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Resumen: Durante 2008 al 2013 la produccion de fitoplancton
marino fue una actividad miscelanea que apoyd la docencia,
investigacion y extension. Para ello, anualmente se realizaron
mejoras en la producciéon masiva, mantenimiento de cepas e
intermedios; considerando los factores de tension detectados
el afio anterior; cinco productos fundamentales se reportan: 1-
adquisicion de 11 especies certificadas, 2- mejoras en protocolos
de produccion masiva, 3-aislamiento de dos especies endogenas del
Golfo de Nicoya, 4- aclimatacion y escalamiento a 2 Ton de una
especie endogena del Golfo de Nicoya clasificada como spl y 5- un
incremento del 60 % en la produccion de cultivos masivos. Durante
este periodo, 10 especies fueron utilizadas como material didactico
en 7 cursos de los niveles IIly IV de la Carrera de Biologia Marina.
Los resultados alcanzados indican que esta actividad ha contribuido
al desarrollo de docencia, investigacion y extension que impulsa la
Escuela de Ciencias Bioldgicas. Es importante continuar el trabajo
en la obtencion de especies endémicas aclimatadas, identificadas y
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validadas como fuente de alimento vivo, mediante la caracterizacion bioquimica
del perfil nutricional en las especies aisladas.

Palabras clave: Fitoplancton marino, produccion, aislamiento-especies.

Abstract: From 2008 to 2013 production of marine phytoplankton was a miscellaneous
activity that supporter teaching, investigation and extension. For this, improvements
were made annually in the massive production, maintenance of stock and intermediates;
considering the factors of tension detected last year, five fundamental products are
reported: 1- acquisition of 11 certified species, 2- improvements in massive production
protocols, 3- isolation of two endogenous species to the Gulf of Nicoya, 4- acclimation
and scaling to 2 Tons of one species endogenous to the Gulf of Nicoya classifies as spl.
And 5- a 60% increment in the production of massive cultures. During this period, 10
species were used as didactic material in 7 courses of levels III and IV of the Marine
Biology career. The results accomplished indicate that this activity has contributed to
the development of teaching, investigation and extension that promotes the School
of Biological Sciences. It is important to continue the task of acquiring endemic,
acclimated species that are identified and validated as a source of live food, through
the biochemical characterization of the nutritional profile in the isolated species.

Keywords: Marine Phytoplankton, production, species isolation

La investigacion y extension realizada por la Escuela de Ciencias Bioldgicas
—ECB- (en la biologia reproductiva a ciclo cerrado del camardén blanco
Litopeneusvannamei, L. stylirostris; el pargo mancha Lutjanusguttatus, la
corvina aguada- Cynoscionsquamipinnis, la corvinareina C. albus 'y el ostion
japonés Crassotrea gigas) y la docencia llevada a cabo para la formacion
de profesionales en biologia marina han requerido del suministro parcial
o sostenido de microalgas plantonicas. Ello obligd a que la produccion de
fitoplancton marino se implementara como una actividad permanente que
apoyara, de forma integral, las actividades académicas desarrolladas en la
Estacion de Biologia Marina durante el 2008 al 2013.

La produccion de fitoplancton es una actividad indispensable para quienes
trabajan en la generacion de conocimiento sobre la biologia reproductiva
o en la manufactura en la produccion de organismos acuaticos; en estos
casos la principal aplicacion es con fines nutricionales y estabilidad en la
calidad de agua que conforma el mesocosmode produccion.

Sobre los criterios utilizados para la produccion de alimento vivo, destinado
al estudio de la biologia reproductiva en peces, crustaceos y moluscos, Collos
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(2011) indica quela ubicacion geografica de los laboratorios determina las
condiciones ambientales, obligando a establecer rutinas propias con el fin
de estandarizar la calidad y cantidad de la produccion. Cuatro componentes
basicos son requeridos para el desarrollo de esta actividad: 1) Salas
acondicionadas para la produccion de respaldo, cultivos intermedios y
cultivos intensivos; 2) Adquisicion de especies axénicas-certificadas,
utilizadas como fuente de alimento; 3) Personal técnico capacitado y
actualizado; 4) Innovacion permanente que promueva mejoras tecnologicas
en la calidad, biomasa producida y reduccién de costos.

