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RESUMEN

Con el propésito de mejorar la tecnologia de producciéon de postlarvas del pectinido
Argopecten nucleus en condiciones controladas y contribuir a la diversificacion del sector
acuicola y el perfilamiento del cultivo de esta especie hacia una actividad productiva
autosostenible, se llevaron a cabo cuatro experimentos en los que se evaluaron: 1) la mezcla
de tres proporciones de espermatozoide:ovocito (C) 10:1, 50:1, 100:1 y tres tiempos de
fertilizacion (T) 15, 30 y 45 minutos, 2) Cuatro diferentes fuentes de agua de mar
(Artificial, ocednica, sin tratar y clorinada), 3) Tres densidades iniciales de cultivo 5, 10 y
15 larvas mL™' combinadas con tres concentraciones de alimento: 20.000, 40.000 y 70.000
cél mL' y 4) Seis dietas microalgales a) Isochrysis galbana (ISO), b) Chaetoceros
calcitrans (CHA), c) I galbana y C. calcitrans (ISO+CHA), d) I galbana y Tetraselmis
suecica (ISO+TETRA), e) C. calcitrans y T. suecica (CHA+TETRA) y f) I galbana, C.
calcitrans 'y T. suecica (ISO+CHA+TETRA), midiendo la respuesta en porcentajes de:
ovocitos fertilizados, larvas D obtenidas y larvas deformes, supervivencia, crecimiento y
estado de condicion de las larvas. Encontrandose que no existe interaccion entre la
concentracion de espermatozoides y el tiempo de fertilizacion. El tiempo es el factor mas
importante en el proceso de fertilizacion. El mayor porcentaje de fertilizacion y
supervivencia se presentd en el tiempo de 45 minutos (T45), el mayor valor de larvas D en
T15 y T30 y la menor deformidad en T30. La concentracion de espermatozoides influyéd
solo en el porcentaje de larvas deformes, siendo mayor con 10:1 y 100:1. La supervivencia
larval se vio afectada negativamente por la utilizacion del agua de mar artificial. No se
present6 diferencias en el desarrollo de las larvas cultivadas en las fuentes de agua de mar
ocednica, clorinada y sin tratar, estas dos ultimas presentaron los mayores valores de
supervivencia y crecimiento. La supervivencia larval, no vari6 significativamente bajo
ninguna de las densidades y/o concentraciones de alimento probadas. La densidad inicial de
cultivo es el factor de mayor influencia sobre el crecimiento y el estado de condicion larval
y de estas las de 10 y 15 larvas mL™ registraron los mayores valores. Las dietas
microalgales ISO+CHA (48,6%), ISO+TETRA (30,8%) e ISO+CHA+TETRA (30,6%),
presentaron la mayor supervivencia y ISO+CHA e ISO+CHA+TETRA el mayor
crecimiento, al igual que los mayores porcentajes de larvas llenas y de mancha ocular. Se
comparo la técnica desarrollada a partir de los mejores resultados obtenidos en cada
experimento (Técnica modificada) con la técnica descrita para esta misma especie por
Velasco y Barros (2008) (llamada Técnica tradicional en este trabajo), en ambas se alcanzé
el estado de larva con mancha ocular, sin presentar diferencias significativas en el
crecimiento. La técnica “tradicional” presenté un mayor porcentaje de supervivencia al
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final del experimento con un 43.6%, sin embargo la “modificada” produce un mayor
numero de larvas optimas para fijarse por unidad de produccién, equivalentes a 338
larvas/L™, contra 98 larvas/L™' de la técnica tradicional, generando una reduccién en los
costos de produccién hasta en un 40%. En conclusion, para optimizar la etapa de
larvicultura en aras de obtener mayores cantidades de semilla a un menor costo se
recomienda la implementacién de la técnica de cultivo modificada.

Palabras claves: Argopecten nucleus, larva, Fertilizacion, estado de condicidn y densidad
inicial.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, sectores de la produccion acuicola como la industria camaronera, en
especial los pequefios y medianos laboratorios productores de postlarvas de camardn
enfrentan serios problemas al tratar de mantenerse en el mercado, debido a los altos costos
de produccién, la fluctuacién en el valor del producto por la inestabilidad en el precio del
dolar en los dltimos afios (Guzman et al., 2004) y problemas de mortalidades causadas por
microorganismos patégenos (Alderman y Hastings, 1998; Guzman et al., 2004). Esta
situacion ha generado el cierre de muchas empresas y a la vez, una tendencia por parte de
las que ain permanecen en buscar nuevas alternativas de produccién que les permitan el
mayor aprovechamiento de la infraestructura ya existente.

Dentro de las alternativas propuestas estd el cultivo de bivalvos pectinidos, una actividad
ampliamente trabajada en paises como Noruega, Inglaterra, China, Japén y paises vecinos
como México, Chile y Pert (Akaboshi y Illanes, 1983; Lobos, 1992; Illanes, 1995; Maeda-
Martinez et al., 1996) y que depende en gran medida de la semilla producida en laboratorio.
Segun Sturla y Velasco (2008), cerca del 64% del desembarque mundial de bivalvos
pectinidos en el afio 2005 se originaron en la acuacultura.

Dentro de los géneros de pectinidos los més representativos y mejor posicionados
comercialmente son Placopecten, Argopecten, Patinopecten, Chlamys y Pecten (Dore,
1991).

Dado que son organismos filtradores que se alimentan del fitoplancton y del material
microparticulado suspendido en la columna de agua se eliminan los costos por
alimentacion, ademds ocupan un nivel bajo en la cadena tréfica, tienen una alta tasa
reproductiva y el gasto de personal en su cultivo intermedio y final es relativamente bajo;
asi mismo, son una valiosa fuente de alimento, con un alto valor comercial que oscila entre
los US$ 11.3 Kg! congelados y los US$ 12.7 Kg"' fresco y refrigerado (Maeda-Martinez,
2001).

En la region norte de Colombia entre los afios de 1994 y 1999 el Instituto de
Investigaciones Marinas y Costeras (INVEMAR) realizo una serie de investigaciones
tendientes a evaluar el potencial de varias especies de bivalvos marinos para ser cultivados
con fines comerciales. En estos estudios se identificd, entre otros, al pectinido Argopecten
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nucleus como una de las especies nativas con potencial para la acuicultura por su rapido
crecimiento, produccién de carne y por tener un cultivo intermedio y final relativamente
economico (Urban, 1999); sin embargo, la baja oferta de semilla de esta especie en el
medio natural no permitiria garantiza una actividad de cultivo rentable para las
comunidades pesqueras y empresas dedicadas a la maricultura, siendo necesario
fortalecerla con la produccién masiva de postlarvas en criadero.

A pesar de ser un pectinido nativo del Caribe colombiano su abundancia en colectores es
baja, variable y poco predecible (De la Roche y Vélez 1997; Valero ef al., 2000), con un
maximo de 3 a 50 postlarvas/colector (Castellanos y Campos 2007), panorama que deja
como Unica fuente de abastecimiento confiable de semilla a la produccién en laboratorio.
Este proceso implica las etapas de seleccién, aclimatacidon, maduracion e induccién al
desove de los reproductores, pasando por la fertilizacién, desarrollo embrionario,
larvicultura, fijacion de las larvas a un sustrato y finalmente, su transporte al mar (Labarta
et al, 1997; Helm et al., 2006). El éxito de cada una de estas etapas radica en la
identificacion de las condiciones dptimas de laboratorio que mejor simulen las condiciones
medioambientales donde se encuentre naturalmente la especie (Utting y Millican, 1998).

Sin embargo, a pesar del gran avance que ha tenido Colombia en las técnicas que
involucran la produccion de postlarvas de pectinidos en laboratorio en los Gltimos afios,
gracias a los trabajos de Urban (1999), Acosta (2004), Barros (2004), Velasco et al. (2007),
Velasco y Barros (2008) y Velasco (2008), aun es necesario investigar y mejorar en
aspectos de la produccién como: la fertilizacion y su impacto sobre el desarrollo y la
supervivencia larval, el manejo y la calidad de las fuentes de agua utilizada en el cultivo
larval, las dietas microalgales recomendadas, al igual que las densidades larvales y
concentraciones de alimento suministradas. Todos estos son factores cruciales y
responsables en mayor grado de la obtencién de larvas competentes capaces de fijarse y
hacer metamorfosis.

La mejora en estos factores relacionados al cultivo larval elevaria la supervivencia y el
crecimiento de las larvas y a la vez reduciria los costos de produccién aumentando la
rentabilidad de esta actividad, mostrandose como una alternativa mucho més atractiva para
sectores de la industria con deseos de innovar como el sector dedicado a la larvicultura del
camar6n. Por tal motivo, este trabajo pretende resolver las siguientes preguntas: ;Las
diferentes fuentes de agua de mar utilizadas y el tratamiento aplicado a esta, para el cultivo
y levante larval de camarén es apropiada para el cultivo larval de 4. nucleus? y ;Cuél es la
relacion de fertilizacion, densidad de siembra, concentracion de alimento y dieta microalgal
més adecuada para maximizar el crecimiento y supervivencia de las larvas de 4. nucleus en
una zona dedicada tradicionalmente a la produccion de postlarvas de camarén?
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Adicional a esto se realizo una comparacion entre la técnica desarrolladas por Velasco y

Barros (2008) en Colombia para el cultivo larval de A. nucleus y las modificaciones
propuestas en este trabajo.

El presente estudio estuvo enmarcado dentro del proyecto “Optimizacion de la produccién
de postlarvas del ostién Nodipecten nodosus y de la conchuela Argopecten nucleus en el
Caribe colombiano” (c6digo 2105-09-17982) realizado por INVEMAR 'y financiado por
COLCIENCIAS, HIDROCULTIVOS DE LA COSTA LTDA y la Asociacién de
Pescadores de Playa del Muerto -ASOPLAM.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Evaluar el cultivo larval de 4. nucleus en una zona dedicada tradicionalmente a la
produccion de postlarvas de camarén en laboratorio.

2.2. Objetivos especificos

¢ Determinar la influencia de 4 diferentes fuentes de agua de mar (agua de mar
artificial, agua de mar colectada a 3 millas de la costa, agua de mar de la estacién de
bombeo del laboratorio de postlarvas de camardén y agua de mar de los reservorios
del laboratorio de postlarvas de camarén clorinada y neutralizada) sobre el
porcentaje de supervivencia, estado de condicién y crecimiento de las larvas de A.
nucleus.

¢ Evaluar la influencia que ejerce la concentraciéon espermatozoide:ovocito y el
tiempo de fertilizacién sobre porcentajes de: fertilizacién, larvas D obtenidas y
larvas deformes, al igual que sobre los porcentajes de supervivencia, estado de
condicién y crecimiento de las larvas de 4. nucleus.

e Comparar el efecto de tres densidades iniciales de cultivo y tres concentraciones de
alimento sobre los porcentajes de supervivencia, estado de condicién y crecimiento
de las larvas de A. nucleus.

e Estimar el efecto de seis dietas microalgales sobre los porcentajes de supervivencia,
estado de condicién y crecimiento de las larvas de 4. nucleus.

postlarvas de camarén B Og
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3. MARCO TEORICO
3.1. Antecedentes

La escasa oferte de semilla de A. nucleus en el medio natural, motivo a instituciones como
el INVEMAR en el afio 1999 y la Universidad Del Magdalena en el afio 2003 al desarrollo
de proyectos enfocados a la produccién de postlarvas de esta especie bajo condiciones
controladas logrando el acondicionamiento de los reproductores en laboratorio, la
induccién al desove, la fertilizacion de los ovocitos obtenidos y la descripcion de su
desarrollo larval, posteriormente se logro el cultivo larval y fijacién de en condiciones
controladas, obteniendo de manera experimental las primeras postlarvas producidas en
laboratorio pero con costos de produccion aun demasiado altos (Urban, 1999, Velasco et
al., 2007; Velasco, 2008; Velasco y Barros, 2008). Consecuencia de esta serie de
investigaciones se instalaron estaciones de cultivo experimentales en diferentes bahias de la
costa Caribe colombiana: Neguanje, Parque Nacional Natural Tayrona (PNNT), Taganga
(departamento del Magdalena y Bahia Portete (departamento de la Guajira)) (INVEMAR,
2005; 2009; Gutiérrez, 2009).

Con relacién a la obtencion de larvas, varios autores afirman que la calidad de los gametos
y su correcta fertilizacién son variables determinantes en la obtencién de larvas
competentes (Padilla 1979; Paulet, 1990; Salaun ef al., 1991; Soudant, 1995; Helm ef al.,
2006). Ademas, Salaun et al. (1991) y Avendaiio et al. (2001) sostienen que la aparicion de
larvas anormales, caracterizadas por presentar valvas desiguales, ondulaciones en su
contorno y una baja supervivencia estdn relacionadas directamente con problemas de
poliespermia durante la fertilizacion.

Pese a la importancia que tiene la fertilizacion, es uno de los procesos menos estudiados en
pectinidos, la informacion es escasa, incompleta y poco homogénea alin para una misma
especie; por ejemplo, Urban (1999) recomienda para A. nucleus una proporcién de 10 L de
esperma por 1 L de ovocitos (10:1); por su parte, Velasco ef al. (2007), utilizaron para la
misma especie una concentracion espermatozoide por ovocito de 50:1. Uriarte et al. (2001)
sugieren una proporcién de 10-15:1 para pectinidos en general; por el contrario, Winkler y
Estévez (2003) recomiendan 7 espermatozoides por ovocito para la especie A. purpuratus y
Narvarte y Pascual (2003) de 30:1 para Aequipecten tehuelchus. Ninguno de los autores
mencionados indica el tiempo de fertilizacién empleado.
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En cuanto a las fuentes de agua de mar y su calidad para el cultivo de las larvas, Pérez y
Roman (1987), Uriarte et al. (2001) y Helm et al. (2006), afirmaron que este es un factor de
primer orden, ya que en algunas zonas pueden existir toxinas o sustancias disueltas en el
agua, las cuales son dificiles de eliminar y serian responsables de bajas en la supervivencia,
mortalidades y hasta la inhabilidad del funcionamiento de un laboratorio. Esta tematica es
importante de tratar, al tenerse en cuenta que el agua de las zonas donde tradicionalmente
se ha realizado larvicultura y cultivo de camarén han sido expuestas al uso de antibi6ticos y
en algunos periodos se realizé de manera indiscriminada motivado por la apariciéon de
nuevos agentes patégenos, conducta que por lo general, crea una presion de seleccién hacia
microorganismos resistentes a los antibidticos en uso y la posible induccion o seleccién de
cepas bacterianas resistentes, las cuales eventualmente pueden causar problemas en la salud
humana y/o animal (Gémez-Gil ef al., 2001). Autores como Riquelme ef al. (1997), Luna-
Gonzalez ef al. (2002), Maeda-Martinez, (2001), Sainz-Hernandez (2005) y Balcazar et al.,
2006 afirman que las comunidades bacterianas afectan en gran medida la calidad del agua
los criaderos de larvas de bivalvos ya sean patégenas como los vibrios o seudomonas o
beneficiosas como algunos bacilos, lactobacilos o levaduras marinas.

En lo referente a nutricion en las larvas de pectinidos, los trabajos realizados apuntan a la
busqueda de dietas y concentraciones microalgales que generen, dependiendo de la especie,
los mejores resultados sobre el crecimiento y la supervivencia; segin Velasco (2008) las
microalgas utilizadas en la larvicultura de estos bivalvos deben cumplir las siguientes
condiciones: 1) Ser unicelulares con tamafios entre 1 y 8 um; 2) Estar vivas; 3) tener una
pared celular fina y ausencia de espinas; 4) Ser preferiblemente méviles; 5) No tener
componentes de dificil digestion; 6) Poseer altos contenidos de 4cidos grasos esenciales
poliinsaturados y proteinas y 7) Producir una alta biomasa empleando técnicas sencillas y
economicas.

En la literatura no existe un consenso para la alimentacion de larvas de pectinidos, las
cuales segin autores como Valdivieso ef al. (1988), Martinez (1991), Aviles-Quevedo
(1990), Ortiz (1994), Villavicencio (1997), Lora-Vilchis y Maeda-Martinez (1997), Blacio
y Alvarez (2001); Farfas-Molina (2001) y Winkler y Estévez (2003) van desde 4.000 hasta
50.000 células/mL™", para especies como A. purpuratus, A circularis y N. nodosus; las
especies de microalgas mas utilizadas son Isochrysis galbana, I aff galbana (T-Iso),
Pavlova lutheri, Tetraselmis suecica, Chaetoceros gracilis y C. calcitrans (Farias-Molina,
2001; Velasco et al., 2007). En larvas de 4. nucleus, Urban (1999) recomienda una racién
de I galbana de 30.000 a 40.000 células/mL™', mientras que Velasco y Barros (2008)
sugiere 20.000 células/mL™" de /. galbana y C. calcitrans relacién 1:1, usando una densidad
de cultivo de 1 larva/mL". Generalmente, se utiliza la mezcla de dos microalgas en las
fases iniciales, una flagelada y una diatomea y cuando las larvas alcanzan tallas mayores, se
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recomienda adicionar especies de mayor tamafio como Tefraselmis suecica (Helm et al.,
2006).

Otro factor de importancia en la larvicultura de pectinidos corresponde a la densidad de
siembra larval, factor que en algunas etapas del cultivo puede aumentar o disminuir los
costos de produccion y tiene una influencia directa sobre el crecimiento y la supervivencia
de las larvas. Segiin Helm er al. (2006), las densidades larvales recomendadas al inicio del
cultivo para pectinidos estdn entre 5 y 10 larvas mL’, aunque en algunos casos estas
cantidades pueden aumentar con la implementacion de técnicas para el cultivo a altas
densidades, como la alimentacién continua de las larvas teniendo en cuenta la velocidad de
ingestién de las mismas con respecto al nimero de células alimenticias o su peso seco y
modificaciones en los sistemas de recambio del agua. Sin embargo, el crecimiento larvario
disminuye cuando la densidad excede cierto valor, a una talla dada (McDonald, 1988;
Ortiz, 1994; Uriarte er al, 2001). Esto posiblemente se deba a la competencia por el
alimento o el choque frecuente entre larvas que produce una alimentacién discontinua
(Cragg y Crisp, 1991). También, al incremento en las concentraciones de productos de
excrecion, principalmente amonio, el cual es altamente toxico (Pérez y Roman, 1987;
Uriarte et al., 2001).

