasa alcalina (ALP) 22,85 + 3,98; los
valores observados para los bioelementos fueron; calcio, 3,02 + 0,25; fésforo, 4,05 + 0,49
5,8; magnesio, 1,33 + 0,12; sodio 172,23 + 12,09 y potasio 1,55 + 0,38. Los parametros de-
terminados para cachama pueden ser utilizados como referencia para el monitoreo del estado
de salud de peces juveniles en condiciones de cultivo.

Palabras clave

Colossoma, hemoglobina, quimica sanguinea, leucocitos.

Introduccion

La cachama Colossoma macropomum es un pez relativamente grande, ampliamente dis-
tribuido en toda la cuenca amazdnica, ha constituido por afios un abundante y apetecido
producto de la pesca fluvial. Los adultos tienen la regidn ventral oscura o negra; el dorso y los
lados del cuerpo son olivéaceos o color cobre con aletas negras. Se distribuye en las cuencas
del Amazonas y Orinoco, comprendiendo Brasil, Venezuela, Colombia, Perd, Guyana y
Bolivia. Se ubica desde Puerto Ayacucho, hasta el bajo Delta En etapa adulta se halla gene-
ralmente en el canal principal de grandes rios asi como también en épocas de sequia en los
cafios con densa cobertura vegetal, mientras que los juveniles se hallan mas frecuentemente
en las lagunas de inundacién (Machado-Allison, 1982). Alcanza una talla méaxima de 92
cm. Es omnivoro, pero durante su fase larval es zooplant6fago mientras que los juveniles
muestran una dieta mixta, consumiendo tanto vegetales como animales. Cuando esté4 en edad
adulta es principalmente frugivoro, alimentandose de semillas.

Es una de las especies de agua dulce mas importantes desde el punto de vista comercial;
en especial, si se considera el gran potencial que tienen para el cultivo. Es muy abundante
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en las cuencas de los rios Amazonas y Orinoco. Particularmente en Venezuela, es parte de
las pesquerias de los rios Apure, Caroni, Guanare, Meta, Portuguesa y Orinoco (Fernandez,
1986; Garcia y Quifiones, 1988).

Materiales y metodos

Se utilizaron ejemplares de Colossoma macropomum (Cuvier, 1818), cuyos indices bio-
métricos oscilaron entre 8-23,9 cm de longitud y 31,43-48,41 g de peso, los cuales fueron
recolectados en lagunas artificiales de reproduccion, y fueron provistos por la acuicultura
Alma CA, Estado Anzoategui, Venezuela.

Cada organismo fue pesado en una balanza analitica marca Ohaus (+/- 0,001 g) y medida
su longitud estandar con un ictiémetro. Las muestras de sangre se obtuvieron mediante
puncion de la vena caudal a nivel del arco hemal. La concentracion de la hemoglobina
(Hb) en los peces fue determinada utilizando el método de la cianometahemoglobina segun
Blaxhall y Daisley (1973); El valor para el hematocrito se obtuvo mediante el método micro-
hematocritico (Blaxhall y Daisley, 1973) .El contaje de glébulos rojos y blancos se realiz6 en
una camara de contaje Neubauer doble, para lo cual se mezclaron 20 pL de sangre con 1,98
mL de la solucién Dacie para peces (Blaxhall y Daisley, 1973.

Para determinar los indices hematimétricos: Volumen Corpuscular Medio (V.C.M),
Hemoglobina Corpuscular Media (H.C.M) y Concentracién de Hemoglobina Corpuscular
Media (C.H.C.M); se utilizaron las relaciones matematicas propuestas por Levinson y
McFate (1964). Se utilizé el método del extendido seguin Lynch et al (1977) y los métodos
de Coloracidn de Peroxidasa de Sato y Selkiya (Conroy, 1998) y de Giemsa, para lograr una
mejor visualizacion de las diferentes tipos de células blancas de peces.

Resultados y discusion

Los tipos celulares leucocitarios se relacionaron con la talla del pez; en peces con tallas
comprendidas entre 8-11,7 cm se observaron los mas altos promedios de linfocitos y méas
bajos de granulocitos (80,97+7,44% de linfocitos y 15,60+ 7,70), mientras que los grupos de
mayor talla (11,8-15,5 y 15,6-23,9 cm de longitud total, presentaron los valores mas bajos de
linfocitos y mas altos de granulocitos (73,10+12,26 y 72,87+8,01 linfocitos y 25,96+12,85 y
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25,54+8,24 para granulocitos);. No se observo relacion ni diferencia entre el peso del pez y
los porcentajes de células. El analisis de correlacion entre la longitud y los valores de linfoci-
tos y neutrofilos demostré que existe una relacion positiva y significativa entre la longitud y
el porcentaje de granulocitos y negativa entre la longitud y el porcentaje de linfocitos. Entre
ambos pardmetros, linfocitos y neutrofilos se determind una relacion negativa. Estos resulta-
dos sugieren que en cachama, a medida que aumentan de tamafio, se ve reforzado el sistema
inmune innato celular representado por los granulocitos.