A pesar de la interdependencia existente en las diferentes fases del
escalamiento, podemos decir que la calidad y capacidad de produccion
se estandarizan en los cultivos intensivos, fase final donde la cosecha
es utilizada como fuente de alimento. Sin embargo, existe un nivel de
complejidad fisioldgica, sobre la plasticidad de adaptacion que la especie
objetivo experimenta ante variaciones ambientales; las cuales inciden
directamente en la cinética molecular y composicion nutricional de la
especie (Ganguly et al., 2013; Collos, 2011; Vasquez-Suarez, Guevara,
Gonzalez, Lemus, Arredondo-Vega, 2010; Loureiro, 2009; Nieves et al.,
2009; Morris, Ramirez, Martin, Borges y Olivares, 2004; Muller-Feuga,
2004 y Fujiki y Taguchi, 2002).

Sobre la importancia de las microalgasen la dieta, Li et al (2014),Ruiz-
Guzman, Jiménez, Gomes, Prieto, (2012),Pettersen, Turchini, Jahangard,
Ingram, Sherman 2010),Chacén et al. (2004) y Lemus et al. (2006)
reportan que el fitoplancton provee de acidos grasos polinsaturados omega
3-PUFAS (acidodocosahexaenoico-DHA,  acido eicosapentaenoico-
EPA); de minerales yodo, hierro, zinc, cobalto, silicio, magnesio, calcio,
fosforo, fluor, litio, germanio; vitaminas A, B, D, E y B12; carotenoides
que favorecen el sistema inmunoldgico por sus propiedades antioxidantes;
zeaxantina, astaxantina y luteina precursores vitaminicos potenciadores
del color en salmoénidos, invertebrados y huevos. Ademaés, son vectores
de polisacaridos (EPS) que actian como componente antimicrobiano,
anticoagulante, antitumoral y antiviral en organismos de cultivo.

Las especiesdeusofrecuenteconfinesnutricionalesutilizadasenlaproduccion
de crustaceos son: Skeletonemacostatum, Thalassiosirapseudonanna, T.
weissfogui, Chaetocerosmuelleri, C. gracilis, C. calcitrans, C. neogracile,
Nitzschiaclosterium; mientras que Dunaliellatertiolecta, D. salina,
Tetraselmischuii, T. suecica, Chlorellavulgaris, Nannocloropsisoculata,N.
salina,  Nanochlorisatomus, Isochrysisgalvana, 1. var. — Tahiti,
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Monochrysislutheri, Porphyridiuncruentum 'y Rhodomonas salina
(Priyadarshani et al., 2011; Peterssen et al.; 2010; Loureiro, 2009, Ching-
Piao y Liang-Ping, 2001), las cuales son ideales en la nutricion de estadios
tempranos de peces, zooplancton, moluscos bivalvos y otros invertebrados.

El objetivo del presente trabajo fue apoyar la docencia, investigacion y
extension que la Escuela de Ciencias Biologicas desarrollaba en la Estacion
de Biologia Marina, mediante el suministro de fitoplancton marino.

Metodologia

La produccion de fitoplancton se realizé en el Laboratorio de Produccion de
Plancton Marino, Estacion de Biologia Marina, provincia de Puntarenas,
CostaRica.Durante todo este periodo se trabajo entres escalas de produccion:
1) Mantenimiento de cultivos respaldos, 2) Seleccion, aclimatacion y
escalamiento de especies objetivos de cultivo y 3) Produccién masiva de
cultivos mono-especificos.

Se realizo la compra de 11 especies de microalgas certificadas
provenientes de Provasoli-Guillard National Center for Marine Algae
and Microbiota(s. f.); los protocolos de produccion utilizados fueron
suministrados por este mismo centro. Sin embargo, se requirieron ajustes
durante la aclimatacion de los especimenes cuando se sometieron a las
condiciones ambientales de las diferentes salas.