En trabajos realizados con A. ventricosus se presentaron mayores tasas de crecimiento a
densidades entre 10 y 20 mL™' que a 5 larvas mL™', mientras que la supervivencia no fue
diferente (Ibarra et al, 1997). En 4. nucleus y en N. nodosus la tasa de crecimiento y

supervivencia fueron mayores o iguales a una densidad de 1 que a 5 larvas mL™' (Velasco,
2008).

3.2. Generalidades de la especie

A. nucleus es un pectinido nativo del Caribe colombiano, el cual se distribuye desde el
sureste de Florida, el Golfo de México y el Mar Caribe hasta Surinam, en Colombia se ha
reportado en las ecorregiones del Darién, Morrosquillo, Archipiélagos coralinos,
Magdalena, Tayrona, Palomino y Guajira (Diaz y Puyana, 1994). Habita fondos arenosos y
con presencia de pastos marinos, especialmente en zonas arrecifales desde aguas someras
hasta 50 m de profundidad (Lodeiros et al., 1993; Diaz y Puyana, 1994).

Se caracteriza por tener una concha abultada siendo las dos valvas iguales y muy convexas,
ornamentadas con 20 a 23 fuertes costillas radiales lisas (Figura 1A), su coloracién varia
usualmente entre blanco con manchas rojizas, pasando por marrén, anaranjado, parpura y/o
gris. Los adultos de esta especie por lo general no sobrepasan los 50 mm de longitud (Diaz
y Puyana, 1994). Es una especie de vida corta que no supera los dos afios, de rdpido
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crecimiento gracias a su alta eficiencia para adquirir energia del alimento y minimizar los
costos metabdlicos y las pérdidas de energia (Velasco 2006; 2007).

En el medio natural el fitoplancton constituye la principal dieta de los pectinidos, aunque
pueden ser importantes otras fuentes de alimentacion, como las finas particulas de materia
organica muerta (detritus) con bacterias asociadas, materia orgdnica disuelta, virus, hongos
y larvas de invertebrados, pero en laboratorio la alimentacién de estos organismos en todos
los estadios de desarrollo depende solamente de microalgas (Maeda-Martinez, 2001; Helm
et al., 2006).

Su clasificacién taxondmica segin Diaz y Puyana (1994) y Pefia (2001) es la siguiente:

Phylum Mollucsa
Clase Bivalvia

Subclase Pteriomorpha

Superorden Eupteriomorpha
Orden Ostreoida
Suborden Pectinina
Superfamilia Pectinacea (Rafinesque, 1815)
Familia Pectinidae (Rafinesque, 1815)
Género Argopecten (Monterosato, 1889)
Especie Argopecten nucleus (Born, 1778)
Nombres comunes: Conchuela, ostion, vieira, scallop.

Figura 1. (A). Morfologia externa de 4. nucleus (tomado de Bill, 2009) y (B) Morfologia interna de
un pectinido: (t) Testiculo; (o) Ovario; (b) Branquias; (ma) Mtsculo Aductor; (m) Manto (tomado
de Helm ef al., 2006)
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Estos organismos poseen fecundacion externa y presentan hermafroditismo funcional es
decir, tiene gametos masculinos y femeninos que maduran al mismo tiempo, pero su
expulsion no es simultdnea (Urban, 1999). La génada es un 6rgano totalmente diferenciado,
unido al cuerpo del animal en las proximidades del musculo aductor. En ella se distingue
una porcion anterior testicular de color blanco-lechoso y otra posterior ovérica de color
rojo-naranja que ocupa la mayor parte de la gonada (Figura 1B) (Fernandez, 1991; Roman
et al, 2001). Esta ultima rodea parte del tubo digestivo y la forman numerosos canales
terminados en una fina trama de foliculos. Estos animales no poseen papila genital
diferenciada, y los gonoductos se abren en la parte superior del saco renal, evacuandose los
productos genitales a través del rifion (Figura 2), saliendo a la cavidad paleal por el poro
urogenital Los ovocitos presentan una talla de aproximadamente 65 um (Sastry, 1979;
Fernandez, 1991; Roman et al, 2001). Esta especie tiene una actividad reproductiva
continua con desoves durante todo el afio que no estdn sincronizados con las condiciones

oceanograficas, sino con los otros individuos de una misma poblacién (Lodeiros et al.,
1993; Valero et al., 2000).

Figura 2. Expulsion de gametos femeninos por el nefridio (A y B) y Masculinos (C y D).
Obsérvese la diferencia de color del agua del recipiente (B y D). N: Nefridio. La barra indica 1 cm

Los procesos de desarrollo embrionario y formacién del primer y segundo estadio larval,
llamados larva trocofora y larva veliger (o larva D o de charnela recta) respectivamente,
ocurren dentro de las 24 a 48 horas después de la fecundacion dependiendo de la
temperatura y a partir de este punto inicia el desarrollo larvario y luego de 8 dias se obtiene
una larva umbonada y a los 13 o 15 dias después de la fertilizacion se alcanza el estado de
pediveliger, apareciendo la mancha ocular y posteriormente el pie, estructuras que anuncian
la proximidad a la fijacion. En este punto la larva se adhiere a un sustrato y realiza la
metamorfosis, proceso en la cual se forman todas las estructuras necesarias para su vida

11
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adulta e iniciando la fase de vida benténica (Padilla, 1979; Fernandez, 1991; Roman et al.,
2001; Velasco, 2008).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Area de Estudio

Los reproductores se obtuvieron de la estacién experimental de cultivo de bivalvos del
INVEMAR, ubicada en la Bahia de Neguanje (Playa del Muerto) (Lat. 11°20° N, Long.
74°05* W.), (PNNT) Santa Marta, en donde la temperatura del agua de mar oscila de 22 a
30°C seglin la época del afio, la salinidad varia de 33 a 37, las concentraciones de seston

total es de 0,2 a 4,7 mg/l y el porcentaje organico en el agua se encuentra entre 15 y 60%
(Urban, 1999).

Los diferentes experimentos de fertilizacion y cultivo larval se realizaron en las
instalaciones de un laboratorio en desuso propiedad de la empresa productora de postlarvas
de camarén HIDROCULTIVOS DE LA COSTA LTDA, que fue adaptado para la
larvicultura de bivalvos, ubicado a 4 km de Punta Canoa Bolivar, corregimiento de
Cartagena (Lat. 10°23° N., Long. 75.32° W), a 100 m de estas instalaciones se encontraban
los laboratorios dedicado a la producciéon de postlarvas de camarén propiedad de la
empresa, la cual proveyd al laboratorio de bivalvos de agua de mar prefiltrada, agua dulce y
energia eléctrica.

4.2, Obtencion, transporte y maduracion de reproductores en laboratorio

Se realiz6 una seleccion de los reproductores por el método directo de observacién de la
apariencia morfocromética de la goénada, y se escogieron entre 20 y 30 organismos en
estado de madurez III (Tabla 1), transportandolos dentro de una cava térmica entre esponjas
hiimedas, mantenidas a una temperatura aproximada de 21°C durante un tiempo no mayor a
6 horas, hasta el laboratorio. Una vez alli, los organismos se aclimataron lentamente (1°C
cada 20 min) hasta llegar a 25°C; posteriormente se completo el proceso de maduracién
gonadal, colocdndolos en una canaleta rectangular de fibra de vidrio, provista de 250 L de
agua de mar microfiltrada a 5 um, aireacién suave, una concentracion medianamente
constante de 40.000 cél mL™" de la mezcla de las microalgas I galbana, C. calcitrans y T.
suecica, en una relacion 1:1:1, con recambios de agua diarios del 200% en el transcurso de
24 horas, temperatura de 25+1°C, y una salinidad entre 31.5 y 35.5 (Figura 3). Bajo estas
condiciones, los reproductores se mantuvieron durante 10 dias, tiempo en el cual
concluyeron su desarrollo gonadal, alcanzando el estadio de madurez IV (segtin los estadios
de madurez descritos en la tabla 1). El dia previo al desove se suspendié el alimento para
reducir la produccién de fecas y el recambio se incrementd a un 300% diario.
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Tabla 1. Estadios de madurez sexual en pectinidos (modificado de Sastry, 1963 y Cochard y
Devauchelle, 1993).

ESTADiO DESCRIPCION
I Goénada sin coloracién, totalmente transparente y vacia. Es
indistinguible la porcion testicular de la ovérica
Gonada incrementa de tamafio, con coloracién tenue, empieza a
I diferenciarse la porcion gonadal femenina (naranja palido) de la
masculina (blanquecina). Los foliculos son pequefios y dispersos. Todo
el intestino que esta recubierto por la gonada es visible
Gonada incrementa de volumen y toma una coloracién mas acentuada.
1 Los foliculos son mds grandes y densos pero persiste espacio entre

ellos. El intestino es visible en algunas partes de la goénada,
especialmente en la parte distal

Gonada de mayor volumen, redondeada, completamente llena, los
foliculos estan densamente empaquetados y practicamente no se
v distingue el intestino. Coloracién brillante en ambas porciones
gonadales, crema oscuro para la parte masculina y rojo-anaranjado para

la femenina

Goénada parcialmente desocupada. Las porciones ovarica y testicular se
distinguen por los restos del producto genital

Figura 3. Alimentacion mediante goteo (A) y Reproductores acondicionados en canaletas de 250 L

(B)
4.3. Experimentos
Para la realizacion de los diferentes experimentos se usaron entre 10 y 15 reproductores de

A. nucleus, los cuales, una vez que alcanzaron el estadio de madurez IV, se limpiaron con
cuchillo y cepillo retirando todos los epibiontes que se encontraban adheridos a la concha,
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para evitar contaminar los productos gaméticos que se liberan en el desove (Figura 4).
Posteriormente, en un acuario de fondo negro de 50 L de capacidad los organismos se
indujeron al desove por medio de choques térmicos subiendo y bajando la temperatura del
agua de 23 a 28°C durante 30 min, sumado a un proceso de irradiacion constante con luz
ultra violeta (UV) del agua utilizada (Figura 5). Los gametos producidos se colectaron en
forma individual en recipientes con agua de mar de 2 L de capacidad para su posterior

fertilizacion cruzada (Figura 6) y 24 horas después las larvas obtenidas se mezclaron,
homogenizaron y redistribuyeron segiin cada tratamiento.

'S
Figura 4. Limpieza de reproductores de 4. nucleus. Concha sin limpiar (A); Limpieza manual con
un cuchillo (B) y conchas limpias (C)

Figura 5. Acuario de induccion al desove de A. nucleus
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Figura 6. Colecta de gametos y fertilizacion de A. nucleus

4.3.1.Efecto de la concentracion de espermatozoide:ovocito y tiempo de fertilizacion
Con los gametos provenientes de uno de los desoves se realiz un experimento factorial de
fertilizacion, evaluando tres concentraciones de esperma: 1) 10 (C10) espermatozoides por
ovocito; 2) 50 (C50) espermatozoides por ovocito y 3) 100 (C100) espermatozoides por
ovocito y tres tiempos de fertilizacion: a) 15 minutos (T15); b) 30 minutos (T30) y ¢) 45
(T45) minutos, mediante las siguientes combinaciones: C10T15, C10T30, C10T45,
C50T15, C50T30, C50T45, C100T15, C100T30 y C100T45.

En este experimento se procuro colectar los ovocitos provenientes de la segunda expulsion
de cada una de las hembras, independientemente si habian iniciado el desove como hembra
0 macho, para evitar colectar huevos autofecundados, dado que ambos productos gaméticos
son expulsados por el mismo orificio.

Tanto los espermatozoides como los ovocitos obtenidos de cada organismo se tamizaron de
forma individual por una malla de 90 um para retirar posibles heces producidas por los
reproductores; posteriormente, los espermatozoides se colectaron en recipientes plasticos de
2 L, mientras que los ovocitos se lavaron con abundante agua de mar con ayuda de un tamiz
de 23 pm para eliminar el exceso de tejido conectivo. A continuacién, los ovocitos
producidos por al menos 5 hembras se mezclaron en un balde plastico de 12 L de capacidad
y se estimo su cantidad por medio de la toma de 3 muestras de 1 mL, colocandola en una
placa Sedgewick Rafter para conteo al microscopio (Figura 7). La estimacion se logrd
aplicando la siguiente formula:

NT = NO*V
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En donde,

NT = Numero total de ovocitos

NO =Numero de ovocitos presentes en 1 mL

V= Volumen total (mL) de agua en el que se encuentran los ovocitos.

Figura 7. Tamizado de ovocitos de A. nucleus por una malla de 23 pm (A); Placa Sedgewick Rafter
para el conteo de ovocitos (B) y Observacion de ovocitos al microscopio (C)

De igual manera, los espermatozoides de al menos 5 individuos diferentes a los que
produjeron los ovocitos con un tiempo de expulsién menor a 30 minutos, se mezclaron y
resuspendieron en un recipiente transparente de 2 L y colectando 3 muestras de 1 mL para
estimar su concentracién (espermatozoides/mL) utilizando una cdmara de Neubawer (Figura
8). Para determinar la concentracion se empled la siguiente formula:

NT= NE * 50.000

En donde,

NT= Numero de espermatozoides/mL

NE= Numero de espermatozoides presentes en la placa
50.000 = Factor de conversién a mL

Figura 8. Camara de Neubawer para conteo de espermatozoides (A) y Espermatozoides de A.
nucleus (B)
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Para las diferentes combinaciones de esperma y tiempo de fertilizacién, los ovocitos
contados se colocaron en frascos de vidrio aforados a 2 L a una densidad de 75
ovocitos/mL; dos réplicas por cada tratamiento fueron realizadas (Figura 9). Pasado el
tiempo de fertilizacién correspondiente a cada tratamiento se tomaron tres muestras de 1
mL de cada réplica y se colocaron sobre una camara Sedgewick Rafter, para observacion al
microscopio, evaluando el porcentaje de fertilizacidn, considerando fertilizado todo ovocito
que presente cuerpos polares o clivaje (division) (Figura 10); para esto se aplico la siguiente
formula:

_ NF*100
NO

F

En donde,

F = % fertilizacion

NF= Numero de ovocitos fertilizados
NO=Nuamero de ovocitos totales

Figura 9. Experimento de fertilizacion en A. nucleus

Después de la fertilizacion, los cigotos contenidos en cada uno de los frascos de vidrio se
tamizaron de forma individual por 23 pum para retirar el exceso de espermatozoides. Los
cigotos retenidos fueron nuevamente suspendidos en botellones de policarbonato aforados a
15 L, provistos de agua de mar filtrada a 1 um, irradiada con luz UV, aireacién suave y
termoregulada a 24+1°C para que continuaran el desarrollo larvario (Figura 11A).
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Figura 10. Ovocitos fertilizados. Con presencia de cuerpo polar (A) y ovocito en division o clivaje
(B). CP. Cuerpo polar. . La barra indica 20 pm.

Cada botellon correspondi6 a una réplica de cada tratamiento y manejé una densidad inicial
promedio de 10 cigotos/mL. Después de 24 horas de la fertilizacion, se estimé el porcentaje
de larvas D obtenidas y el de deformidad presente en cada uno de los tratamientos mediante
las siguientes formulas:

Estimacion larvas D:

*
Do NL*100
NF
En donde,
D = Porcentaje de larvas
NL =Numero de larvas D presentes
NF=Nuamero de ovocitos fertilizados
Estimacion larvas deformes:
%k
IF = LF*100
NF

En donde,

LF = Porcentaje de larvas deformes
LF =Numero de larvas deformes

NF =Numero de ovocitos fertilizados

El cultivo larvario se llevo a cabo en botellones con las mismas caracteristicas descritas en
el desarrollo embrionario. Se utilizaron 40.000 cél mL" diarias de I galbana como
alimento, cada 24 horas se drenaban los tanques de larvicultura reteniendo las larvas en un
tamiz de 40 pm y resuspendiéndolas en un nuevo tanque provisto de agua limpia, aireacién
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y alimento (Figura 11B). Para la determinacién del crecimiento, el estado de condicion
diaria y la supervivencia de las larvas se tomaron diariamente tres muestras de agua de 1
mL de cada una de las réplicas de los diferentes tratamientos; posteriormente, se estimé el
numero de larvas presentes aplicando la metodologia utilizada para el conteo de los
ovocitos. Para las observaciones del estado de condicion diaria de las larvas se emple6 una
escala de medicion subjetiva basada en la coloracion de la glandula digestiva (Tabla 2) y se
estimé el porcentaje de larvas deformes, considerando aquellas que presentaran
irregularidades en el contorno de la concha (Figura 12), sumado a esto se midié en cada
réplica la longitud de 30 larvas seleccionadas al azar. Por tiltimo, diariamente se registraron
los pardmetros fisicoquimicos de temperatura y salinidad.

Este experimento concluyé al momento de alcanzar el estado de larva con ojo o mancha
ocular, estado que antecede a la aparicién del pie que indica la proximidad de la fijacion a
un sustrato y posterior metamorfosis de la larva o hasta que se presentara el 100% de
mortalidad en los tratamientos.

Figura 11. Tanques utilizados durante el desarrollo embrionario y la larvicultura de 4. nucleus (A)
y proceso de recambio y toma de muestras de larvas (B)
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Tabla 2. Estados de condicion larval
ESTADO DE
CONDICION ABREVIATURA DESCRIPCION FIGURA
LARVAL
AT Gléandula digestiva facilmente 7 %
LLENAS distinguible, de color café
PIARSNECELES ' oscuro hasta amarillo oscuro. 5 &
iR e
GLANDULA Glandula digestiva
DIGESTIVA SEMILLENAS distinguible, de color café
SEMILLENA claro hasta amarillo claro.
GLANDULA Glandula digestiva
DIGESTIVA VACIAS transparente, dificil de
TRASLUCIDA diferenciar del resto de los
organos.