El analisis de componentes principales determind que no existe correlacion entre el
numero de leucocitos, eritrocitos, CHCM, el peso y la talla de los peces; los parametros he-
moglobina (Hb) y Hto no estan correlacionados entre si por lo que no se pueden extrapolar
cuando se hacen evaluaciones. S6lo en los peces de mayor talla se observé una correlacion
positiva entre los indices VCM, HCM, la talla y el peso del pez; a su vez, estos dos indices
(VCM, HCM) estan correlacionados negativamente con los eritrocitos, las hemoglobina y
el hematocrito. Los resultados de este analisis sugieren que el pez, a medida que aumenta
su talla, regula el contenido de hemoglobina en los eritrocitos por aumento del tamafio de
la célulay por sintesis de esta proteina y no necesariamente por sintesis de nuevas células.

Tabla I.- Parametros hematoldgicos y quimicos en sangre de C. macropomum.

Parametros sanguineos X +DE Parametros quimicos X +DE
Hemoglobina (g/dL) 4,84 +2,38 Glucosa (mg/dL) 70,67 £ 14,71
Hematocrito (%) 14,61 +£7,33 Urea (mg/dL) 3,12+0,93

Glébulos Blancos

) 9.130 +4.710 Colesterol (mg/dL) 142,88 + 18,85
(céls.xmm?®)

Glébulos Rojos (céls.xmm?)  485.000 + 224.000 Triglicéridos (mg/dL) 409,94 + 109,99

V.C.M. (fl) 356,24 + 226,11 VLDL (mg/dL) 71,50 + 12,09
H.C.M. (pg) 112,59 + 70,17 Bilirrubina total (mg/dL) 0,15 + 0,05
C.H.C.M.(%) 33,44 £ 70,17
Linfocitos (cel/mL) 8.299 +4.575 e .
Neutréfilos 12454905  Dilirmubina dl(_j;reaa (Mg’ 510+ 0,00
Eosinofilos 0-253
Monocitos 0-286
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Tabla I1.- Bioelementos y parametros enzimaticos en C. macropomum.

Bioelementos X +DE Parédmetros enzimaticos X * DE

Calcio (mmol/L) 3,02+0,25 CK (UI/L) 3830,50 + 769,91

Fosforo (mmol/L) 4,05 + 0,49 AST (UI/L) 143,64 + 28,44

Magnesio (mmol/L) 1,33+0,12 ALT (UI/L) 483+£1,34

Sodio (MEg/dL) 172,23+12,09  ALP (UI/L) 22,85 + 3,98

Potasio (mEg/dL) 1,55+ 0,38 LDH (UI/L) 706,17 + 155,85
CK (UI/L) 3830,50 + 769,91
AST (UI/L) 143,64 £ 28,44
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Resumen

La enfermedad conocida como bonamiosis es la principal amenaza para el cultivo de
la ostra plana (Ostrea edulis) en Galicia debido a las altas mortalidades que provoca. Para
minimizar sus efectos los ostricultores gallegos han optado por disminuir el tiempo de cultivo
introduciendo ostras de diversos paises de talla proxima a la comercial. Esta modalidad
entrafia graves riesgos desde el punto de vista patoldgico pero parece actualmente ser la Uinica
alternativa viable. En este trabajo se analiz6 la evolucién a nivel patolégico de dos ciclos de
cultivo cortos llevados a cabo en la Ria de Arousa durante 2009 y 2010 a partir de ostra plana
procedente de Italia. Tras la realizacion de un control patologico inicial, las ostras se dispu-
sieron en batea. Cada dos meses, y hasta la finalizacién del cultivo, se evalu6 la mortalidad y
la presencia de la enfermedad. En 2009 no se detectaron parasitos del género Bonamia hasta
el segundo analisis de seguimiento. Cuando el cultivo finalizo, a los 8 meses, la prevalencia
era del 15,0% y la mortalidad acumulada del 18,2%. El ciclo de cultivo efectuado en 2010
fue de s6lo 6 meses. Tampoco se detecté Bonamia sp. en los primeros 4 meses de cultivo.
Al finalizar el mismo la prevalencia fue del 8,3% y la mortalidad acumulada del 14,7%. Los
resultados sugieren que, actualmente en Galicia el cultivo de ostra plana puede ser viable si
se parte de ostra importada en la que no se detecte la enfermedad en el momento de su intro-
duccién y que alcance la talla comercial en ciclos de cultivo de entre 6 y 8 meses de duracion.
Tras la inmersion, la bonamiosis suele comenzar a detectarse por histologia en torno a los 4
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meses de cultivo. A partir del momento de la deteccién del paréasito las prevalencias aumentan
progresivamente al igual que la mortalidad. La interrupcion del cultivo una vez que las pre-
valencias alcanzan niveles significativos constituye una herramienta de gestion que permite
controlar los niveles de mortalidad. La clave del éxito reside en la informacién patoldgica
aportada al ostricultor para la toma de decisiones.