La desinfeccion en tanqueria, mesas de trabajo y pisos del laboratorio se
realiz6 mediante lavados con hipoclorito de sodio al 3%. La cristaleria y
medio de cultivo para respaldosfue autoclavado en atmdsfera huimeda a
121°C durante 10 minutos.

En una habitacion temperada a 25°C, se procedi6 a revisar la condicion de
cepas y respaldos, con la ayuda de un microscopio de luz binocular Olympus
modelo CX31; posteriormente se repicaron en medio liquido (f/2 Guillard);
entre 27 a 34 psu de salinidad; el almacenamiento se realizé en una incubadora
calibrada a 24 °C + 1 y un fotoperiodo-luz: oscuridad- 12:12.

Anualmente se coordin6 con los académicos usuarios la seleccion de las
especies, biomasa de produccion y fechas de entrega. Una vez identificadas
las especies y su demanda se procedio a aclimatar los diferentes lotes e
iniciar el respectivo escalamiento de produccion.
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Para atender la docencia, se aclimataron dos replicas / especie, en volimenes
de 10 y 250ml; la investigacion y extensionfue atendida realizando 24
réplicas / especie en volimenes de 0,010 y 0,250 L, equivalentes a los lotes de
aclimatacion y respaldo; produccion de intermedios requirieron 16 réplicas
de 1,2 y30L;ylos cultivos masivos demandaron 8 repicas de 100y 2000 L.

La cristaleria y medio de cultivo correspondientes a indculos entre los 10
a 2000 ml fue autoclavada a 121 °C durante 10 minutos. Las variables
ambientales en la produccion de indculos fue: salinidad promedio de 33 psu,
temperatura promedio 26 °C, iluminancia promedio 2000lux y fotoperiodo
24 horas luz. En todo el proceso el agua fue filtrada con arena de silice
—50 micras tamatfio de particula; bolsa de 5 y 1 micra, irradiacion uva 113
L/ minuto. Para volimenes > 30Lse suministr6 60ppm de hipoclorito de
sodio, como tultimo tratamiento al agua de mar; la decloracion se realizo
mediante burbujeo constante de aire durante 60 horas.

Los nutrientes utilizados entre los volimenes de 0.010 a 100 L corresponden
al protocolo de F/2 (Guillard and Ryther 1962, Guillard 1975); volimenes
> 500 L se trabajé con MAP (fosfato mono amodnico 12% N: 61% P);
nitrato de potasio (13,36% N: 45%K); silicatos (7% P: 3% S: 75%). Los
silicatos se utilizaron unicamente en el cultivo de diatomeas. El fotoperiodo
correspondié: respaldos12:12; intermedios 12:0 y en masivo se trabajo
con los periodos de luz natural, registrados generalmente en 13:11.

La verificacion de protocolos de produccion en cultivos masivos se realizo
mediante bioensayos de escalamiento, con las especies que mayor demanda
mostraron: Isochrysisgalvana- CCMP 1323 y Chaetocerosmuelleri CCMP
1318. Ambos bioensayos se realizaron por triplicado en tanques de fibra
de vidrio de 2000 litros; la densidad de los inoculos para cada especie
fue 2,20 x10 Scel/ml y 7,5 x10 #cel/ml, respectivamente. Las variables
ambientales de temperatura, iluminancia y fotoperiodo correspondieron a
los ciclos naturales de la época seca. La cinética del cultivo se determin6
cada 8 horas durante cinco dias; mediante el conteo de muestras fijadas con
lugol al 1%; para ello se requiri6 de una cdmara neubauer y un microscopio
de luz- Olympus modelo CX31.