Figura 12. Larvas deformes. Larva con ondulaciones (A, L);Charnela deprimida en forma de media
luna (B); Concha deformada (C, D, K), Con muescas (E, F, G) y Valvas plegadas (I, J, M). La

barra indica 20 um
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4.3.2.Efectos de la fuente de agua utilizada en el cultivo larval
Con larvas recién formadas provenientes de un desove fertilizado bajos los pardmetros que
presentaron mejores resultados en el experimento de fertilizacién, se evaluaron cuatro
diferentes fuentes de agua de mar para el cultivo de larvas de 4. nucleus: 1) Agua de mar
artificial comercial (marca stper sal concentrado proline) (ARTIFICIAL); 2) Agua de mar
ocednica colectada a 3 millas de la costa (OCEANICA); 3) Agua de mar proveniente de la
estacion de bombeo del laboratorio de postlarvas de camarén (SIN TRATAR) (Figura 13D)
y 4) Agua de mar proveniente de los reservorios del laboratorio de postlarvas de camar6n
sometida a filtracién, clorinada a 1.5 ppm y neutralizada (CLORINADA) (Figura 13F). Las
diferentes fuentes de agua utilizadas fueron filtradas a 1 pm utilizando un juego de filtros
distinto para cada una y posteriormente se irradiaron con luz UV.

Figura 13. Toma y proceso de filtracién del agua de mar en HIDROCULTIVOS DE LA COSTA
LTDA. Toma (A); Puesto de bombeo (B); Filtro de arena (C); Tanque de recepcion del agua
bombeada (D); Sistema de filtracion (E) y Reservorios de agua de mar filtrada y clorada (F)

Cada tratamiento estuvo constituido por tres réplicas conformadas por botellones de
policarbonato aforados a 15 L, con una densidad inicial de 10 larvas mL™, equivalente a
150.000 larvas por réplica, alimentadas diariamente con 40.000 cél mL™" de I galbana,
provistos de aireacion constante, termoregulada a 24+1°C, con salinidades entre 30 a 35 y
pH 8. Cada 24 horas se drenaban los tanques de larvicultura reteniendo las larvas en un
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tamiz de 40 pm y resuspendiéndolas en un nuevo tanque provisto de agua limpia, aireacion
y alimento (Figura 14).

Para la determinacion del crecimiento, el estado de condicién, estimacién de larvas
deformes y supervivencia de las larvas se trabajé utilizando la metodologia descrita en el
experimento anterior.

Este experimento concluy6 al momento de alcanzar el estado de larva con ojo o mancha
ocular o hasta obtener el 100% de mortalidad en los tratamientos.

P R — ;.m..,,w

ol o

Figura 14. Experimento de diferentes fuentes de agua para cultivo larval de A. nucleus
4.3.3. Influencia de la densidad larval inicial y la concentracion de alimento

Con larvas recién formadas provenientes de un desove manejado bajos los pardmetros que
presentaron mejores resultados en el experimento de fertilizaciéon y fuentes de agua, se
desarroll6 un experimento factorial que involucré tres densidades iniciales de
cultivo(entendiéndose por densidad inicial aquella que no es manipulada ni reajustada de
manera controlada durante el cultivo, salvo el dia que inicio el experimento): 1) 5 larvas
mL" (L5); 2) 10 larvas mL' (L10); 3) 15 larvas mL"' (L15) y tres diferentes
concentraciones de alimento utilizando la microalga I galbana: a) 20.000 cél mL™ (20C);
b) 40.000 ¢él mL™" (40C) y ¢) 70.000 cél mL™! (70C), evaluando la influencia de cada uno
de estos factores por medio de las siguientes combinaciones: L5-20C; L10-20C; L15-20C;
L5-40C; L10-40C; L15-40C; L5-70C; L10-70C y L15-70C.

Cada tratamiento estuvo constituido por dos réplicas, conformada cada una por un botellon
de policarbonato aforado a 15 L, provisto de agua de mar filtrada a 1 um e irradiada con luz
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UV y condiciones de temperatura, salinidad y pH iguales a las descritas en los bioensayd§
anteriores y una densidad de siembra y concentracion de alimento correspondiente a cada
uno de los tratamientos. Cada 24 horas se drenaban los tanques de larvicultura reteniendo
las larvas en un tamiz de 40 um y resuspendiéndolas en un nuevo tanque provisto de agua
de mar limpia, aireacion y alimento.

Para la determinacién del crecimiento, el estado de condicién diaria, estimacién de larvas
deformes y supervivencia se trabajé utilizando la metodologia descrita en los experimentos
anteriores. Este experimento concluy6 al momento de alcanzar el estado de larva con ojo o
mancha ocular o hasta obtener el 100% de mortalidad en los tratamientos.

4.3.4. Evaluacion de seis dietas para la alimentacién larval

Con larvas recién formadas provenientes de un desove fecundado y cultivado bajo los
mejores resultados obtenidos en la fertilizacion, fuentes de agua, densidad larval y
concentracién microalgal, se desarrollé un experimento en el que se evaluaron seis dietas
microalgales para la alimentacion de larvas de esta especie: 1) 100% I galbana (ISO); 2)
100% Chaetoceros calcitrans (CHA); 3) I galbana y C. calcitrans (ISO+CHA) en relacién
1:1; 4) 1. galbana y Tetraselmis suecica (ISO+TETRA) en relacién 1:1; 5) C. calcitrans y
T. suecica (CHA+TETRA) en relacion 1:1 y 6) I galbana, C. calcitrans y T. suecica
(ISO+CHA+TETRA) en relacién 1:1:1. Para el establecimiento de las relaciones
microalgales (1:1) se tom6 como patrén el peso seco de la microalga I galbana vy se realizé
la equivalencia para C. calcitrans y T. suecica segin Helm et al, (2006) (anexo 1).

Cada tratamiento estuvo constituido por tres réplicas, conformada cada una por un botellén
de policarbonato aforado a 15 L, provisto de agua de mar filtrada a 1 um e irradiada con luz
UV, mantenida con aireacion suave, termoregulada a 24+1°C, con salinidad entre 30 a 35,
pH 8 y una dieta microalgal correspondiente a cada uno de los tratamientos. Cada 24 horas
se drenaban los tanques de larvicultura reteniendo las larvas en un tamiz de 40 pm y
resuspendiéndolas en un nuevo tanque provisto de agua limpia, aireacion y alimento. Para
la determinacién del crecimiento, el estado de condicién diario, estimacién de larvas
deformes y supervivencia se trabajo6 utilizando la metodologia descrita en los experimentos
anteriores. Este experimento concluy6 al momento de alcanzar el estado de larva con ojo o
mancha ocular o hasta obtener el 100% de mortalidad en los tratamientos.

4.3.5. Eficacia de los tratamientos

Para la determinacion de cual es el mejor tratamiento en cada uno de los diferentes
experimentos realizados, se elaboré para cada experimento una tabla agrupando los mejores
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resultados obtenidos para cada variable medida, basados en las tablas de ANOVA vy en los
grupos homogéneos provenientes de los analisis estadisticos de comparaciones multiples
que presentaron los mayores valores en cada una de los diferentes experimentos.

4.3.6. Comparacion de dos técnicas de cultivo de larvas de A. nucleus

Al finalizar los experimentos propuestos para evaluar la fuentes de agua utilizada, la
fertilizacién, la densidad larval, la concentracién de alimento y la dieta suministrada, se
realiz6 un cultivo larval a nivel masivo, en el cual se aplicaron todos los conocimientos
adquiridos durante estos experimentos (Técnica modificada) y se compar6 con la técnica de
cultivo utilizada por Velasco y Barros (2008) (Técnica tradicional) para esta misma
especie, consistente en una densidad de siembra de 1 larva mL™', alimentadas con la mezcla
de las microalgas I galbana y C. calcitrans en relaciéon 1:1 con respecto al numero de
células y una concentracién de alimento de 20.000 cél mL ™.

Para este experimento se colectaron, transportaron, aclimataron e indujeron al desove 50
organismos de 4. nucleus, segin la metodologia que se trabajé anteriormente. Los gametos
producidos y las larvas generadas se dividieron en dos grupos, el primero fue manejado y
mantenido bajo las condiciones descritas por Velasco y Barros (2008) y el segundo bajo las
condiciones de fuente de agua, fertilizacién, densidad, dieta y concentracion de alimento
que mostraron los mejores resultados durante el desarrollo de cada uno de los experimentos
realizados en este trabajo.

Estos cultivos se desarroll6 en tanques de fibra de vidrio de 500 L de capacidad (Figura
15), con tres réplicas por tratamiento, provistos de agua de mar filtrada a 1 um e irradiada
con luz UV y con aireacién suave.

Diariamente se drenaban los tanques de larvicultura reteniendo las larvas en un tamiz de 40
um, resuspendiéndolas en un nuevo tanque provisto de agua de mar limpia, aireacion y
alimento. Durante este proceso se tomaron tres muestras de 1 mL de cada tanque en las
cuales se contaron las larvas, se midi6 la longitud de 30 de ellas seleccionadas al azar y se
realizaron observaciones al microscopio sobre su estado de condicion diaria y deformidad
larval, con la metodologia descrita anteriormente (Figura 16).
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Figura 15. Tanque para el cultivo masivo de larvas de A. nucleus

Figura 16. Proceso de recambio de larvas de 4. nucleus. Drenado de tanques de larvas (A); Colecta
de larvas para conteo (B) y Larvas al microscopio (C). La barra indica 30 pm

Esta comparacion concluyé al momento de alcanzar el estado de larva con ojo o mancha
ocular o hasta obtener el 100% de mortalidad en los tratamientos.

Los resultados obtenidos en esta seccion son presentados en el Anexo 2 por tratarse mas de
una comparacién entre métodos de cultivos y sus implicaciones econémicas que de la
evaluacién especifica de alguna variable biol6gica del cultivo.

4.4. Anadlisis estadistico

En el caso de los experimentos de evaluacién de diferentes fuentes de agua utilizada en el
cultivo larval y en el de evaluacion de seis dietas para la alimentacion larval, se realizaron
analisis de varianza (ANOVA) de una via y en los experimentos de Influencia de la
densidad larval inicial y la concentracién de alimento y efecto de la concentracién
espermatozoide:ovocito y tiempo de fertilizacion se hicieron ANOVA de dos vias . Estos
analisis se realizaron siempre y cuando las variables cumplieran con los supuestos de
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normalidad evaluados con el estadistico de Shapiro-Wilks y homocedasticidad mediante la
prueba de Cochran. Posteriormente, seguido de las ANOVAS se realizé una prueba de
comparaciones multiples (prueba Tukey HSD).

En los casos que no se cumplieron los supuestos se aplicaron transformaciones a los datos
como logaritmo natural (Log), logaritmo en base 10 (Log 10), Ranqueado (Rank) y cuando

no fue posible aplicar la transformacion se realizo el andlisis no parametrito de Kruskal-
Wallis.

Los andlisis se llevaron a cabo utilizando el programa Statgraphics plus 4.0 y para las
decisiones se tomaron teniendo en cuenta un alfa (o) de 0.05.
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3. RESULTADOS

5.1. Efectos de la concentracion espermatozoide: ovocito y el tiempo de fertilizacidn

5.1.1.Fertilizacion

En la Figura 17 se observa que en la mayoria de los tratamientos, el porcentaje de ovocitos
fertilizados estuvo entre el 80.5 y 83%, excepto C100T45 que presentd un 89.4%. El
ANOVA realizado con los porcentajes de ovocitos fertilizados establecié primero: que no
hay una diferencia significativa entre la concentracién de espermatozoides y los ovocitos
fertilizados con un valor P=0.0544 y un F=4.09, segundo: el tiempo de fertilizacién con un
P=0.0096 y un F= 8.13 es el factor més influyente sobre la tasa de ovocitos que se
fertilizan, tercero: no se presento una interaccion significativa entre el tiempo de
fertilizacién y la concentracion de espermatozoides con un P=0.0803 y un F=2.98.
Posteriormente, la prueba de multiples comparaciones realizada a los diferentes tiempos
demostré6 que el porcentaje de ovocitos fertilizados en el tiempo de 45 min es
significativamente mayor que los demas tiempos de fertilizacion (Tabla 3).
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% Ovocitos fertilizados

Figura 17. Porcentaje de fertilizacion de ovocitos de 4. nucleus en diferentes concentraciones de
espermatozoides y tiempos de fertilizacion. (La barra indica el error estdndar)
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Tabla 3 . Prueba de multiples comparaciones para el porcentaje de ovocitos fertilizados en A.
nucleus bajo los diferentes tiempos evaluados.
Tiempo de fertilizacion  Conteo LS media Grupos homogéneos

15 6 81.1167 X
30 6 81.2833 X
45 6 84.95 X

5.1.2.Porcentaje de larvas D

Los mayores porcentajes de larvas D se presentaron en los tratamientos C100T30 y
CI0T15 con un 94.4 y 91% respectivamente y los menores en C10T30 (75.3%) y
C100T45 (65.1%) (Figura 18). El ANOVA mostré que la concentracién de esperma
utilizada no influye significativamente en el porcentaje de larvas D obtenidas con un
P=0.4751 y F=0.81, por el contrario el tiempo de fertilizacion con un P=0.0256 y un
F=5.66 es determinante al momento de obtener larvas D. No se presentd una interaccién
significativa en la obtencion de larvas D, entre el tiempo de fertilizacion y la concentracién
de espermatozoides con P=0.1135 y F=2.53 El andlisis de multiples comparaciones
realizado a la variable tiempo de fertilizacion, indico que el grupo homogéneo conformado

por los tratamientos de T15 y T30 fueron significativamente superiores (Tabla 4).
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Figura 18. Porcentaje de larvas D de 4. nucleus en diferentes concentraciones de espermatozoides
y tiempos de fertilizacion. (La barra indica el error estandar)
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Tabla 4. Prueba de multiples comparaciones para el porcentaje de larvas D por tiempo de
fertilizacion en A. nucleus
Tiempo de fertilizacion Conteo LSmedia Grupos homogéneos

45 6 74 X
30 6 86.5 XX
15 6 88 X

5.1.3.Porcentaje de deformidad larval

Los mayores porcentajes de deformidad larval se observaron en C100T15 (7.3%) y C10T15
(7.1%) y los menores en C100T30 y C100T45 con 3 y 3.7% respectivamente (Figura 19).
El ANOVA mostré que tanto la concentracién de espermatozoides (P=0.0360, F=4.94)
como el tiempo de fertilizacion (P=0.0153 y F=6.89) influyen significativamente en la
formacién de larvas deformes, sin que se presente interaccion entre estos dos factores con
un P=0.127 y un F=2.40.

La prueba de multiples comparaciones determiné que las menores tasas de larvas deformes
se presentaron en el grupo homogéneo conformado por las concentraciones de
espermatozoides C50 y C100 y los tiempos de fertilizacion T45 y T30, (

Tabla 5).
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Figura 19. Porcentaje de larvas deformes de A. nucleus en diferentes concentraciones de
espermatozoides y tiempos de fertilizacion. (la barra indica el error estandar).
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Tabla 5. Prueba de multiples comparaciones de la concentracion de espermatozoides y tiempo de
fertilizacién en A. nucleus

CONCENTRACION DE ESPERMATOZOIDES

Concentracion Conteo LS medias Grupos homogéneos
50 6 0.58866 X
100 6 0.634256 XX
10 6 0.747424 X
TIEMPO DE FERTILIZACION
Tiempo Conteo LS medias  Grupos homogéneos
30 6 0.570235 X
45 6 0.639283 XX
15 6 0.760822 X

S.1.4.Supervivencia larval

Los mayores promedios se presentaron en los tratamientos sometidos a un tiempo de
fertilizacion de 45 minutos, representados por C10T45, C50T45 y C100T45, mostrando en
comparacién con los demas tratamientos, el menor ritmo de descenso en su supervivencia
con un 5.3, 4.9 y 5.4 %/dia respectivamente (Figura 20). El andlisis estadistico demostrd
que la concentracion de espermatozoides no ejerce una influencia significativa sobre la
supervivencia de las larvas D con un P=0.246 y F=1.41, por el contrario el tiempo de
fertilizacion si fue determinante con un P=0.009 y F=4.84, pero no se presentd interaccién
entre estas dos variables con un P=0.931 y F=0.21. La prueba de multiples comparaciones

aplicada en los tiempos de fertilizacion estableci6é que las mayores tasas se presentaron con
T45 (Tabla 6).

Tabla 6. Prueba de multiples comparaciones de la supervivencia larval bajo diferentes tiempo de
fertilizacion en 4. nucleus

Tiempo de fertilizacion Conteo LS medias  Grupos homogéneos
15 90 49.978 X
30 90 51.644 X
45 90 61.256 X
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Figura 20. Supervivencia larval de A. nucleus bajo diferentes concentraciones de espermatozoides
y tiempos de fertilizacion. (La barra indica el error estandar).

5.1.5.Crecimiento larval

No se observo diferencias significativas en el crecimiento de las larvas entre los distintos
tratamientos; sin embargo, el mayor crecimiento diario se presento en C50T15, C10T45 y
C100T45 con 5, 4.8 y 4.6 um/dia respectivamente. En contraste los de menor crecimiento
fueron C50T30 (3.8 um/dia) y C100T30 (4.0 um/dia) y C100T15 (4.2 um/dia). Al final del
experimento las mayores tallas se observaron en C50T15 (161.5 pm), C10T45 (157.9 um)

y C100T45 (154.1 um) y las menores en C50T30 (147.1 pm), C100T15 (147.9 pum) y
C100T30 (148.2 um) (Figura 21).

El ANOVA establecié que no existe una relacion directa entre la concentracién de esperma
y/o el tiempo de fertilizacion empleado sobre el ritmo de crecimiento de las larvas en
ninguno de los tratamientos con P=0.974 y 0.723 y un #=0.03 y 0.33 respectivamente; asi
mismo se observo que no existe interaccion entre estas variables P=0.999 y un F=0.02.
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Figura 21. Crecimiento larval de 4. nucleus en diferentes concentraciones de espermatozoides y
tiempos de fertilizacion. (La barra indica el error estandar).

5.1.6.Estado de condicién diaria

La presencia de larvas llenas fue el estado de condicién predominante en todos los
tratamientos (Figura 22, Figura 23 y Figura 24), siendo C100T15, C10T30 y C10T45 los
tratamientos con mayores valores, con 90.2, 89.8 y 89.4% respectivamente, y C50T30
(85.5%), C10T15 (86.8%) y C100T30 (87.1%) los menores.