Palabras clave

Ostra plana, bonamiosis, prevalencia, estrategias de cultivo.

Introduccion

En Galicia, antiguamente existian importantes bancos naturales de ostra plana (Ostrea
edulis) que soportaron durante siglos una pesqueria tradicional intensiva y rentable que
condujo al agotamiento de la mayoria de las poblaciones de ostra y al decaimiento de
la industria ostricola en los afios 50 (Andreu, 1968). Como alternativa se desarrollé una
actividad acuicultora basada en el engorde de ostra plana suspendida en batea. Sin embargo,
la escasez de un suministro estable de semilla de origen autdctono hizo necesario importar
grandes cantidades de ostra de diferentes paises y, como consecuencia, acabo por introducir-
se el parasito Bonamia ostreae en las aguas gallegas (Polanco et al., 1984).

La bonamiosis es una enfermedad infecciosa originada por parasitos haplosporidios del
género Bonamia. Donde esta presente la enfermedad constituye el principal factor limitante
de la produccion de ostra plana, tanto en cultivo como en poblaciones salvajes (Laing et
al., 2006). En Galicia la bonamiosis causa mortalidades masivas de ostra plana durante el
segundo afio de cultivo (Montes et al., 1992). Por ello, la industria ostricola se ha visto
obligada a modificar su actividad productiva hacia una estrategia de supervivencia basada en
la reduccion de los tiempos de cultivo mediante la introduccién de ostras de tamafio préximo
al comercial procedentes de otros paises (Montes et al., 2003).

Actualmente, el sector ostricola gallego ha entrado en una dinamica consistente en que
la ausencia de semilla autéctona obliga a importar grandes cantidades de ostra foranea vy,
esto, a su vez, puede agravar la incidencia de la bonamiosis. Tal es asi que, recientemente,
se ha documentado en aguas gallegas la presencia del parasito Bonamia exitiosa (Abollo et
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al., 2008), considerado exdtico hasta el momento en los paises de la Unidén Europea segln
la Directiva 88/2006/CE. La posibilidad de romper esta dinamica pasa por la restauracion de
las poblaciones naturales y por el establecimiento de cultivos de ostra autéctona (Xunta de
Galicia, 1992). Sin embargo, éste es un planteamiento a muy largo plazo y con una enorme
incertidumbre en lo que se refiere a sus posibilidades de éxito (Mann y Powell, 2007). El
grueso del sector ostricola gallego responde a un perfil tipo de pequefias empresas familiares
con serias dificultades para el mantenimiento de su actividad afio tras afio. Plantear su super-
vivencia Unicamente en base a los resultados de programas a largo plazo puede conducir a
su desaparicion. Se propone pues, como medida complementaria, el desarrollo de estrategias
de cultivo fundamentadas en el analisis del riesgo patoldgico asociado a la bonamiosis y
en el asesoramiento al ostricultor para la toma de decisiones. En este sentido se analizo la
evolucion de la prevalencia de la bonamiosis en dos ciclos de cultivo cortos llevados a cabo
por un ostricultor profesional en la Ria de Arousa durante 2009 y 2010, con el fin de determi-
nar los niveles de enfermedad asociados a la maxima mortalidad econdmicamente soportable
en un cultivo comercial.

Materiales y métodos

Se desarrollaron dos experiencias consistentes en el seguimiento patolégico de dos
cultivos comerciales llevados a cabo por un ostricultor gallego en una batea ubicada en el
poligono Grove A de la Ria de Arousa. El protocolo de cultivo consistio en la introduccion
de ostra plana de talla proxima a la comercial (60 mm) procedente de Italia y su engorde en
cuerdas suspendidas en batea. El momento de finalizacion de los cultivos fue decidido por el
ostricultor en base, fundamentalmente, a la oportunidad de comercializacion del producto,
coincidiendo con periodos de elevada demanda del mercado, y a los niveles maximos de
mortalidad que consideraba aceptables; si bien éste estuvo informado de los niveles que
alcanzaba la bonamiosis a lo largo del periodo de estudio.