La incorporacidn de especies enddgenas a la coleccion se realizé, en marzo
del 2011, mediante un muestreo de fitoplancton marino, a los estanques
de cultivo de camardén de la finca ISLAMAR, Peninsula de Nicoya. Los
parametros fisico-quimicos del agua; salinidad, temperatura, profundidad
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Secchi, pH'y O, disuelto se determinaron con un multipardmetro marca
Thermo-Orion, modelo 5 Star y la iluminancia se midi6é con un luxémetro
modelo TM-201. Los muestreos se realizaron por triplicado, mediante la
filtracion de 10 litros de agua a través de una red para colecta de fitoplancton.

Las muestras se trasladaron a la Estacion de Biologia Marina, en botellas de
500 ml debidamente etiquetas y almacenadas a 25°C.Una vez en el laboratorio
de Produccion de Plancton Marino, las muestras fueron aclimatadas durante
12 horas en erlenmeyer de 500 ml; cumplido este periodo cada muestra se
sometio a tres tratamientos del medio de cultivo F/2 +Si; T1:100 %, T2
50% y T3 25%; 24°C de temperatura y 800 Lux de iluminancia. Diluciones
seriadas en placas multipozos y tubos de ensayos se realizaron durante
un mes; previa revision al microscopio de luz se seleccionaron las mejores
replicas.Se realizo el escalamiento a 2000 L de la especie enddgena, sp 001.

Resultados

Durante en el periodo 2008 a junio del 2013, se adquirieron 11 especies de
microalgas certificadas provenientes de Provasoli-Guillard National Center
for Marine Algae and Microbiota. En la figura 1 se muestra la produccion
de Isochrysis galbana, Chaetocerosmuelleri, C. neogracilis, C. gracilis,
Tetraselmissuecica, Paulovalutheri, Nannochloropsis oculta, N. salina,
Nannochlorisatomus y Rhodomonas salina,utilizadas como material
didactico en los cursos de Il y IV nivel de la carrera de Biologia Marina
(metabolitos secundarios, técnicas y métodos de muestreo, fisiologia
de crustaceos, biologia de microorganismos, reproduccion y alevinaje,
biologia de crustaceos y flora marina).

En el escalamiento de la produccion, para atender la demanda de la
investigacion y extension, se reporta que la biomasa promedio en cultivos
intermedios registrada en Pavlovalutheri, Nannochloropsisoculata,
Isochrysis galbana y Chaetocerosmuelleri, fue de 1.5 x10° cel/ml
durante todo el periodo. Estas dos areas académicas, registraron una
mayor demanda de Isochrysis galbana y Chaetocerosmuelleri; mientras
que  Dunaliellatertiolecta,  Tetraselmissuecica,  Pavlovalutheri 'y
Nannochloropsisoculata fueron especies utilizadas ocasionalmente.

Los cultivos masivos registraron una biomasa de 5x10° cel/ml, durante el
2008 al 2009; sin embargo, a partir del 2010 se lograron mejorar procesos,
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Figura 1. Material biologico-didactico utilizado en la docencia ECB.

lo cual refleja un incremento en la densidad promedio de hasta 8 x10° cel/
ml. La figura 2 muestra la biomasa producida por afio en cultivos masivos.
Estos datos corresponden al material bioldgico utilizado como alimento
vivo en la investigacion y extension.

A partir del 2010 se logré incrementar en 3x10 ° cel/ml la produccion
en los cultivos masivos. Las mejoras que se realizaron en toda la linea
de produccion —calidaddel producto final, redisefios de protocolos para
mantenimiento de respaldos, escalamiento de la produccion, formulacion
de nutrientes y fortalecimiento del personal a cargo— permitieron dar
respuesta a la dindamica que la investigacion, la extension y la docencia
experimentaron durante este periodo.
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Figura2. Produccion de fitoplancton marino registrado entre el
2008-2013.
Datos normalizaron en Log,

Los biensayos realizados con Isochrysis galbana CCMP 1323 vy
Chaetocerosmuelleri CCMP 1318 —especies referentes por la demanda
histérica— permitié realizar ajustes en los procesos técnicos de produccion.
La figura 3 muestra la curva de crecimiento de ambas especies sometidas
a las variables de temperatura (25 a 30°C), iluminancia (0 a 200001ux)
y fotoperiodo (13:11), que experiment6 la sala de produccion masiva
durante la época seca del 2010.
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Figura3. Curva de crecimiento de Chaetocerosmuelleri (A)
elsochrysis galbana (B).
Febrero 2010.