Con relacién a las larvas semillenas, su presencia fue constante en todos los tratamientos a
partir del segundo dia de cultivo con el mayor incremento en los dias ocho y nueve, para
C10T45, C10T15 y C50T45 con 40.4, 36.3 y 36%; mientras que C50T30 (28.3%), C50T15
(29.1%) y C100T45 (30.5%) registraron los menores valores. Finalmente, la presencia de
larvas vacias durante el cultivo larval fue escasa, con un promedio general durante el
cultivo que no super6 el 3% en ninguno de los tratamientos evaluados.

El analisis estadistico en cada estado de condicién permitié establecer que no existe una
diferencia significativa que permita afirmar que los estados de condicién de larvas llenas,
semillenas o vacias estén influenciados por la concentracion de espermatozoides con P=
0.4877, 0.4723 y 0.3256 y un F=0.72, 0.75 y 1.13 respectivamente. Asi mismo, no se
presentd diferencias significativas por parte del tiempo de fertilizacién en ninguno de los
estados de condicién mencionados con P= 0.810, 0.706 y 0.281 y un F=0.21, 0.35 y 1.28.
En lo concerniente a la interaccién entre la concentracion de esperma y el tiempo de
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fertilizacion, esta fue inexistente para los tres estados de condicién presentando un valor
P=0.625, 0.885 y 0.122 y un F=0.65, 0.29 y 1.86, para llenas, semillenas y vacias.
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Figura 22. Porcentaje del estado de condicion diario de larvas de A. nucleus en el tiempo de
fertilizacion de 15 minutos y tres concentraciones de espermatozoides. (La barra indica el error
estandar)
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Figura 23. Porcentaje del estado de condicion diario de larvas de A. nucleus en el tiempo de
fertilizacién de 30 minutos y tres concentraciones de espermatozoides. (La barra indica el error
estandar).
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Figura 24. Porcentaje del estado de condicién diario de larvas de 4. nucleus en el tiempo de
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5.1.7.Presencia de mancha ocular

La presencia de larvas con mancha ocular (Figura 25), se observé al dia 11 de cultivo en el
tratamiento C100T30 y también en el tiempo de fertilizacion de 45 min (Figura 26). A
partir del dia 12 todos los tratamientos registraron en mayor o menor grado la presencia de
larvas con mancha ocular; al final del experimento (dia 15), los mayores porcentajes se
observaron en C50T15, C50T30 y C10T15 con un 20.7, 20.2 y 17.1%, mientras que los
menores se presentaron en C10T30 (7.6%), C50T45 (10.1%) y C100T45 (11.5%).

Figura 25. Larva de 4. nucleus de once dias de nacida con presencia de mancha ocular. La barra
indica 30 um

El ANOVA confirmé que no existe una influencia significativa de la concentracion de
espermatozoides y/o el tiempo de fertilizacion sobre los porcentajes obtenidos de larvas con
presencia de mancha ocular P=0.431 y 0.177 y un F=0.93 y 2.12, de igual forma se
estableci6 que no existe interaccion entre estas dos variables P=0.282 y un F=1.50.
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Figura 26. Porcentaje de mancha ocular en larval de 4. nucleus en diferentes concentraciones de
espermatozoides y tiempos de fertilizacion. (La barra indica el error estindar)
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5.1.8.Deformidad larval durante el cultivo

En todos los tratamientos se presenté deformidad larval cuyo porcentaje fué disminuyendo
a lo largo del experimento, registrandose larvas deformes hasta el decimo dia, coincidiendo
con la formacién del umbo en las larvas sanas. En la Figura 27 se observa que al inicio del
cultivo se presentaron los mayores promedios de larvas deformes, pero en ninguno de los
tratamientos evaluados esta deformidad superd el 7%, siendo C100T45 (6.9%), C10T15
(6.8%) y C100T15 (6.4%) los que presentaron los mayores promedios y a la vez el mayor
ritmo de descenso a lo largo del cultivo con una pérdida de larvas deformes del 0.6, 0.6 y
0.5% diario respectivamente. Por otro lado los menores valores de larvas deformes se
presentaron C100T30 (3.7%), C50T30 (3.8%) y C50T15 (4.1%). El ANOVA revel6 que no
hay diferencias significativas de la concentracién de espermatozoides utilizada, y/o el
tiempo de fertilizacion empleado sobre la permanencia de las larvas deformes en el cultivo
larval P=0.0931 y 0.0957 y un F=2.42 y 2.39, ademas no existe interaccion entre estas dos
variables P=0.2198 y F=1.45.
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Figura 27. Porcentaje de deformidad larval de 4. nucleus bajo diferentes concentraciones de
espermatozoides y tiempos de fertilizacién. (La barra indica el error estandar)

5.1.9.Eficacia de los tratamientos

Para determinar primero la efectividad de las diferentes concentraciones de
espermatozoides y los tiempos de fertilizacion se elabord una tabla agrupando los mejores
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resultados obtenidos para estos dos factores, basados en los grupos homogéneos
provenientes de los analisis de comparaciones multiples que presentaron los mayores
porcentajes de ovocitos fertilizados, larvas D obtenidas y aquellos con los menores
porcentajes de larvas deformes (Tabla 7).

Posteriormente, se procedid a identificar en cual de las nueve combinaciones evaluadas
habia la presencia de por lo menos una de las concentraciones de espermatozoides y/o uno
de los tiempos de fertilizacion registrados en la Tabla 7, tanto para ovocitos fertilizados
como para larvas D y larvas deformes, indicando en cada combinacién la frecuencia de
aparicion de los mejores grupos homogéneos y el porcentaje alcanzado, considerando la
mejor combinacion la que presentara la mayor frecuencia de aparicion y el porcentaje mas
alto en cada variable. Con este criterio el tratamiento C100T30 estuvo siempre presente en
los mejores grupos homogéneos de porcentaje de ovocitos fertilizados, porcentajes Larvas
D obtenidas y porcentaje de larvas deformes (Tabla 8).

Tabla 7. Eficacia de las concentraciones de espermatozoides y tiempos de fertilizacion utilizados

B Ovocitos larvas D larvas

fertilizado obtenidas deformes
Concentracion de espermatozoides 100 Indiferente 50-100
Tiempo de fertilizacion 45 45-30 45-30

Tabla 8. Eficacia de las combinaciones de concentraciones de espermatozoides y tiempos de
fertilizacion utilizados. El * indica los mejores valores
% Ovocitos % LarvasD % Larvas  Frecuencia de aparicion en

Cimhinanioncs fertilizado obtenidas deformes el mejor grupo homogéneo
S o Tl R 0
C10T30 e 75 4.3 2
C10T45 82 78 4.3 3
C50T15 39 1
C50T30 - 90 4.0 2
C50T45 83 79 3.9 3
C100T15 83 7.3 2
C100T30 81 94+ 3.0¢ 3
C100T45 89~ 65 34 3
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5.2. Efectos de la fuente de agua utilizada para el cultivo larval

5.2.1.Supervivencia larval

El tratamiento agua de mar artificial, presenté a partir del quinto dia una fuerte disminucién
en la supervivencia, registrando para el dia 12 de cultivo una supervivencia del 2.7%. Para
el agua de mar colectada a tres millas de la costa (ocednica), se observé entre el segundo y
quinto dia un descenso de la supervivencia a razon de un 17%/dia y a partir del sexto dia
este ritmo de descenso se redujo a un 3%/dia hasta el final del experimento, registrando el
ultimo dia de cultivo una supervivencia del 12% (Figura 28). Las fuentes de agua de mar
proveniente de la estacién de bombeo del laboratorio de postlarvas de camarén (sin tratar) y
el agua de mar de los reservorios del laboratorio de postlarvas de camarén clorinada a 1.5
ppm y neutralizada (clorinada), no registraron descensos fuertes en la supervivencia, con un
comportamiento muy similar entre si a lo largo de todo el experimento, con disminuciones

diarias de 5.9 y 5.1% respectivamente y supervivencia al final del experimento de 10 y
23%.

El analisis ANOVA de la supervivencia de las cuatro fuentes de agua a lo largo del tiempo,
se dividi6 en dos etapas: 1) El desempefio de todos los tratamientos al dia de cultivo 12 por
ser el Gltimo dia en el cual se presentaron larvas en las cuatro fuentes de agua,
observdndose una diferencia altamente significativa con P=0.0002 y un F=30.42. La prueba
de multiples comparaciones, comprob6é que el grupo homogéneo conformado por las
fuentes de agua ocednica, clorinada y sin tratar presentaron los mayores supervivencias
(Tabla 9); 2) EI ANOVA de la supervivencia a lo largo del experimento de las fuentes de
agua: ocednica, sin tratar y clorinada (por ser estas las inicas que permanecieron hasta el

final del experimento), mostré que no existe una diferencia significativa con F= 0.68 y
P=0.508.
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Figura 28. Supervivencia larval de 4. nucleus sometida a cuatro fuentes de agua. (La barra indica el
error estandar)

Tabla 9. Prueba de multiples comparaciones del porcentaje de supervivencia larval de A. nucleus vs
fuente de agua para el dia 12 de cultivo

fuente de agua Conteo LS media Grupos homogéneos
Artificial 3 10.6667 X
Oceanica 2 33.0 X
Clorinada 3 41.6667 X
Sin tratar 3 42.0 X

5.2.2.Crecimiento larval

En la Figuara 29 se observa que todas las fuentes de agua presentaron un comportamiento
muy similar hasta el dia 5 de cultivo, con una talla promedio que oscilé en 105 y los 108
um. Entre el dia 6 y 12 de cultivo se present6 un rapido crecimiento en el agua sin tratar,
clorinada y oceénica equivalente a 3.0, 3.1 y 2.8 pm/dia respectivamente, alcanzando al dia
12 una talla de 129.1, 128.4 y 127.4 pum. Sin embargo, las larvas mantenidas en agua
artificial presentaron un retraso en su crecimiento manteniendo una talla promedio de 112.2
um. Finalmente entre el dia 13 y el 17 de cultivo las larvas disminuyeron su ritmo de
crecimiento en los tratamientos con agua clorinada, sin tratar y oceanica, a razon de 0.2, 0.6
y 0.5 um respectivamente, alcanzando al dia 17 tallas de 129.9, 132.0 y 130.2 pum.

El ANOVA, mostré una diferencia altamente significativa, confirmado que existe una
influencia por parte de al menos una fuente de agua sobre el crecimiento de las larvas con
P=0.0 y un F = 13.9. La prueba de multiples comparaciones reflejé que el grupo
homogéneo conformado por las fuentes de agua oceanica, clorinada y sin tratar presentaron
los mayores valores promedio (Tabla 10).
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Tabla 10. Prueba de multiples comparaciones para el crecimiento larval de 4. nucleus vs la fuente
de agua

Fuente de agua Conteo LS medias Grupos homogéneos
Artificial 33 08.6606 X
Oceénica 39 115.815 X
Clorinada 48 120.525 X
Sin tratar 48 121919 X
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Figura 29. Crecimiento larval de 4. nucleus sometida a cuatro fuentes de agua. (La barra indica el
error estandar)

5.2.3.Estado de condicién diaria larval

En la mayoria de las fuentes de agua evaluadas predomind la presencia de larvas en estado
de condicion llenas, con excepcion del agua artificial que presento a partir de séptimo dia
una disminucion en el nimero de estas larvas, comportamiento que aumento con el paso del
tiempo (Figura 30), observando en el dia 12 de cultivo un 10% de larvas llenas, 19% de
larvas semillenas y 71% de larvas vacias. Para el agua ocednica los porcentajes promedio
de larvas llenas, semillenas y vacias fueron de 80.4, 15.5 y 4.0%; presentando en el dia 14
de cultivo los menores valores de larvas llenas con 35.8% y los mayores en semillenas y
vacias con 46.7% y 17.5%. El agua sin tratar y la clorinada, registraron un comportamiento
muy similar, presentdndose en la primera de estas porcentajes promedio de larvas llenas,
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semillenas y vacias del 86.0, 11.1 y 2.8%, mientras que la clorinada registr6 82.2, 13.9 y
3.8% respectivamente. Igualmente en ambos tratamientos disminuy6 los porcentajes de
larvas llenas, aumento el de semillenas y vacias al dia 10 de cultivo, que en el caso del agua
sin tratar fue de 69.9% de larvas llenas, 21.9% de semillenas y 8.2% de vacias, mientras
que el agua clorinada presento un 52.8, 32.4, y 14.7%.

El analisis estadistico de Krukal Wallis de los estados de condicién larvas llenas y larvas
vacias, al igual que el ANOVA para larvas semillenas, mostré que no hay diferencia
significativa que permita afirmar que los porcentajes de larvas llenas con un valor P=0.483
y un estadistico H= 2.45, semillenas con un valor P=0.323 y estadistico F=1.17 y vacias

con un valor P=0.709 y un estadistico /= 1.38 estén influenciadas por la fuente de agua
utilizada.
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Figura 30. Porcentaje del estado de condicion diario de larvas de A. nucleus sometida a diferentes fuentes de agua. (La barra indica el error estandar)
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La presencia de larvas con mancha ocular no fue evidente en ninguna de las fuentes de agua
de mar utilizadas.

5.2.4.Deformidad larval durante el cultivo

La presencia de larvas deformes no se prolongo mas alla del noveno dia cultivo (Figura 31),
siendo mds notoria su presencia al inicio con 7.7, 9.6, 9.7 y 9.3% para el agua artificial,
ocednica, sin tratar y clorinada. Adicionalmente, se observo que los porcentajes de larvas
deformes para las cuatro fuentes de agua presentaron un comportamiento similar hasta el
sexto dia de cultivo, dia en el cual el agua artificial y oceanica registraron la presencia de

larvas deformes con un 3.7 y 3.4%, mientras que en el agua sin tratar y clorinada fue hasta
el noveno dia con un 1.4 y 1.3% respectivamente.

El ANOVA revel6 que no existe una diferencia significativa que permita afirmar que la

permanencia o no de las larvas deformes este influenciada por la fuente de agua utilizada
con F=0.06 y P=0.9808.
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Figura 31. Porcentaje de deformidad larval de A. nucleus sometidas a diferentes fuentes de agua.
(La barra indica el error estandar)

5.2.5.Eficacia del tratamiento

Se determind la eficacia del tratamiento teniendo en cuenta la frecuencia en la que aparecia
los mejores grupos homogéneos de las variables medidas y el porcentaje que habia
alcanzado considerando como la mejor, aquella que presentara la mayor frecuencia de
aparicion y el porcentaje mas alto en cada variable medida; bajo este criterio el agua sin
tratar y clorinada estuvieron siempre presentes en los mejores grupos homogéneos de
supervivencia larval y crecimiento, registrando los mejores valores (Tabla 11).
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Tabla 11. Eficacia de las fuentes de agua. El * indica los mejores valores.

Larvas larvas larvas

Tratamiento SEpsrviveucia Crecimiento deformes sy semillenas vacias Frecu-ellicla
% % llenas % aparicion
%o % %
Artificial 0
Oceanica 12.0 1302 2
Clorinada 23.0* 1299 e )
Sin tratar 10.0 1320 - 2

5.3. Influencia de la densidad larval inicial y la concentracion de alimento

5.3.1.Supervivencia larval

La supervivencia larval durante los 14 dias que duro este experimento, mostrd un
comportamiento muy similar para los 9 tratamientos evaluados (Figura 32); a pesar que el
grupo conformado por los tratamientos L10-70C (3.4%), L5-40C (6.9%) y L5-70C (5.2%),
al igual que L10-40C (5.3%), L15-40C (1.6%) y L15-70C (1.6%) mantuvieran larvas
vivas solo hasta los dias 12 y 13 de cultivo respectivamente. Sin embargo, fue posible
destacar 3 periodos de tiempo a lo largo del experimento: Periodo 1, comprendido entre el
segundo y el quinto dia de cultivo, tiempo en el cual la supervivencia en los nueve
tratamientos evaluados descendi6 a un ritmo de 5.3% diario; Periodo 2, entre el sexto yel
décimo dia de cultivo caracterizado por una fuerte disminucion en la supervivencia de
todos los tratamientos con un 11% diario y un Periodo 3, entre el dia 11 y 14 de cultivo con
un disminucién promedio en la supervivencia de 7.5% diario. Cabe resaltar que solo
permanecieron hasta el final del experimento (Dia 14) los tratamientos alimentados a una
concentracién de 20.000 cél mL™, representados por L5-20C, L10-20C y L15-20C con una
supervivencia 5.8, 4.5y 3.4%.

El ANOVA de la supervivencia en los 9 tratamientos establecié que no existen diferencias
significativas que permitan suponer que hay una relacién entre la densidades larvales o las
concentraciones de alimento utilizadas con la supervivencia alcanzada por las larvas con
P=0.9730 y 0.732 y un F=0.03 y 0.31 respectivamente; de igual manera se determiné que
no existe interaccion entre la densidad larval y la concentracion de alimento con la
supervivencia larval con P=0.944 y un F=0.19.
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Figura 32. Supervivencia larval de 4. nucleus sometidas a diferentes densidades larvales y
concentraciones de alimento. (La barra indica el error estandar)

5.3.2.Crecimiento larval

En la Figura 33 se observa, que en la mayoria de los dias de cultivo los tratamientos que
registraron las tallas promedio mas altas fueron L15-20C, L15-40C y L10-40C, con un
crecimiento de 2.8, 2.5 y 2.4 pm/dia. En contraste, los menores valores se presentaron en
los tratamientos mantenidos a una densidad de 5 larvas mL™, representados por L5-20C
(1.7 um/dia), L5-40C (1.8 um/dia) y L5-70C (1.4 um/dia).

Al evaluar las tallas para el dia 12 de cultivo por ser este el Gltimo dia en el cual se
registraron valores para los nueve tratamientos, se mantuvo la tendencia por parte de L15-
20C, L15-40C y L10-40C de conservar los mayores valores con 123.9, 121.8 y 121.1 pm y
de igual manera los menores valores fueron L5-20C (112.5 um), L5-40C (110.9 um) y L5-
70C (107.2 pm). El ANOVA de dos vias mostré que existe una influencia altamente
significativa entre la densidad larval inicial utilizada y el crecimiento alcanzado por las
larvas, con P=0.000 y un F=18.06; mientras que con la concentraciéon de alimento, no
mostré una influencia de esta variable con el crecimiento alcanzado por las larvas con
P=0.1585 y un F=1.86; de igual modo no se observo interaccion entre la densidad larval y
la concentracion de alimento utilizada en lo que respecta al crecimiento larval P=0.5962 y
un F=0.70.