La primera experiencia se inicid en marzo de 2009 y finalizé en noviembre del mismo
afio (8 meses de duracion). La segunda fue mas corta, introduciéndose las ostras en febrero
de 2010y retirdndose para su venta en agosto de 2010 (tras 6 meses de cultivo). En cada uno
de los ciclos de cultivo, de manera previa a la inmersion de las ostras, se realizé un analisis
histopatologico sobre 60 individuos de cada lote con el fin de comprobar que estaban libres
de Bonamia spp. y de otras patologias relevantes. Con periodicidad bimestral se realiza-
ron muestreos de seguimiento de la mortalidad y de la prevalencia de la enfermedad en las
ostras cultivadas. Para evaluar la mortalidad al inicio del cultivo se dispusieron 600 ostras en
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cuerdas marcadas y, con ocasion de cada muestreo, se contabilizaron aquellas que aparecian
muertas. La tasa finita de supervivencia correspondiente al periodo de tiempo transcurrido
entre muestreos, se determind como el nimero de ostras vivas al final de dicho intervalo,
dividido por el ndmero inicial de ostras vivas al inicio del intervalo. Dicho nimero fue
corregido considerando el nimero de ostras retiradas en cada muestreo para su analisis histo-
patoldgico, con el fin de determinar el nimero de ostras vivas existentes al inicio del intervalo
correspondiente al muestreo siguiente. La mortalidad acumulada al final de cada experiencia
de cultivo se calcul6 como la suma de las tasas instantaneas de mortalidad correspondientes
a cada intervalo, transformandose a continuacion a su expresion finita (Krebs, 1989). En
cada uno de los muestreos se tomaron al azar 60 ostras de entre las ostras identificadas para
seguimiento y se transportaron al laboratorio en una nevera portatil para su analisis histopato-
I6gico. Se mantuvieron refrigeradas (4 °C) hasta el inicio del procesamiento histologico. Este
consistio en la realizacion de un corte transversal a través del cuerpo de la ostra, justo bajo el
nivel de los palpos labiales, y la extraccidn de una pieza de tejido de aproximadamente 5 mm
de espesor que contuviese génada, glandula digestiva y branquia. Esta muestra de tejido se
fijo en solucién de Davidson y se incluy6 en parafina. A partir de la pieza de tejido incluida
en parafina se realizaron cortes de 5 um de espesor que se desparafinaron y tifieron con he-
matoxilina de Harris y eosina. Estos cortes histologicos se examinaron al microscopio 6ptico
con el fin de detectar organismos parasitos del género Bonamia en los tejidos de las ostras.
Se calcul6 para cada muestra la prevalencia (en porcentaje) de la bonamiosis dividiendo el
namero de individuos afectados entre el total de individuos que integraban la muestra.

Resultados

El seguimiento patologico del cultivo desarrollado en 2009 implic6 el analisis histologi-
co de 270 ostras. No se detectaron parasitos del género Bonamia ni en el control inicial ni
en el primer muestreo de seguimiento; encontrandose en baja prevalencia en los siguientes
muestreos, hasta alcanzar una prevalencia maxima del 15,0% a la finalizacion del cultivo. La
mortalidad inicial, en tanto no se detectaron infecciones por Bonamia sp., fue de apenas el
5,0%. A partir de la deteccion de la enfermedad, la mortalidad incrementa progresivamente
hasta alcanzar valores del 18,2% de mortalidad acumulada a la finalizacion del cultivo (Fig.
1).

En el ciclo de cultivo efectuado en 2010 se analizaron por histologia un total de 210
ostras. Al igual que en la experiencia anterior, no se detect6 Bonamia sp. ni en el control
inicial ni en el primer control de seguimiento; detectandose con una prevalencia del 3,3% a
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los 4 meses y alcanzando el 8,3% al finalizar el cultivo. La mortalidad sigui6 una evolucion
similar a la de la experiencia de 2009, incrementando progresivamente desde el momento de
deteccion de la enfermedad y alcanzando valores de mortalidad acumulada del 14,7% al final

de la experiencia (Fig. 2).

Figura 1.- Evolucion de la prevalencia de la bonamiosis y de la mortalidad finita acumulada
de las ostras (Ostrea edulis) en el ciclo de cultivo desarrollado en 2009.