Tres lotes de fitoplancton se dejan bajo la custodia del laboratorio
Produccion de Plancton Marino; el primer lote estd conformado por 11
especies certificadas; el segundo corresponde a cuatro especies donadas y el
tercero registra dos especimenes endogenos aislados del Golfo de Nicoya.
Estas ultimas especies se lograron aclimatar con éxito a las condiciones
del laboratorio (Nistzchiasp. y Chaetocerossp., codificadas como sp001 y
sp002 respectivamente), (figuras 4 y 5).
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Cepas del Lote-04
Bellerochea sp.
Nannochoris atomus
Nannochloropsis oculata
Phaeodactilum tricornutum
Tetraselmis sp.
Tetraselmis suecica
Thalassiosira speudonana
Chaetoceros muelleri
Chaetoceros neogracile
Phaeodactylum tricornutum
Isochysis galbana

Cepas del Lote-06
Navicula cf_perminuta
Rhodomonas salina
Dunaliella tertiolecta (2 var)
Nannochoris atomus
Nannochloropsis oculata
Nannochloropsis salina
Phaeodactilum tricornutum
Tetraselmis sp (3 var)
Chaetoceros muelleri
Chaetoceros neogracile
Chaetoceros calcitrans
Phaeodactylum tricornutum (2 var)
Nitzschia brevirostris

Figura 4. Microalgas marinas custodiadas por el Laboratorio Produccion de
Marino.

La identificacion molecular de las especies sp001 y sp002 no se logro
realizar en este periodo; sin embargo,se continua la gestion con el
Laboratorio de analisis genomico- Lagen de la ECB, fuera de este proyecto;
la figura 6 muestra el escalamiento de la especie sp 001.
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Figura 5.Cinética en el escalamiento de la especie,sp 001 aislada del Golfo
de Nicoya.
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Discusion

Durante el 2008 al 2013 se contribuy6 con la investigacion realizada
en la biologia reproductiva del camardén blanco - Litopeneusvannamei
vy L. stylirostris; del pargo mancha- Lutjanusguttatus; corvina aguada-
Cynoscionsquamipinnis, corvina reina- C. albus y en la produccion de
semilla del ostion japonés Crassostrea gigas, este ultimo fue un proyecto
de extension dirigido al fomento de la ostricultura como una alternativa a
comunidades del Golfo de Nicoya. Todos estos trabajos son productos que
reportan un alto grado de avance, no solo en la generacioén de conocimiento
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cientifico, sino en logros hacia el desarrollo tecnoldgico de la produccion de
alevines o semillas obtenidas en condiciones de laboratorio. Se adquirieron
11 especies certificadas, con la finalidad de cumplir las normativas de
trazabilidad y calidad que la academia requeria, en el suministro de
especies de microalgas referentes utilizadas como alimento vivo. Se
trabajo en evaluar protocolos de produccion durante la época seca, periodo
del afio donde se registran las variables mas adversas de temperatura e
iluminancia (figura 3).

A pesar de que no se realizaron los perfiles nutricionales de las microalgas
suministradas, se consideraron los criterios técnicos cientificos reportados
por Ruiz-Guzman et al. (2012), Priyadarshani et al. (2011), Peterssen et al.
(2010) y Lemus et al. (2006), sobre la importancia de las microalgas en la
dieta, como proveedora de acidos grasos polinsaturados omega 3-PUFAS
(acido docosahexaenoico-DHA, acido eicosapentaenoico-EPA); minerales
yodo, hierro, zinc, cobalto, silicio, magnesio, calcio, fosforo, fluor, litio,
germanio; vitaminas A, B, D, E y B12; carotenoides que favorecen el
sistema inmunologico por sus propiedades antioxidantes; zeaxantina,
astaxantina y luteina precursores vitaminicos potenciadores del color en
salmonidos, invertebrados y huevos; y son vectores de polisacaridos (EPS)
que actian como componente antimicrobiano, anticoagulante, antitumoral
y antiviral en organismos de cultivo.