La prueba de multiples comparaciones, mostré que el grupo homogéneo con mejor
crecimiento promedio lo conformaron los tratamientos mantenidos a una densidad larval
de 10 y 15 larvas mL™ (Tabla 12).
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Figura 33. Crecimiento larval de A4. nucleus sometidas a diferentes densidades larvales y
concentraciones de alimento. (La barra indica el error estandar)

Tabla 12. Prueba de multiples comparaciones para el porcentaje del crecimiento larval de A.
nucleus vs densidad larval y concentracion de alimento

Densidad larval Conteo LS medias Grupos homogéneos
5 70 101.638 X
10 12 107.86 X
15 74 109.654 X

5.3.3.Estado de condicion diaria larval

El promedio general de los 14 dias de cultivo en los 9 tratamientos, revel6 que las larvas en
mejor estado de condicién (larvas llenas), se encontraron en aquellos tratamientos
mantenidos a 10 larvas mL™' representados por L10-40C, L10-20C y L10-70C, con un
porcentaje del 98.5, 92.3 y 91.6% respectivamente. Este mismo grupo presentd el menor
promedio de larvas semillenas con 1.3, 7.4 y 6.2% y larvas vacias con 0.0, 0.57 y 1.7%; el
segundo mejor comportamiento fué la densidad de 15 larvas mL™ representados por L15-
20C (91%), L15-70C (89.3%) y L15-40C (88.1%) y finalmente, los valores més bajos de
larvas llenas correspondio6 a los tratamientos mantenidos a una densidad de 5 larvas mL'
representados por L5-20C (87.7%), L5-40C (88.1%) y L5-70C (81.4%) (Figura 34).

Cabe anotar que entre el séptimo y el noveno dia de cultivo los tratamientos presentaron la
mayor disminucién en el porcentaje de larvas llenas, coincidiendo este comportamiento con
un descenso en la supervivencia de las larvas. Resalta, que para este periodo de tiempo en
particular, los tratamientos que presentaron los valores més altos de larvas en mejor estado
de condicion (larvas llenas) fueron L10-40C (96%), L10-20C (88.5) y L15-20C (86.5%),
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mientras que los més bajos fueron registrados en L5-70C (68%), L5-40C (80.7%) y L10-
70C (81%).

La densidad influy6 sobre los porcentajes de larvas llenas, semillenas y vacias presentes,
con P=0.0014, 0.0033 y 0.0004 y F= 6.82, 5.87 y 8.03; sin embargo, no se detecté una
influencia significativa por parte de la concentracion de alimento sobre los porcentajes de
larvas llenas, semillenas y vacias presentes, con P=0.749, 0.1852 y 0.0546 y F=6.62 1.70 y
2.95. De igual manera, este analisis permitié determinar que existe una interaccion
significativa entre la densidad larval y la concentracion de alimento, tanto para las larvas
llenas como para las semillenas y vacias P=00215, 0.0158 y 0.0095 y F=2.94, 3.13 y 3.44.
Las pruebas de multiples comparaciones en cada estado de condicion para los 9
tratamientos, mostré que en el caso de larvas llenas el tratamiento L10-40C presento el
valor promedio mas altos (Tabla 13), de igual manera este tratamiento tuvo el menor valor
de larvas semillenas (Tabla 14) y por tltimo los menores valores de larvas vacias se
observaron en el grupo homogéneo constituido por L10-40C y L5-40C (Tabla 15).
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Figura 34. Porcentaje del estado de condicién diario de larvas de A. nucleus sometida a diferentes densidades larvales y concentracion de alimento. (La barra

indica el error estandar)
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Tabla 13. Prueba de multiples comparaciones para el porcentaje del estado de condicién de
larvas llenas de 4. nucleus vs densidad larval y concentracidn de alimento
Combinacién densidad-

RS Conteo Media Grupos homogéneos

L5-70C 22 83.0909 X

L5-40C 22 94.3864 X

L15-70C 24 98.3333 X
L15-40C 24 98.9792 X

L15-20C 26 104.096 X

L5-20C 26 106.923 X

L10-20C 26 109.654 X
L10-70C 22 111.023 X
L10-40C 24 167.333 X

Tabla 14, Prueba de multiples comparaciones para el porcentaje de estado de condicién de
larvas semillenas de A. nucleus vs densidad larval y concentracion de alimento
Combinacién densidad-

SR N Conteo Media Grupos homogéneos

L.10-40C 24 53.4167 X

L10-70C 22 102.886 X

L5-20C 26 105.115 X

L10-20C 26 110.212 X

L15-20C 26 115.135 X
L.15-70C 24 116.625 X

L15-40C 24 117.104 X

L5-40C 22 126.477 X

L5 -70C 22 132.114 X

Tabla 15. Prueba de multiples comparaciones para el porcentaje del estado de condicion de
larvas vacias de 4. nucleus vs densidad larval y concentracion de alimento
Combinacién densidad-

e Conteo Media Grupos homogéneos
L10-40C 24 67.0 X
L5-40C 22 85.9773 XX
L10-20C 26 97.2692 XX
L5-70C 22 100.932 XXX
L15-20C 26 116.865 XXX
L5-20C 26 119.0 XXX
L10-70C 20 121.273 XXX
L15-70C 24 129.917 XX
L15-40C 24 136.188 X
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5.3.4.Deformidad larval durante el cultivo

La presencia de larvas deformes no se prolongo mas alld del noveno dia de cultivo
siendo mas notoria al inicio, presentando en ese dia los porcentajes mas altos en L10-
40C, L10-70C y L5-20C con un 12.3, 8.9 y 8.4%, mientras que los menores porcentajes
se obtuvieron en L10-20C (4.5%), L15-70C (5.3 %) y L5-40C (6.1%) (Figura 35). Cabe
resaltar que L10-40C con 12.3% obtuvo el mayor porcentaje de larvas deformes al
inicio del cultivo y fué también junto con L5-70C los que registraron por menos tiempo
la presencia de larvas deformes, solo hasta el cuarto dia de cultivo. E1l ANOVA mostr6
que no existen influencias de parte de la densidad larval ni de la concentracién de
alimento sobre la permanencia de larvas deformes durante el cultivo con P=0.7960 y
0.9655 y un F=0.23 y 0.04 respectivamente. De igual manera no se observé interaccion
entre estos dos factores P=0.8143 y F=0.81.
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Figura 35. Deformidad larval de 4. nucleus sometidas a diferentes densidades larvales y
concentraciones de alimento. (La barra indica el error estandar)

5.3.5.Eficacia del tratamiento

Para determinar la efectividad de las diferentes densidades larvales y las
concentraciones de alimento utilizadas, primero se cre6 una tabla, agrupando los
mejores resultados basados en los grupos homogéneos obtenidos en supervivencia,
crecimiento y larvas deformes (Tabla 16). Posteriormente, se procedio a identificar en
cuales de las nueve combinaciones evaluadas habia la presencia de por lo menos una de
las densidades larvales y/o una de las concentraciones de alimento registradas en la
Tabla 16 tanto para supervivencia, como para el crecimiento y las larvas deformes,
observando en cada combinacién la frecuencia de aparicion en los mejores grupos
homogéneos y el porcentaje que habia alcanzado; considerando como la mejor
combinacion aquella que presentara la mayor frecuencia y el porcentaje mas altos en
cada variable medida. En el caso del estado de condicién diario por existir interaccion
entre la densidad larval y la concentracion de alimento la seleccion se realizd
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directamente sobre las combinaciones, teniendo en cuenta los grupos homogéneos que
presentaron mayores porcentajes de larvas llenas y menores de larvas semillenas y
vacias; bajo este criterio el tratamiento L10-40C estuvo siempre presente en la mayoria
de los mejores grupos homogéneos, registrando los principales valores (Tabla 17).

Tabla 16. Eficacia de la densidad larval y la concentracion de alimento utilizados

Variables Supervivencia Crecimiento Lorvas
deformes
Densidad larval Indiferente 10-15 Indiferente
C o
once.n A Indiferente Indiferente  Indiferente
de alimento

Tabla 17. Eficacia de las combinaciones de densidad larval y concentracion de alimento. El *
indica los mejores valores

e Sl 5 Larvas larvas larvas Larvas Frecuencia

Combinaciones % Crecimiento  deformes llenas semillenas vacias €n grupos

Yo Y % Y% homogéneo
L5-20C 104 e 1
L5-40C 0.2 1
L5-70C 7315 9.9 12 3
L10-20C e 116.4 0.6 2
L10-40C = e 1212 e 90.98* 1.3% 0.0* 4
L10-70C - A 62 e 2
L15-20C e 123.9* 1
L15-40C = e 1214 1
L1s-70C e 119.6 1

5.4. Evaluacion de seis dietas para la alimentacién larval

5.4.1. Supervivencia larval

La supervivencia presentd un comportamiento muy similar para todas las dietas hasta el
dia 9 de cultivo; sin embargo, a partir de este dia se observd que el tratamiento
ISO+CHA mostré6 una mayor supervivencia en comparacion con las otras dietas,
diferencia que se hizo mas evidente a medida que pasaron los dias. Para el final del
cultivo esta dieta registrd6 una supervivencia del 48.9%, en comparacién con
ISO+TETRA, ISO+CHA+TETRA, ISO, CHA y CHA+TETRA que presentaron una
supervivencia del 33.5, 30.9, 26.0, 24.5 y 22.6 % respectivamente (Figura 36).

Con relacion a la disminucién de la supervivencia en las diferentes dietas, se observo
que los tratamientos que presentaron el mayor ritmo promedio de descenso diario
fueron CHA+TETRA (7.7%), CHA (7.5%) e ISO (7.4%). Por ¢l contrario los de menor
descenso fueron ISO+CHA (5.1%), ISO+TETRA (6.6%) e ISO+CHA+TETRA (6.9%).
El ANOVA de la supervivencia final mostrd que existe un efecto de la dieta utilizada
sobre a la supervivencia alcanzada por las larvas con un P=0.0049 y F=6.11. La prueba
de multiples comparaciones reveld la formacién de dos grupos homogéneos, siendo el
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conformado por las dietas ISO+CHA, ISO+TETRA e ISO+CHA+TETRA los que
presentaron los mayores valores promedios (Tabla 18), caracterizandose por utilizar en
todas sus combinaciones la microalga 1. galbana.
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Figura 36. Supervivencia larvas D de 4. nucleus sometidas a diferentes dietas microalgales. (La
barra indica el error estandar)

Tabla 18. Prueba de multiples comparaciones para el porcentaje de supervivencia larval de A.
nucleus vs dieta microalgal

Dieta Conteo LS medias  Grupos homogéneos
CHA+TETRA 3 22.6667 X
CHA 3 24.6667 Koo
ISO 3 26.3333 X
ISO+CHA+TETRA 3 31.0 XK
ISO+TETRA 3 33.3333 XX
ISO+CHA 3 48.3333 X

5.4.2.Crecimiento larval

A partir del cuarto dia de cultivo se empiezan a presentar marcadas discrepancias en el
crecimiento de los tratamientos siendo mayor en las larvas alimentadas con ISO+CHA e
ISO+CHA+TETRA alcanzando un crecimiento promedio a lo largo del cultivo
equivalente a 9.6 y 7.7 pm/dia, con una talla final para el dia 12 de cultivo de 194.3 y
176.2 pm. El crecimiento menor fué presentado por ISO (4.2 um/dia) y CHA+TETRA
(4.9 pm/dia), alcanzando para el final del cultivo 142.8 y 147.7 pum respectivamente
(Figura 37). E1 ANOVA mostré que existe una diferencia altamente significativa que
permite afirmar que la dieta utilizada influye directamente en el crecimiento alcanzado
por las larvas con un P=0.0 y F=32.6. Posteriormente, la prueba de multiples
comparaciones, determiné la formacion de tres grupos homogéneos, siendo el grupo
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conformado por las dietas ISO+CHA el que registro el mayor promedio, seguido del
tratamiento ISO+CHA+TETRA (Tabla 19).
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Figura 37. Crecimiento larval de A. nucleus sometidas a diferentes dietas microalgales. (La
barra indica el error estandar)

Tabla 19. Prueba de multiples comparaciones para el porcentaje del crecimiento larval de A.
nucleus vs dieta microalgal

Dieta Conteo LS media Grupos homogéneos
ISSO 3 142,8 X
CHA+TETRA 3 148.8 X
CHA 3 149.6 X
ISO+TETRA 3 153,0 X
ISO+CHA+TETRA 3 176,2 X
ISO+CHA 3 196,3 X

5.4.3.Estado de condicién diaria larval

Durante los 12 dias de cultivo, el estado de condicién que predominé en todas las dietas
fue el de larvas llenas; al promediar los porcentajes diarios en cada uno de los
experimentos, se observo que los mayores valores se obtuvieron en los tratamientos
ISO+CHA (89.3%) e ISO+CHA+TETRA (89.1%), por el contrario los mas bajos se
registraron en CHA+TETRA (82.6%) y CHA (82.8%); mientras que en las larvas
semillenas los mayores porcentajes fueron en CHA (13.4%) y CHA+TETRA (13.1%).
Con relacion al estado de condicion de larvas vacias los mayores valores fueron en
CHA+TETRA (4.2%) y CHA (3.7%) y los menores en ISO+CHA+TETRA (2.5%) e
ISO (2.6%), (Figura 38).

El ANOVA encontré que las larvas llenas y semillenas presentaron diferencias
estadisticamente significativas, lo que permite afirmar que estos dos estados de
condicion se encuentran influenciados por el tipo de dieta suministrada con P=0.0212;
F=2.72 y P=0.0079; F=3.24 respectivamente; de igual manera este analisis permiti6
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determinar que no existe una influencia de la dieta utilizada sobre los porcentajes de
larvas vacias con un P=0.5411 y F=0.81. Los analisis de multiples comparaciones del
estado de condicion de larvas llenas mostr6 la formacién de dos grupos homogéneos,
presentando los mayores valores el grupo ISO+CHA, ISO+CHA+TETRA, ISO e
ISO+TETRA, de igual manera en el estado de condicion de larvas semillenas se
presentaron dos grupos siendo menor los valores en ISO+CHA, ISO, ISO+TETRA e
ISO+CHA+TETRA (Tabla 20 y Tabla 21).

Tabla 20. Prueba de miltiples comparaciones para el porcentaje de larvas de llenas de 4.
nucleus vs dieta microalgal

Dieta Conteo LS medias Grupos homogéneos
CHA+TETRA 33 82.6788 X
CHA 33 82.8545 X
ISO+TETRA 33 86.5091 XX
ISO 33 86.5758 XX
ISO+CHA+TETRA 33 89.1212 X
ISO+CHA 33 89.3394 X

Tabla 21. Prueba de miultiples comparaciones del porcentaje de larvas semillenas de 4. nucleus
vs dieta microalgal

Dieta Conteo LS medias Grupos homogéneos
ISO+CHA 33 7.64545 X
ISO+CHA+TETRA 33 8.49394 XX
ISO+TETRA 33 10.3273 XX
ISO 33 10.8152 XX
CHA+TETRA 33 13.1364 X
CHA 33 13.4354 X

5.4.4.Presencia de mancha ocular

La presencia de larvas con mancha ocular fue observada a partir del noveno dia de
cultivo con las dietas ISO+CHA e ISO+CHA+TETRA, obteniendo al final del
experimento 60.4 y 42.7% respectivamente. Las dietas que registraron la presencia de
larvas con mancha ocular en el altimo dia de cultivo fueron ISO+TETRA (1.3%) y
CHA+TETRA (1.7%). En las demés no se registr6 la presencia de larvas con mancha
(Figura 39). El andlisis estadistico de los datos para el final del cultivo demostré que
existe una influencia significativa entre las dietas microalgales y los porcentajes de
larvas con mancha ocular obtenidos con un P=0.0 y un F=329.12. Posteriormente, el
analisis de multiples comparaciones realizado con los tratamientos que presentaron
mancha ocular, registré la presencia de dos grupos homogéneos, siendo mayor los
valores en el constituidos por las dietas ISO+CHA e ISO+CHA+TETRA (tabla 22).
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Figura 38. Estado de condicién diario de las larvas de A. nucleus sometidas a diferentes dietas microalgales. (La barra indica el error estandar)
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Figura 39. Porcentaje de mancha ocular en larvas de 4. nucleus sometidas a diferentes dietas
microalgales (La barra indica el error estandar)

Tabla 22. Prueba de maltiples comparaciones para el porcentaje de larvas de A. nucleus con
mancha ocular vs dieta microalgal

Dieta Conteo LS media Grupos homogéneos
ISSO+TETRA 3 0.135155 X
CHA+TETRA 3 0.56102 X

ISO+CHA+TETRA 3 3.75414 X
ISO+CHA 3 4.09485 X

5.4.5.Deformidad durante el cultivo

La mayor deformidad larval se presentd al inicio del experimento principalmente en las
dietas CHA y CHA+TETRA con un 7.4 y 6.1%, de igual manera estas mismas dietas
presentaron el mayor ritmo de descenso en la presencia de estas larvas, con un 0.6 y 0.9
%/dia respectivamente. En contraste las demas dietas no presentaron mas de un 2% de
larvas deformes, con un ritmo de descenso en su supervivencia que oscilé entre el 0.1 y
0.2%/dia. En ninguna de las dietas evaluadas las larvas deformes sobrevivieron en
cultivo mas alla del noveno dia (Figura 40).