Figura 2.- Evolucion de la prevalencia de la bonamiosis y de la mortalidad finita acumulada
de las ostras (Ostrea edulis) en el ciclo de cultivo desarrollado en 2010.
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Discusion

Los resultados de la dinamica de la infeccion por bonamiosis fueron coherentes con lo
descrito en trabajos previos. Los 4 meses transcurridos desde la inmersion de los lotes de
ostra “libres” de bonamiosis (entendiendo por libres aquellos en los en los que no se obser-
varon mediante histologia infecciones originadas por Bonamia sp.) hasta la deteccién de la
enfermedad se encuentran comprendidos dentro del periodo de latencia de la infeccion de 3
a 6 meses previamente descrito para B. ostreae en las rias gallegas (Montes, 1991) y de 4-5
meses encontrado por Tigé y Grizel (1984) en aguas francesas. A partir del momento de la
deteccion del parasito, y hasta que se toma la decision de finalizar el cultivo, las prevalencias
y la mortalidad aumentaron progresivamente de forma sostenida y pareja. La relacion entre
niveles de bonamiosis y tasas de mortalidad es clara y ha sido ampliamente documentada
(Montes et al., 1992; 2003). En zonas donde la presidn por la bonamiosis es importante, la in-
terrupcion del cultivo una vez que las prevalencias alcanzan niveles significativos constituye
una herramienta de gestion que permite controlar los niveles de mortalidad en unas cifras que
se pueden entender como “soportables” de cara al rendimiento econémico de la explotacién
(Montes et al., 2003). En el presente estudio los valores maximos de mortalidad acumulada
asumidos por el ostricultor se situaron entre el 15 y el 20%. Estos valores se alcanzaron con
prevalencias de la enfermedad que oscilaron entre el 8 y el 15%.

De lo anterior se deriva que existen dos aspectos clave de cara al éxito del cultivo: (1)
partir de ostras libres de bonamiosis y (2) determinar qué niveles de prevalencia causan
mortalidades por encima del maximo econémicamente soportable, con el fin de confeccionar
modelos de anélisis del riesgo que ayuden a la toma de decisiones.

Con respecto al primer punto se han producido avances importantes en los Gltimos afios
en lo que se refiere al desarrollo, puesta a punto y validacion de técnicas de diagnéstico mo-
leculares de elevada sensibilidad que las hace muy adecuadas para la determinacién de que
un lote esta libre de la enfermedad (Balseiro et al., 2006). Cabe resaltar, sin embargo, que
la técnica histolégica no resulta prescindible, especialmente en los estudios de seguimiento
epidemiolégico, ya que se trata de una técnica de amplio espectro que permite la diagnosis de
otras patologias y condiciones del organismo. Aspecto que resulta fundamental considerando
que se han descrito otras enfermedades como la neoplasia diseminada asociadas a mortalidad
en ostra plana de las rias gallegas (Carballal et al., 2010).

En cuanto al segundo aspecto, este trabajo constituye una primera aproximacion a esta
idea, si bien, la asociacion entre prevalencia y mortalidad va a estar modulada por otros
factores, comprendidos en la triada epidemiolégica de interaccion entre hospedador, parasito
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y ambiente, que también deberian ser analizados e integrados en el modelo para definir esce-
narios de riesgo mas ajustados a la realidad. Cabe destacar, por ejemplo, como lineas futuras
de investigacion: la influencia de factores ambientales, como la temperatura, en la asociacion
prevalencia de bonamiosis y mortalidad; y aspectos del parasito, como virulencia y patoge-
nicidad, que deben ser retomados ante la aparicion en escena de la especie exotica Bonamia
exitiosa en aguas gallegas.

Conclusiones

Los resultados sugieren que, actualmente, en Galicia el cultivo de ostra plana puede ser
rentable si se parte de ostra importada en la que no se detecte la enfermedad en el momento
de su introduccion y que presente una talla inicial que permita alcanzar la comercial en
ciclos de cultivo de entre 6 y 8 meses de duracién. La clave del éxito reside en la informa-
cién aportada por el diagnostico inicial de las partidas introducidas y en el desarrollo de un
seguimiento epidemioldgico posterior del cultivo con el fin de proporcionar informacion Gtil
para la toma de decisiones fundamentadas en el analisis de riesgo. Es necesario avanzar en
el estudio de diferentes aspectos patolégicos de la bonamiosis que permitan la definicion de
escenarios de riesgo realistas y Utiles para la toma de decisiones.
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