El fitoplancton es la principal fuente de alimento vivo que conforma las redes
tréficas; sin embargo, los patrones reproductivos de las poblaciones naturales
son afectados por factores ambientales, biologicos y propios de la industria
pesquera; generando incertidumbre en la disponibilidad del recurso mismo
o bien alimento vivo y natural para la manufactura en el cultivo de peces,
crustaceos y moluscos (Pettersen et al., 2010). Estas condiciones inducen a
investigar y estandarizar la reproduccion a ciclo cerrado, con las expectativas
de incrementar la eficiencia en las tasas de alimentacion, crecimiento y
sobrevivencia de aquellas especies objetivo de pesca o cultivo.

Sin embargo, otras limitaciones se generan cuando se desea domesticar la
produccion de especies marinas silvestres bajo condiciones controladas. En
grandes rasgos podemos mencionar cuatro fases principales: aclimatacion,
reproduccion, engorde y alimentacion.

La alimentacion puede ser provista por materia inerte o pelletizados
debidamente formulados, carne fresca u organismos vivos; generalmente en
cualquier especie que se desea cultivar se requiere suministrar alimento vivo
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en los primeros estadios de desarrollo, sean estas herbivoras o carnivoras,
siempre se requerira de fitoplancton como la fuente de alimento primario.

En la acuicultura las microalgas son usadas como el recurso alimenticio
primario en todos los estadios de crecimiento de bivalvos filtradores; estadios
tempranos de algunos crustdceos; en la produccion de zooplancton para
larvas de peces y crustaceos. El cultivo de microalgas como alimento vivo
es una labor intensiva y costosa; se estima que la produccion constante de
biomasa microalgal equivale al 30% del total de los costos en la produccion
de semilla (Rivero-Rodriguez et al., 2007, citado por Pettersen et al., 2010);
una razén mas, que nos llevo a caracterizar y estandarizar los protocolos de
produccion, aumentando la eficiencia y eficacia en la calidad y cantidad de la
produccion de microalgas, dirigida en atender la investigacion y extension.
Durante este periodo los cultivos masivos pasaron de 500.000 cel/ml a
800.000 cel/ml; esto equivale a un incremento del 60%.

Priyadarshani et al. (2012) reportan que las microalgas incrementan el oxigeno
disuelto y reducen gases toxicos como amonio, nitrito, sulfuro de hidrégeno,
metano y dioxido de carbono, estabilizando la calidad del agua; reducen
el canibalismo, estabilizan la temperatura del agua, reducen la poblacién
microbiana patdgena y otros organismos no deseados al competir con nutrientes
en solucion; se trabajo en mejorar los protocolos de produccion, con el fin de
que las microalgas suministradas contaran con la vigorosidad y densidad que
los sistemas de produccion requerian de tal forma que ademas de suplir una
necesidad alimenticia, las microalgas contribuyeran a reducir el canibalismo,
incrementaran la reproduccion de zooplancton y estabilizaran la temperatura
en los estanques. La figuras 2 y 4 muestran la cinética de la produccion de
microalgas en fase log; esto obedece a que siempre se suministro la produccion
de cultivos masivos en la fase log avanzada o tardia; por tanton los cultivos
nunca llegaron a la fase estacionaria.

Conclusiones

La produccion de fitoplancton marino ha sido una actividad importante que ha
contribuido al desarrollo de la investigacion y extension de organismos marinos.

Es importante continuar el trabajo en la obtencioén de especies endémicas
aclimatadas, caracterizadas y validadas como fuente de alimento vivo.

Corresponde iniciar en la caracterizacién bioquimica nutricional de las
especies aisladas.
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