El ANOVA mostr6 diferencias significativas entre los tratamientos con un P=0.0 y
F=39.02, por su parte la prueba de multiples comparaciones revelé que el grupo
homogéneo conformado por las dietas CHA y CHA+TETRA presentan los mayores
porcentajes de larvas deformes (Tabla 23).
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Figura 40. Porcentaje de deformidad en larval de 4. nucleus sometidas a diferentes dietas
microalgales (La barra indica el error estandar)

Tabla 23. Prueba de multiples comparaciones para el porcentaje de larvas deformes de A.
nucleus durante el cultivo vs dieta microalgal

Dieta Conteo LS medias Grupos homogéneos
ISO+CHA+TETRA 21 35.2381 X
ISO+TETRA 21 39.5238 XX
ISO+CHA 21 42.1905 XX
ISO 21 59.2381 X
CHA 21 100.024 X
CHA+TETRA 21 104.786 X

5.4.6.Eficacia del tratamiento

Para determinar la eficacia de la dieta se tuvo en cuenta la frecuencia en la que cada
dieta aparecia en los mejores grupos homogéneos de las variables medidas
(supervivencia, crecimiento, estado de condicion diaria, porcentaje de mancha ocular y
deformidad durante el cultivo) y el porcentaje que habia alcanzado, considerando como
la mejor aquella que presentd mayor frecuencia de aparicion y el porcentaje mas alto en
cada variable. Bajo este criterio la dieta ISO+CHA estuvo siempre presente en los
mejores grupos homogéneos y registrando los mejores valores (Tabla 40).
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Tabla 24. Eficacia de las dietas microalgales. El * indica los mejores valores

Variables ISO+CHA ISO+CHA+TETRA ISO+TETRA ISO CHA+TETRA CHA
% Supervivencia 76.3% 71.0 719 e e ----
Crecimiento 140.7* 140.9 128.4 - -—- 127.0
% Larvas deformes 1.3* 1232 1.4 - - ——-
durante el cultivo
% Larvas llenas 89.3* 89.1 86.5 86.6 - -
% Larvas semillenas 7.6* 8.4 10.3 10.8 ---- -
% Larvas vacias —mee - ---- - - -
% Larvas mancha 13.4* 9.3 —-- ———- -—-- -—--
ocular
Aparicion en el mejor 6 6 5 5 0 0
grupo homogéneo
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6. DISCUSION

6.1. Concentracion de esperma y tiempo de fertilizacion

Los resultados obtenidos indican una ausencia de interaccion entre las concentraciones
de espermatozoides y tiempos de fertilizacion empleados, por lo que no se genera un
efecto sinérgico, que aumente o disminuya los porcentajes de ovocitos fertilizados,
larvas D obtenidas ni la cantidad de larvas deformes al combinar estas variables. Sin
embargo si existe una efecto mas marcado por parte del tiempo de fertilizacién durante
este proceso en comparacion al generado por las concentraciones de espermatozoides
empleadas.

Diversas investigaciones demuestran la concentracién de espermatozoides utilizada no
es un factor limitante para logra la fertilizacién de los ovocitos, desde luego siempre y
cuando estas concentraciones sean mayores que la de ovocitos presentes. Con relacion a
esto, Villavicencio (1997), reportan fertilizaciones en N. sudnodosus de hasta el 95%
con la utilizacién de una relacion de fertilizacion de tan solo 2 espermatozoides por
ovocito; de igual manera, Monsalvo-Spencer (1998), trabajando con A. ventricosus
registro fertilizaciones del 90% con un concentracién de 7 espermatozoides por ovocito.
Sin embargo, otros autores recomiendan la utilizacién de altas concentraciones de
esperma, como es el caso de Narvarte y Pascual (2003), quienes al usar una
concentracion de 10 espermatozoides por ovocito en Aequipecten tehuelchus hallaron
un 10% de ovocitos fertilizados, y al aumentar dicha concentracién a 30-50
espermatozoides se increment6 a 36 y 32.6% respectivamente. También, Rampersad et
al. (1994) utilizaron un amplio rango de concentraciones, entre 10.000 y 100.000 por
mL" en Crassostrea gigas, obteniendo una alta eficiencia en la fertilizacién con dichas
concentraciones, disminuyendo la importancia de este factor en el éxito de la
fertilizacion de esta especie.

La efectividad tanto de bajas como de altas concentraciones de espermatozoides podria
atribuirse a la utilizacion, en todos estos experimentos, de la técnica clasica de
fertilizacion descrita por Loosanoff y Davis (1963), consistente en la obtencién por
separado y posterior mezcla a una concentracion dada de los gametos obtenidos, la cual
inevitablemente concentra en un volumen pequefio ambos gametos aumentando las
posibilidades de contacto entre ellos. Esto explicaria la similitud del porcentaje de
fertilizacién con la concentracién de 100 espermatozoides por ovocito (89.4%) y el
presentado por Velasco er al. (2007) (89%) utilizando una concentracién 50:1
espermatozoides por ovocito, para esta misma especie.

Inversamente a lo esperado, se demostré que el tiempo de fertilizacion ejerce mayor
influencia sobre los porcentajes de ovocitos fertilizados que el numero de
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espermatozoides utilizado, siendo mayor este porcentaje entre mas sea el tiempo de
fertilizacién. Posiblemente esto se produce, porque al aumentar el tiempo de contacto
espermatozoide y ovocito se incrementan las posibilidades de que todos los ovocitos se
encuentren rodeados por espermatozoides y sean fertilizados; sin embargo, autores
como Blacio y Alvarez (2001), Maeda-Martinez (2001), Helm et al. (2006) y Velasco
(2008) mencionan que un tiempo prolongado de fertilizacién, sumado a altas
concentraciones de espermatozoides pueden aumentar los porcentajes de fertilizacion
pero a la vez favorecer la ocurrencia de poliespermia, lo cual reduce la produccion de
larvas D y aumenta la proporcion de larvas anormales.

Ahora bien, es posible que en el menor tiempo de fertilizacién (15 minutos), la
presencia del primer cuerpo polar, (signo que indica que se llevé a cabo la fertilizacion)
no fuera visible en parte de los ovocitos fertilizados, teniendo en cuenta que segin
Barros (2004) y Velasco (2008), esto se observa entre los 7 y 20 minutos después de
efectuada la union de los gametos, por lo que en estos tratamientos es posible que se
hubieran considerado no fertilizados algunos ovocitos que iniciaron su proceso de
fertilizacion tarde, por no presentar la presencia de cuerpos polares al momento de la
revision.

Otro aspecto de gran importancia por no decir el objetivo de la fertilizacion es la
obtencion de larvas veliger o larvas D saludables, aspecto en el cual también ejercié una
mayor influencia el tiempo de fertilizacion en comparacién con la concentracién de
espermatozoides. Los resultados indicaron que no se presentaron diferencias
significativas entre las cantidades de larvas D producidas bajo las diferentes
concentraciones de espermatozoides, esto podria deberse a que el rango entre las
concentraciones de espermatozoides probadas pudo no ser suficientemente grande para
que se pudiera expresar alguna diferencia. Otras investigaciones con distintas especies
de pectinidos: Chlamys asperrima (O’connor y Heasman, 1995), A. ventricosus
Monsalvo-Spencer (1998), N. nodosus (Acosta, 2004), A. nucleus (Barros, 2004) y A.
purpuratus (Martinez ef al., 2007), utilizaron relaciones de fertilizaciéon de 7, 10, 30, 50,
60, 120 y hasta 1000 espermatozoides por ovocito, obteniendo producciones de larvas D
que oscilan entre 90 y 95%, confirmando la poca influencia de la concentracién de
espermas sobre la obtencién de larvas D.

En cuanto al tiempo de fertilizacion, la influencia de este sobre los porcentajes de larvas
D obtenidas, presentdé un comportamiento inverso al mostrado en los ovocitos
fertilizados, ya que los mayores valores de larvas D se observaron en los tiempos de
fertilizaciéon de 15 y 30 min; sin embargo, estos tiempos lograron una menor
fertilizacién que con 45 min. La disminucion en los porcentajes de larvas D obtenidas,
cuando se incremento el tiempo de fertilizacion, se atribuyd posiblemente a problemas
de poliespermia, ya que al aumentar el tiempo de contacto entre el ovocito y los
espermatozoides se aumenta la posibilidad de que mas de uno penetre el ovocito y se
produzca una fertilizacién, pero con un desarrollo embrionario anormal que termina con
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la muerte del cigoto o la formacién de una larva deforme (Gruffydd y Beaumont,1970;
Stephano y Gould, 1988; Rampersad et al.,1994; Fernandez, 1991).

A pesar que no existieron diferencias significativas entre los tiempos de fertilizacion de
15 y 30 min, la mayor produccién de larvas D se obtuvo con la combinacién de 100
espermatozoides por ovocito tiempo de 30 min, debido posiblemente a que al disminuir
este tiempo se reduce la posibilidad de poliespermia y la manipulacién prematura de los
ovocitos recién formados, y a la vez, una alta concentracioén de espermatozoides acelera
el proceso de fertilizacion , lo que permite que los espermatozoides mis competentes
fertilicen primero el ovocito.

Uno de los aspectos que se pretende eliminar o por lo menos reducir durante el proceso
de la fertilizacion es la formacion de larvas deformes, en este sentido esta investigacion
determiné que tanto la concentracion de espermatozoides como el tiempo de
fertilizacion tienen influencia significativa sobre el nimero de larvas deformes
obtenidas; ademas, las mayores cantidades de estas larvas se presentaron en la menor
concentracion de espermatozoides (10 espermatozoides por ovocito) y tiempo de
fertilizacién (15 min). Este comportamiento posiblemente obedezca a que en bajas
concentraciones de espermatozoides la velocidad con que todos los ovocitos son
fecundados es menor, comparada con densidades mas altas, lo que se traduce en un
mayor requerimiento de tiempo para lograr una mayor fertilizacién, situacién que entra
en contraposicion con el de 15 minutos por ser este el menor de los tiempos empleados,
condiciones que obligaria a que los procesos de lavado y tamizado que se realizan para
retirar el exceso de espermatozoides y limpieza de los cigotos se ejecuten en forma
temprana en los ovocitos recién fecundados aun cuando gran parte de ellos recién
inician la formacion del cuerpo polar o las primeras divisiones causando un posible
dafio mecanico por desprendimiento o maltrato de un cuerpo polar o un blastémero lo
que generaria una larva deforme. Pues tal como se mencioné anteriormente autores
como Villavicencio (1997), Monsalvo-Spencer (1998) y Velasco et al. (2007) afirman
que estas estructuras tan delicadas se forman dentro de los primeros 15 minutos después
de efectuada la union de los gametos.

Otra posible causa de la formacién de larvas deformes al utilizarse bajas densidades de
espermatozoides, es la ausencia de competencia o seleccion natural entre los
espermatozoides, ya que al haber tan pocos disponibles para fecundar los ovocitos
aumentan las posibilidades que espermas poco viables o competentes logren fertilizar
un ovocito (Gruftydd y Beaumont, 1970).

Con relacion al tratamiento C100T45, el cual presenté la menor cantidad de larvas
deformes, pudo deberse a la ocurrencia de un fuerte proceso de poliespermia que
produjo la muerte de los cigotos; pues, este tratamiento presentd los maximos
porcentajes de ovocitos fertilizados y también los menores porcentajes de larvas D
obtenidas y larvas deformes, por lo que podria suponerse que los ovocitos fertilizados
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que no llegaron a ser larvas D o larvas deformes, tuvieron que haber muerto durante el
desarrollo embrionario (Stephano y Gould, 1988; Fernandez, 1991; Rampersad et
al., 1994).

Las larvas obtenidas a través de los diferentes procesos de fertilizacién no se vieron
afectadas en su supervivencia por la concentracién de espermatozoides utilizada; sin
embargo, existe una influencia por parte del tiempo de fertilizacién, indicando que el
tiempo de 45 min favorece la supervivencia de las larvas. No obstante, esta aparente
superioridad puede atribuirse a la baja densidad en el cultivo larval registrada en los
tratamientos de 45 min, mas que a la influencia que puede tener el proceso de
fertilizacion, ya que los tratamientos de 45 min se caracterizaron por presentar las
menores cantidades de larvas D y por ende las menores densidades en el cultivo larval.
Con relacién a lo anterior, autores como Rojas et al. (1988), Ortiz (1994), Maeda-
Martinez (2001), Helm et al. (2006), Velasco (2008) y Velasco y Barros (2008),
mencionan que la utilizacion de menores densidades de cultivo larval reducen la
competencia por el alimento y favorece la supervivencia al reducir los productos de
excrecion, como el amonio.

Asumiendo que la concentracion de espermatozoides no influye sobre la supervivencia
de las larvas en el cultivo y que la influencia de parte del tiempo en la supervivencia
esta mas relacionada con la densidad larval manejada que por el tiempo de fertilizacion
empleado, se podria decir que la supervivencia de las larvas estd regulada por su
interacciéon con las condiciones del cultivo como temperatura, salinidad, pH,
alimentacion, densidad etc., y no por el modo en el cual se realizo su fertilizacion.

En cuanto a los porcentajes de supervivencia, estos son similares a los obtenidos por
Velasco y Barros (2008), quienes reportan para esta misma especie, supervivencias al
final del cultivo entre 2 y 15%. Por su parte, Helm et al (2006) sugieren que la
supervivencia de larvas de pectinidos desde la fase D hasta la metamorfosis se
encuentra entre el 15 y 30%.

Por otro lado, el crecimiento al igual que el estado de condicion de las larvas, no
estuvieron afectados por la concentracion de espermatozoides utilizada, ni por el tiempo
de fertilizacién empleado, lo que indica que estos factores ejercen influencia solo
durante el desarrollo embrionario y la formacion de la larva D. El estado de condicion
de larvas llenas fue el predominante (con mas del 70% de las larvas en todos los
tratamientos), comportamiento que concuerda con lo reportado por Lora-Vilchis y
Maeda-Martinez (1997) en larvas de A. ventricosus, quienes afirman que por lo menos
el 70% presentaron una alta eficiencia en la ingestién de microalgas, en especial I
galbana.

La presencia de larvas con mancha ocular para el ultimo dia de cultivo larval vario entre
7.6 y un 20%, sin embargo la ausencia de diferencias significativas entre los porcentajes
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de larvas con mancha ocular nos indican que la formacioén de esta no esta regulada o
influenciada por la forma en que se realice la fertilizacion, sino que es un reflejo de las
calidades medioambientales del cultivo y la alimentacion suministrada, que indica que
la larva a acumulado suficientes reservas energéticas y esta estructural y funcionalmente
equipada para convertirse en una larva pediveliger y buscar un sustrato donde fijarse y
realizar metamorfosis (Velasco 2008).

6.2. Efectos de la fuente de agua utilizada en el cultivo larval

El hecho que los resultados obtenidos en el agua de mar artificial mostraran la menor
supervivencia, crecimiento y estado de condicion diaria, seguidos de los resultados
presentados por el agua ocednica, sin ser esta tltima significativamente diferente del
agua de mar clorinada y el agua de mar sin tratar que presenté los mayores valores,
posiblemente esta relacionado con la concentracién de algunas sustancias presentes en
el agua de mar como materia orgdnica (MO) y aminoacidos disueltos (AA), y
compuestos inorganicos como amonio, nitrato y nitritos que son de gran importancia en
la calidad del agua (Colt y Armstrong, 1981;Weiling et al., 1995) y que influyen en el
desarrollo y el estado de condicion de las larvas, incluyendo la tasa de filtracion e
ingestion, el crecimiento y la supervivencia (Pouvreau et al, 2000; Strugnell y
Southgate, 2003; Sicard-Gonzalez et al, 2006). En este sentido Manahan y Crisp
(1982), Manahan (1983) y Helm et al. (2006), mencionan que las larvas de los bivalvos
tienen la capacidad de tomar cantidades significativas de MO y AA disueltos a través
del velum, constituyéndose en una gran fuente de energia, principalmente durante los
primeros dias de vida cuando el aparato digestivo esta en desarrollo.

Bayne (1983) y Helm et al. (2006), sugieren que ademas de la MO y AA, las larvas se
pueden alimentar de agregaciones de bacterias, que en conjunto con la MO disuelta,
pueden constituir una importante fuente nutritiva para el desarrollo de las larvas,
prolongando la supervivencia de estas cuando no hay suficiente alimento en suspensioén
en la columna de agua.

Teniendo en cuenta que el agua de mar artificial utilizada en este experimento carece de
MO y AA disueltos y de las bacterias propias del agua de mar, podria suponerse que la
falta de estas sustancias y microorganismos generaria una desventaja nutricional frente a
las demas, provocando menor supervivencia y lento crecimiento de las larvas; ademas,
se desconoce el efecto que tiene el agua de mar artificial empleada en este ensayo sobre
la microalga utilizada como alimento y sobre las mismas larvas. Sin embargo, otros
autores obtuvieron buen crecimiento y supervivencia al cultivar larvas de Crassostrea
gigas y Ostrea edulis en agua de mar artificial (Courtright et al., 1971). También, His et
al. (1997) lograron resultados muy similares en el desarrollo larval de C. gigas y
Mpytilus sp tanto en agua de mar artificial como en agua de mar ocednica; mientras que
Helm et al. (2006), no consiguieron una supervivencia mayor a 6 dias al cultivar larvas
de C. gigas en estas clases de agua; asi mismo, Abasolo-Pacheco er al. (2009)
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trabajando con larvas de Nodipecten subnodosus y A. ventricosus en agua de mar
artificial, registraron muy bajos crecimientos y supervivencia solo hasta el noveno dia
de cultivo. Por su parte Gretchen et al. (2004), al probar diferentes marcas comerciales
para la preparacion de agua de mar, afirman que las sales disueltas durante la
preparacion no alcanzan el equilibrio idnico sino hasta 4 dias después de su preparacion,
siendo nociva para las larvas antes de este tiempo; también, Courtright ez al. (1971) en
M. edulis, encontraron que la sal no disuelta, eran toxicas para las larvas de, causando
alteracion de las valvas y obstruccion del intestino.

En cuanto al comportamiento de las microalgas en el agua de mar artificial, Trujillo
(1992) afirma que el crecimiento y supervivencia de las microalgas varia segin la
formulacion empleada.

Todos estos estudios dejan entrever que la efectividad del agua de mar artificial para el
cultivo larval de bivalvos esta directamente relacionada con la formulacién de esta y la
forma de preparacion, y en el caso del presente estudio solo se puede afirmar que la
fuente de agua de mar artificial utilizada no brinda condiciones adecuadas para el
correcto desarrollo de las larvas de A. nucleus.

Por su parte, el agua de mar de origen natural también presenta variaciones en las
concentraciones de MO y AA disueltos y bacterias, debido a que estas se reducen a
medida que se aleja de la costa, gracias al fendmeno de dilucion. Garrasi et al. (1979)
afirman que las concentraciones de AA en altamar pueden oscilar entre 0.2 a 0.5 X 10
M, mientras que para aguas costeras y estuarinas segiin North, (1975) y Lee y Bada
(1977) varian entre 14 y 17 X 10° M.

Estas variaciones en el aporte de nutrientes podrian ser las responsables de la menor
supervivencia y lento crecimiento presentado al inicio del cultivo en las larvas
mantenidas en agua ocednica, debido a que durante los primeros dias de vida las larvas
asimilan mejor estas sustancias nutritivas (Manahan, 1983); por el contrario, las
mantenidas en agua de mar clorinada y sin tratar, por ser aguas tomadas a 20 metros de
la costa posiblemente posean una calidad nutricional mas alta, presentando por
consiguiente una mejor supervivencia y crecimiento a lo largo del cultivo. Este
comportamiento coincide con Shumway y Parsons (2006) quienes afirman que es
mucho més comun la aparicion de larvas de pectinidos en aguas costeras que en aguas
oceanicas, y por lo expresado por Abasolo-Pacheco et al. (2009), que al evaluar
diferentes fuentes de agua para el cultivo de larvas de N. subnodosus, encontraron que el
agua de mar tomada cerca de la costa y filtrada a 1 pm genera una mayor supervivencia
y mejor crecimiento de las larvas.

La similitud en la supervivencia, el crecimiento y el estado de condicién presentadas

entre los tratamientos clorinada y sin tratar, hacen suponer que las concentraciones de
hipoclorito de sodio utilizadas en este trabajo para desinfectar el agua de mar, no
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reducen por completo la materia organica disuelta ni la carga bacteriana presente, lo
cual no genera un impacto en la calidad nutricional de esta agua; sin embargo, la
utilizacion de concentraciones muy altas de hipoclorito de sodio pueden formar
compuestos oxidantes residuales de larga permanencia en el agua marina como las
cloraminas, las cuales son altamente toxicas para las larvas de los bivalvos (OIE, 2009).

A pesar de que las larvas mantenidas en agua de mar clorinada y sin tratar presentaron
un mejor desarrollo en comparacion con las mantenidas en agua de mar artificial y
ocednica, ninguna de estas registré la aparicion de la mancha ocular. Al parecer la
ausencia de larvas con mancha ocular esta relacionada con el lento crecimiento
expresado por estas larvas, las cuales registraron al dia 17 de cultivo un crecimiento
méximo de 132 pm. Talla inferior a la registrada por Velasco y Barros (2008) para la
misma edad en esta misma especie y también inferior a la encontrada en los
experimentos de concentracion de espermas y tiempo de fertilizacion, al igual que en el
experimento de evaluacion de dietas microalgales realizados en este trabajo. Este bajo
crecimiento indicaria que la larva aun no ha alcanzado las suficientes reservas
energéticas por lo que estructural y funcionalmente no se encuentra provista para
desarrollar la mancha ocular y proseguir con su desarrollo (Velasco 2008).

Segin autores como Ibarra et al. (1995) y Avendaifio ef al. (2001), la ocurrencia de
retrasos en el crecimiento de las larvas puede deberse a procesos de autofecundacién o
de ovocitos que aun no habian completado su proceso de maduracién (ovocitos
inmaduros), a este respecto Velasco (2008), afirma que otra posible causa del retraso en
el crecimiento larval se deba a la presencia de agentes infecciosos como ciliados y
copépodos. En este sentido es posible que el lento crecimiento larval y por ende el
retraso en la formacién de estructuras como la mancha ocular sea debido a la presencia
de ciliados los cuales aunque no muy abundantes estuvieron presentes es este ensayo.
La posibilidad de ocurrencia de autofecundacién e inmadurez de los ovocitos fue
descartada por haberse realizado un proceso de fertilizaciéon controlado y por haber
realizado la aclimatacion y acondicionamiento de los reproductores antes de ser
inducidos al desove. Sin embargo, no es posible descartar la influencia genéticas como
la heterocigocidad que pueden afectar las velocidades y de desarrollo de las larvas entre
las cohortes (Helm et al., 2006).

6.3. Densidad inicial y concentracion de alimento

Los resultados obtenidos en esta investigacion concuerdan con Ibarra et al. (1997),
quienes probaron densidades de 5, 10 y 20 larvas mL™' en A. ventricosus sin registrar
variaciones significativas en la supervivencia de las larvas, observando un mejor
crecimiento en las mayores densidades; sin embargo, estos resultados logrados
contradice lo mencionado por autores como Rojas et al. (1988), Ortiz (1994) y Velasco
y Barros (2008) quienes trabajaron densidades de 1, 5, 10, 15, 20 y 30 larvas mL™' en
Pecten ziczac; N. subnodosus y en A. nucleus respectivamente, observando una menor
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supervivencia y crecimiento al aumentar la densidad. Segin estos autores, esto se debe
posiblemente a choques entre las larvas, lo cual produce una alimentacién discontinua,
sumado al incremento en la concentracion de productos de excreciéon como el amonio y
la competencia por alimento.

Asi mismo, los resultados de crecimiento obtenidos con las distintas concentraciones de
alimento difieren con otros autores que reportan un menor crecimiento al someter las
larvas de A. irradians concentricus y A. nucleus a altas concentraciones de alimento (Lu
y Blake, 1996; Velasco y Barros, 2008). También, Bayne (1983), Maeda-Martinez
(2001) y Helm e al. (2006) sostienen que altas concentraciones de alimento tienen un
efecto negativo en el crecimiento de las larvas, porque es un factor estresante que obliga
a las larvas a destinar energia para la produccion de pseudoheces. Igualmente, en ciertas
especies el exceso de alimento genera un cierre de valvas, ocasionando un cese de la
alimentacion y por ende un pobre crecimiento.

La ausencia de diferencias significativas en la supervivencia registrada entre las
densidades evaluadas, podrian atribuirse a los estrechos rangos entre las densidades
probadas. Autores como Ibarra et al. (1997) y Liu et al. (2006), trabajando con 5, 10, 20
y 40 larvas mL™' en A. ventricosus y M. meretrix, tampoco hallaron diferencias en esta
variable, mencionan que siempre y cuando se tengan buenas condiciones de
alimentacion, calidad de agua y oxigeno, es posible mantener un cultivo a altas
densidades. No obstante, Uriarte ef al. (2001), afirman que cuando se exceden ciertos
valores de densidad segln la especie, independientemente de la cantidad de alimento
que se suministre y de la buena calidad de agua que se brinde, se presentan problemas
en la supervivencia y el crecimiento; de igual forma, este autor afirma que durante los
primeros dias de desarrollo las larvas pueden soportar altas densidades gracias a su
menor tamafio y a las reservas de vitelo que aun conservan (solo durante las primeras 24
horas), reduciendo de esta manera sus necesidades de espacio y alimento durante esta
etapa. Segin lo mencionado se podria suponer que la ausencia de diferencias
significativas en la supervivencia de las larvas bajo las distintas densidades también
podria ser atribuible a esta capacidad que tienen las larvas de soportar altas densidades
durante los primeros dias de vida, después de estos dias la densidad inicial de siembra
se reajusté de manera natural en la medida en que se reducia el namero de larvas,
manteniendo equilibrado el crecimiento y la supervivencia. Segin Uriarte et al. (2001),
es deseable mantener constante la biomasa cultivada por unidad de volumen, por ello es
necesario disminuir las densidades conforme avanza el crecimiento.

En cuanto a la escasa influencia de la concentracién de alimento sobre la supervivencia
de las larvas, Ortiz (1994), en larvas de N. subnodosus al probar concentraciones desde
1.250 hasta 10.000 cél/larva , no encontré diferencias significativas en la supervivencia,
pero si una tendencia de mayor crecimiento de las larvas a concentraciones mas altas,
contrario a lo observado en este trabajo. El comportamiento del crecimiento bajo las
distintas concentraciones de alimento estuvo influenciado posiblemente por el reajuste
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natural sufrido por la densidad a medida que se reducia el nimero de larvas,
convirtiendo a la concentraciéon de alimento en el {nico factor constante en cada
tratamiento, lo cual generaba a medida que se reducia el numero de larvas en cada
tanque un incremento gradual en la relacion nimero de células microalgales por larva
presentes. Esta situacién afectd significativamente el crecimiento de las larvas,
principalmente aquellas expuestas a las menores densidades (5 larvas mL™) y las
mayores concentraciones de alimento (70.000 cél mL™). Autores como Bayne (1983),
Bricelj y Shumway (1991) y Maeda-Martinez (2001), mencionan que el incremento en
la concentracién de células microalgales aumenta la tasa de rechazo de particulas o
produccion de seudoheces que posiblemente intervienen en el proceso de alimentacion,
reduciendo la tasa de ingestiéon y en consecuencia el crecimiento. Esto explicaria, el
porqué la densidad de 5 larvas mL! registr6 el menor crecimiento y por ende entre
mayor era la concentracion de alimento utilizada en esta densidad, menor era su ritmo
de crecimiento.

Los tratamientos expuestos a densidades de 10 y 15 larvas mL" y alimentados a
concentraciones de 20.000 y 40.000 cél mL”, presentaron las mayores tasas de
crecimiento debido posiblemente al incremento gradual en la relaciéon nimero de células
microalagales por larva, que estuvo mas coherente al aumento en la tasa de filtracion
que experimentan las larvas normalmente a medida que crecen (Bayne 1983; Mac
Donald, 1988; Maeda-Martinez, 2001). Esto se debe a que al aumentar la tasa de
ingestion se reduce la produccion de seudoheces y los efectos toxicos y microbiologicos
de las microalgas residuales en descomposicion, favoreciendo las condiciones de cultivo
y mejorando el crecimiento (Rojas et al., 1988). Con relacion a lo anterior, Helm ef al.
(2006) afirman que es posible duplicar e incluso triplicar la densidad normal de las
larvas si se administra una alimentacién de acuerdo al nimero de larvas en un tanque y
su tamafio, en lugar de alimentarlo segun el volumen por unidad.

La notable superioridad en el estado de condicion que reflejan las densidades de 15y 10
larvas mL™' frente a la densidad de 5 larvas mL™, podria estar influenciada, al igual que
en la supervivencia y el crecimiento, por la densidad inicial de siembra de cada
tratamiento la cual no fue manipulada ni reajustada de manera controlada, salvo el dia
que inicio el experimento y su comportamiento frente a las diferentes concentraciones
de alimento probadas, ya que como se menciond anteriormente, los problemas de
sobrealimentacién que experiment6 la menor densidad (5 larvas mL™) generan una
influencia negativa sobre la tasa de ingestion, lo explicaria por qué en estos tratamientos
y en aquellos que utilizaron la mayor concentracion de alimento (70000 células mL™) se
presentaron los mayores porcentajes de larvas con glandula digestiva semillena y vacia,
mientras que en las mayores densidades en donde se presenté un mejor equilibrio entre
el nimero de larvas y la concentracién de alimento, se registré el mayor porcentaje de
larvas con glandula digestiva llena.
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Ahora bien, el hecho que entre las densidades de 10 y 15 larvas mL™, la primera
presentara el mayor porcentaje de larvas con glandula digestiva llena, principalmente la
mantenida a 40.000 cél mL™, es un indicador que esta densidad es la que ofrece una
mejor relacion de espacio y disponibilidad de alimento, permitiendo maximizar la
ingestiéon de células microalgales por parte de las larvas, sin llegar a saturarlas. Bayne,
(1983) y Lu y Blake (1996) mencionan que el mejoramiento en la eficiencia de la
ingestion se ve reflejada en mejor crecimiento y mayor supervivencia de las larvas,
condiciones que cumple el tratamiento L10-40C, que a pesar de presentar un
crecimiento menor (no significativo) que el L15-20C, refleja, en compensacién, una
mayor estabilidad en la supervivencia.

La presencia de larvas deformes en este ensayo no guarda ninguna relacién aparente con
las densidades larvales usadas ni con las concentraciones de alimento suministradas. Tal
como se ha mencionado en este trabajo, la presencia de larvas deformes estd mas
relacionada con la calidad de los ovocitos utilizados y posibles problemas durante el
proceso de la fertilizacion tales como poliespermia y autofecundacion, muy comunes en
bivalvos hermafroditas (Stephano y Gould, 1988; Rampersad et al.,1994; Fernandez,
1991; Salaun et al., 1991). La permanencia de este tipo de larvas en el cultivo,
dependera del grado de deformidad de cada una y de su capacidad para alimentarse y
desarrollar sus otras funciones vitales.

La ausencia de larvas con mancha ocular en este experimento al igual que en el
experimento de evaluacion de fuentes de agua parece estar relacionada con el bajo
crecimiento expresado por las larvas, retrasando o imposibilitando la formacién de
nuevas estructuras como lo es la macha ocular. Por lo general la aparicién de la mancha
ocular en la mayoria de los pectinidos comerciales se da entre las 160 y las 260 pm
(Maeda-Martinez , 2001) y para esta especie segun Velasco y Barros (2008) se forma
entre los 135 y 200 pm, rango inferior al maximo alcanzado en este ensayo, que fue de
126 pm al dia 14 de cultivo. Este bajo crecimiento puede ser debido multiples factores
como: deficiencias en los requerimientos nutricionales, problemas bacterianos, de
calidad de agua o genéticos que pueden afectar las velocidades y de desarrollo de las
larvas al no poder acumular suficientes reservas energéticas. (Ibarra er al, 1995;
Avendaiio ef al., 2001; Helm ef al., 2006; Velasco, 2008)

6.4. Evaluacion de seis dietas para la alimentacion larval

Los resultados obtenidos indican que tanto la supervivencia como el crecimiento larval
en A. nucleus alcanzaron el mayor valor al ser alimentados con la dieta ISO+CHA, del
mismo modo se evidencié que las mezclas que incluian la microalga I galbana
también presentaron altos valores de crecimiento y supervivencia, en contra posicion las
dietas monoalgales que fueron las que presentaron los menores rendimientos.
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Las ventajas de las dietas mixtas sobre las monoalgales han sido reportadas desde hace
més de 20 afios por autores como Bayne (1983) y Valdivieso ef al. (1988) entre otros,
de igual manera la combinacién de una microalga flagelada como Isochrysis y la
diatomea Chaetoceros ha sido descrita en muchos trabajos, como una dieta de alto valor
nutricional por su buen balance entre nivel de proteinas y lipidos que eleva el
crecimiento y la supervivencia larval en muchas especies de bivalvos, como ejemplo de
estas combinaciones estan las investigaciones de Valdivieso et al. (1988) y Martinez
(1991), en larvas de A. purpuratus, Avilés-Quevedo (1990) y Lora-Vilchis y Martinez
(1997), Millan-Tovar (1997) en A. ventricosus, Ortiz (1994) y Villavicencio (1997) en
N. subnodosus, Urban (1999) en Pinctada imbricata, Helm et al. (2006) en C. gigas, C.
rhizophorae y Tapes philippinarum, en todas estos trabajo se reporta una mejoria
sustancial en el crecimiento y supervivencia al aplicarse esta clase de combinacién
porque se incrementan los depdsitos diarios de proteina y la utilizacion aparente de la
misma.

Este resultado indicaria que las dietas que incluian a la microalga . galbana en especial
la combinada con la microalga C. calcitrans, suplirian de mejor manera los
requerimientos nutricionales de las larvas de 4. nucleus en comparacion con las demas
dietas evaluadas, estos resultados concuerdan con los encontrados por Velasco y Barros
(2008), quienes al evaluar el crecimiento y la supervivencia de las larvas de 4. nucleus
bajo diferentes mezclas de microalgas y microalgas con emulsiones lipidicas,
encontraron que la dieta /. galbana + C. calcitrans registré la mayor talla con 143 um al
dia 13 y un crecimiento promedio de 3.3 um/dia, de igual manera esta misma dieta
mostré la mayor supervivencia acumulada con un 4%; estos autores atribuyen este
resultados a la buena relacién entre acidos grasos esenciales que provee la mezcla de
estas microalgas, no obstante estos valores son inferiores a los encontrados en este
trabajo con la misma dieta (194 pum al dia 12, un crecimiento de 9.6 pm/dia y una
supervivencia del 49%) . Estas diferencias podrian obedecer a factores como la calidad
nutricional de las microalgas utilizadas, pues segin autores como Maeda-Martinez,
(2001) y Saucedo et al. (2009), la calidad nutritiva de las microalgas es altamente
variable seglin las condiciones ambientales, aunque estas se mantengan estrictamente
controladas, ademas otros problemas que contribuye a variar su calidad nutritiva es la
contaminacion bacteriana, pues aunque se tomen las maximas precauciones se mantiene
vulnerable a tales efectos y por tanto su calidad nutritiva se ve afectada, razon por la
cual existan diferentes respuestas de crecimiento de las larvas de una misma especie
ante una misma dieta al ser evaluada en diferentes momentos o areas geograficas.

En todos los tratamientos, la tendencia de las larvas en la mayoria del tiempo fue la de
mantenerse en el estado de condicién llena, indicando que realizaron la ingestion de la
dieta, independientemente de las microalgas que la conformaran. Sin embargo, los
resultados muestran también que los tratamientos en los que se utilizé la microalga I
galbana presentaron un significativo aumento en el porcentaje de larvas llenas, a la vez
que se redujeron los porcentajes de semillenas y vacias, posiblemente debido a las
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caracteristicas bioldgicas de esta microalga por ser de cuerpo desnudo, moévil, de
tamafio pequefio, forma ovoide, que la hacen mas asequible y digerible, apropiada para
la alimentacion de los pectinidos en su fases larvaria (Velasco, 2008).

Por otro lado el hecho que la dieta ISO+CHA haya presentado los mayores valores de
larvas llenas puede estar asociado al alto valor nutritivo de esta dieta ya mencionado
anteriormente. Segin Wildish et al. (1987) y Bricelj y Shumway (1991), la tasa a la cual
las particulas alimenticias son ingeridas por las larvas estd en funcién de algunas
variables entre las que se destaca: la temperatura, la concentracion de alimento, el flujo
del agua y el valor nutritivo de las particulas de alimento, siendo esta ultima variable la
Unica que no se mantuvo constante, por lo tanto pudo influir en la ingestién de alimento
por parte de las larvas en este experimento.

Es de notar el hecho que en todos los tratamientos se hubiese presentado una reduccion
en los porcentajes de larvas llenas entre los dias 8 y 11, hecho que posiblemente se debe
al desarrollo del umbo y posteriormente la secrecion de la prodisoconcha II (Velasco,
2008); todo esto podria causar cierto grado de estrés en el proceso de alimentacién e
implica un mayor gasto de energia debido a la segregacion de una concha mas gruesa, lo
que genera en consecuencia, un peso adicional y por lo tanto, un esfuerzo mayor para
mantenerse nadando en la columna de agua (Cragg y Crisp, 1991). Teniendo en cuenta
que dicha disminucién en el porcentaje de larvas llenas se produjo levemente con las
dietas ISO+CHA e ISO+CHA+TETRA, se podria suponer, que debido a la cantidad de
nutrientes y la equilibrada relacion entre ellos, estas dietas ayudarian mas eficazmente a
soportar dicho proceso; lo contrario ocurrié con las dietas ISO, CHA, ISO+TETRA y
CHA+TETRA, en donde este descenso fue mas evidente y se presenté un mayor retraso
y una menor homogeneidad en la formacién de la larva umbonada, lo que indica que
estas ultimas cuatro dietas no satisfacen enteramente los requerimientos nutricionales
para ayudar a las larvas a llevar a cabo tal proceso.

El mayor porcentaje de mancha ocular, se observd en la dieta ISO+CHA e
ISO+CHA+TETRA, estas dietas se caracterizaron por presentar también los mayores
ritmos de crecimiento. Indudablemente el acelerado crecimiento producido por estas
dietas propicio un rapido desarrollo de las estructuras responsables de originar la
mancha ocular y la posterior fijacion de las larvas a un sustrato; segiin Maeda-Martinez,
(2001) este tipo de mezclas microalgales favorecen la acumulacion de proteinas la cual
se traduce en un rapido desarrollo, en este sentido Uriarte y Frias (1999) observaron que
dietas con altos contenido de proteina permitian completar mas rapido el cultivo
postlarvario reduciéndolo hasta en 15 dias, permitiendo el traslado de las postlarvas al
mar en un menor tiempo.

En cuanto a las otras dietas que no presentaron la mancha ocular, es posible que la

falencia, escasez o desequilibrio nutricional que presenten estas dietas, impidieran la
acumulacion de cantidades adecuadas de energias, retrasando su crecimiento y por ende
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la formacion de la mancha ocular (Farias-Molina, 2001; Velasco, 2008; Velasco y
Barros, 2008. Autores como Lu y Blake (1996) y Raby et al. (1997), afirman que el
crecimiento y desarrollo de las larvas depende de la ganancia neta de energia
proveniente del alimento particulado y que se da cuando la energia asimilada excede las
necesidades de mantenimiento del animal, y la energia adicional es utilizada para
incrementar el peso corporal.

En cuanto a la deformidad larval, es evidente que los tratamientos CHA y
CHA+TETRA presentaron un mayor nimero de larvas deformes que los demas,
posiblemente a un error al momento de homogenizar las larvas antes de sembrarlas en
los tanques de cultivo, debido a que no existe evidencia que la alimentacién favorezca la
deformidad y menos cuando tan solo han transcurrido dos dias de cultivo, pues tal como
sea mencionado anteriormente este fenomeno es mas comun durante la fertilizacion
(Monsalvo-Spencer, 1998; Roman et al., 2001; Blacio y Alvarez, 2001; Uriarte ef al.,
2001), de igual manera la permanencia de las larvas deformes durante el cultivo, como
ya se discutio obedeceria a las deficiencias estructurales y funcionales que presentan las
larvas deformes que limitan su capacidad de desarrollar correctamente fusiones vitales
como alimentarse, nadar, respirar, etc.
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7. CONCLUSIONES

No se presento interaccion entre las distintas concentraciones de espermatozoides y
tiempos de fertilizacion utilizados en ningunas de las variables estudiadas:
porcentajes de fertilizacion, larvas D obtenidas, deformidad, supervivencia, estado
de condicién, aparicién de mancha ocular, permanencia de las larvas deformes
durante el cultivo y crecimiento.

Los resultados indican que el factor que mayor influencia ejercié sobre la
fertilizacion, obtencion de larvas D y deformidad fue el tiempo de fertilizacion, por
el contrario la concentracioén de espermatozoides sélo influyé sobre la deformidad
larval, alcanzandose menores porcentajes con la concentracion de 50:1 y 100:1
espermatozoides:ovocito.

La mezcla de altas concentraciones de espermatozoides y tiempos prolongados de
fertilizacion produce alta mortalidad de cigotos, asi como bajas cantidades de larvas
D. Asi mismo, un alto porcentaje de ovocitos fertilizados no asegura necesariamente
una alta produccién de larvas D.

Los factores probados: concentracion de espermatozoide:ovocito y tiempo de
fertilizacion, solo influyeron sobre el desarrollo embrionario hasta la obtencién de
larvas D, dado que la supervivencia, el crecimiento y el estado de condicion de las
larvas durante el cultivo se encuentran afectados por las condiciones propias del
cultivo, tales como densidad larval, alimentacion, calidad del agua, temperatura,
salinidad y pH.

La mejor fertilizacion se obtuvo con la concentracién de 100 espermatozoides por
ovocito y tiempo de 30 minutos.

Las diferentes fuentes de agua de mar utilizada durante estos experimentos no
influyeron sobre la formacion ni la permanencia de larvas deformes en el cultivo. En
cuanto al crecimiento y supervivencia, las larvas se vieron afectadas por la
utilizacion del agua de mar artificial, y el mejor desarrollo de las larvas se produjo
en las aguas de mar de origen natural, siendo estas: oceanica, clorinada y sin tratar.

La densidad inicial de cultivo fue el factor que mayor influencia ejercié sobre el
crecimiento y el estado de condicion de las larvas.

El comportamiento de la supervivencia, no vari6 significativamente bajo ninguna de

las densidades iniciales ni concentraciones de alimento probadas, de igual modo no
se presento interaccion entre estas dos variables.
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Los tratamientos que iniciaron con una mayor densidad de cultivo (10 y 15 larvas
mL") registraron un mayor crecimiento y un mejor estado de condicidon en
comparacion con los de densidad de 5 larvas mL™.

En lo concerniente al estado de condicién, se registr6 el mejor comportamiento en
las larvas cultivadas a una densidad de siembra inicial de 10 larvas mL"' y a una
concentracién de 40.000 cél mL™!

La dieta compuesta por las microalgas . galbana + C. calcitrans suplié de mejor
manera las necesidades nutricionales de las larvas, favoreciendo su réapido
desarrollo.

La semejanza en el crecimiento, supervivencia y estado de condicion de las larvas
alimentadas con las dietas 1. galbana + C. calcitrans e 1. galbana + C. calcitrans +
T. suecica, indica que la adicién de la microalga T. suecica, no representa un
beneficio significativo, por el contrario, su implementacién incrementaria los costos
en la produccién de alimento vivo en laboratorio.
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9. ANEXO

Anexo 1. Relacién de las raciones utilizadas en numero de células/mL y en peso seco de las
microalgas utilizadas equivalente a /. galbana (Modificado de Helm et al., 2006).

Especie de microalga Relacién en niimero Relacién en peso seco eq.
de cél/ML al cél de I. galbana
Isochrysis galbana 1 -
Chaetoceros calcitrans 1 3,1
Tetraselmis suecica 1 0,93

Anexo 2. Comparacién de dos técnicas de cultivo de larvas de A. nucleus

Supervivencia larval

Tanto la técnica de cultivo larval propuesta por Velasco y Barros (2008) (Técnica
tradicional) como la desarrollada en este estudio (Técnica modificada) mostraron
porcentajes de supervivencia muy similares hasta el cuarto dia de cultivo, con el 93.6 y
92.9% respectivamente; a partir de este dia y en adelante se observo una disminucion
progresiva en los porcentajes de supervivencia de ambas técnicas, siendo mas notoria a
partir del octavo dia de cultivo en la técnica modificada, la cual disminuy6 a un ritmo
de 9.1% diario, en comparacion con la tradicional que registré un descenso de 6.3%,
presentando para el Gltimo dia de cultivo una supervivencia del 43.6 y 18% para la
técnica tradicional y la modificada (Figura 1).
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Figura 1. Porcentaje de supervivencia larval de A. nucleus bajo dos técnicas de cultivo. (La
barra indica el error estandar)

En cuanto al nimero de larvas que llegaron hasta el final del cultivo, la técnica
modificada inicio con un promedio de 4.538.000 larvas, cantidad 10 veces mayor a la
utilizada en la técnica tradicional que fue de 417.000; esta diferencia se mantuvo hasta
el octavo dia de cultivo, fecha en la cual ambas técnicas presentaron una cantidad de
larvas equivalentes a 2.667.778 y 276.667 larvas para la tradicional y modificada, a
partir del noveno dia de cultivo estas cantidades descendieron en deferente
proporciones, al final del experimento se obtuvo 182.222 larvas para la técnica
tradicional y 803.333 larvas para la técnica modificada, siendo esta ultima 4.4 veces
mayor que la tradicional (figura 2 y 3).
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Figura 2. Cantidad de larvas de 4. nucleus técnica modificada. (La barra indica el error

estandar)
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Figura 3. Cantidad de larvas de 4. nucleus técnica tradicional (La barra indica el error
estandar)

Crecimiento larval

El crecimiento de las larvas fue muy homogéneo para las dos técnicas, siendo la
tradicional mayor por solo 0.08 um (9.7 um/dia) en comparacioén con la modificada (9.6
um/dia), excepto los dias nueve y diez de cultivo en los que se observé una pequefia
disminucion del crecimiento por parte de la modificada registrando una diferencia
promedio con respecto a la tradicional de 7 um. Para el final del cultivo las tallas fueron
de 183.2 (tradicional) y 181.2 um (modificada) (Figura 4).
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Figura 4. Crecimiento larval de A. nucleus técnica tradicional. (La barra indica el error
estandar)

Estado de condicion diaria larval

Al inicio del experimento tanto en la técnica de cultivo tradicional como la modificada,
los porcentajes de larvas en estado llenas fueron altos con 97.2 y 96.6%. Entre el tercer
y séptimo dia; la técnica tradicional mantuvo un mayor porcentaje de larvas llenas
superando en promedio la tradicional en un 5%. En el octavo dia ambas técnicas
igualaron sus porcentajes de larvas con un 66.5%, pero a partir del noveno dia y hasta el
final del cultivo, la modificada tuvo los mayores porcentajes, superando en promedio a
la tradicional en un 5.7%.

Al final del cultivo la técnica modificada present6 un 83.6% de larvas llenas frente a la
tradicional que alcanzo un 63.5% (figura 5).
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Figura 5. Estado de condicion diaria de larvas llenas de 4. nucleus con las dos técnicas de
cultivo. (La barra indica el error estandar)
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Larvas semillenas y vacias

Tanto en las larvas semillenas como en las vacias, se presenté un comportamiento
inverso al registrado en las larvas llenas. En general a lo largo del experimento los
porcentajes de larvas semillenas fueron mayores en la técnica modificada durante los
primeros 7 dias de cultivo, periodo en el cual el mayor valor se registré en el dia 7 con
19% (modificada) y 18.4% (tradicional). A partir del dia 8 y hasta el final del cultivo
este comportamiento se invirtid, siendo mayor la presencia de larvas semillenas en la
técnica tradicional con el mayor valor el octavo dia (29%), frente a un 23.6% en la
modificada. Al final del cultivo la tradicional registré6 un 23.3% y la modificada un
13.5% (Figura 6).

En el caso de las larvas vacias ninguna de las técnicas de cultivo evaluadas superd el
12%, siendo mayor la presencia de larvas vacias durante los primeros ocho dias en la
modificada con un méaximo de 11.2%. A partir del noveno dia y hasta el final del
experimento la tradicional presentd el valor maximo al dia 10 con 11.2% (Figura 7).
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Figura 6. Estado de condicién diaria de larvas semillenas de A. nucleus con las dos técnicas de
cultivo. (La barra indica el error estandar)
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Figura 7. Estado de condicién diaria de larvas vacias de 4. nucleus con las dos técnicas de
cultivo. (La barra indica el error estandar)
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Porcentaje de larvas con mancha ocular

La presencia de larvas con mancha ocular se observé a partir del décimo dia, tanto en la
técnica tradicional como en la modificada con valores de 7.8 y 3.1%. Para el dia 11 la
tradicional alcanz6 un 27.9%, mientras que la modificada aument6 a un 20.7% (Figura
8).

'-r 1 I 1
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Figura 8. Porcentaje de larvas de 4. nucleus con presencia de mancha ocular bajo dos técnicas
de cultivo. (La barra indica el error estandar)

Nimero de larvas con mancha ocular

La técnica modificada present6 para el dia 10 de cultivo un promedio de 33.000 larvas
con presencia de mancha ocular, cantidad equivalente al doble de la obtenida en la
tradicional, que para el mismo tiempo registrd 16.000 larvas en este estado. En el dia 11
de cultivo las cantidades de larvas con presencia de mancha ocular aumentaron para
ambas técnicas, manteniéndose aun la superioridad en la modificada con un promedio
de 168.000 larvas, cantidad 3.4 veces superior a la generada por la tradicional que fue
de 48.000 larvas (Figura 9).
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Figura 9. Numero de larvas de 4. nucleus con presencia de mancha ocular con las dos técnicas
de cultivo. (La barra indica el error estandar)
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Porcentaje de larvas deformes durante el cultivo

La técnica modificada present6 un menor porcentaje de larvas deformes al principio del
cultivo con un 2.6% en comparaciéon con la tradicional con 3.8%. En contraste esta
ultima registré6 por menor tiempo la presencia de estas larvas, presentando al cuarto dia
un 2.0%, mientras que la tradicional mostr6 larvas deformes hasta el dia 9 con un 0.2%
(figura 10).
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Figura 10. Porcentaje de larvas deformes de 4. nucleus con las dos técnicas de cultivo. (La
barra indica el error estandar)

Numero de larvas deformes

El numero promedio de larvas deformes registradas para los primeros cuatro dias de
cultivo en ambas técnicas, mostré que la técnica modificada fue nueve veces mayor que
la tradicional, alcanzando en el cuarto dia de cultivo un nimero 87.000 larvas deformes
en comparacion con la tradicional que registro un niimero de 8.000.

A partir del dia 5 de cultivo solo la técnica tradicional presenté larvas deformes, las

cuales descendieron en promedio a razén de 15.000 larvas diarias, registrando el dia
nueve 4.000 larvas (Figura 11).
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Figura 11. Numero de larvas deformes de 4. nucleus bajo dos técnicas de cultivo. (La barra
indica el error estandar)

Analisis de la Comparacién de técnicas

Las dos técnicas de cultivo lograron el desarrollo de larvas de 4. nucleus hasta el estado
de larvas con ojo. Presentandose en la técnica tradicional al final del cultivo los mayores
porcentajes de supervivencia y larvas con mancha ocular, no obstante fue la técnica
modificada la que obtuvo el mayor numero de larvas vivas y larvas con mancha ocular
al final del cultivo, este comportamiento indicaria que ambas técnicas son
potencialmente viables para la obtencién de postlarvas, también que la tradicional
present6 los mayores porcentajes en las variables mencionadas anteriormente,
atribuyéndose esto a la densidad de 1 larva mL™, la cual es 10 veces menor que la
utilizada en la técnica modificada, el uso de esta baja densidad (como se a mencioné en
la discusion) reduce en gran medida problemas como la competencia por alimento, el
choque entre larvas y el incremento en los productos de excrecion como amonio (Pérez
y Roman, 1987; Cragg y Crisp, 1991; Uriarte et al., 2001), favoreciendo las condiciones
para que tanto las larvas competentes como aquellas que no lo son del todo sobrevivan y
terminen su desarrollo hasta postlarvas.

Por el contrario la técnica tradicional al incrementar la densidad (sin exceder los
limites), mejorar la dieta y aumentar la cantidad de alimento, promueve al interior del
cultivo una especie de seleccion natural, permitiendo la supervivencia solo de las larvas
mas competentes, esto puede ser observado de mejor manera en las graficas de los
estado de condicion (Figura 5, 6, 7), donde durante los primeros 7 dias de cultivo es
evidente que la técnica tradicional presenta un mayor porcentaje de larvas llenas en
comparacion con la técnica tradicional, sin embargo en el octavo dia, en el cual se
present6 la formacidén del umbo, que es un evento considerado altamente estresante
(debido a la serie de cambios morfoldgicos y fisiologicos que implica) que segin
Velasco (2008), es en conjunto con la metamorfosis las etapas en las cuales se produce
la mayor mortalidad en el cultivo, la técnica modificada registré los mayores
porcentajes de larvas llenas.

El hecho de que la técnica modificada registrara un mayor nimero de larvas llenas

durante la formacién del umboEste, podria ser el reflejo de proceso de seleccion natural,
en el cual se redujo el nimero de larvas presentes, en especial aquellas larvas con menos
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umbo, reduciendo el nimero de larvas semillenas y las vacias, produciendo en
consecuencia un 14% de aumento en el porcentaje de larvas llenas con relacién a la
técnica tradicional, la cual al tener una menor densidad mantuvo unas condiciones
menos adversas que permitieron la supervivencia de un mayor numero de larvas
semillenas y las vacfas. De igual manera esto es evidente el nimero de larvas con
mancha ocular, puesto que entre mayor sea el niimero de larvas en estado de condicién
llenas mayor es la posibilidad de que estas larvas tengan una mayor reserva energética
que les permita desarrollarse mas rdpido y generar la mancha ocular.

En cuanto al crecimiento de las larvas, no se present6 diferencias entre las dos técnicas,
indicando que las condiciones de densidad, dieta y concentracién de alimento por cada
una de ellas, interaccionan de manera adecuada dentro de cada técnica.

Por dltimo el porcentaje de larvas deformes para ambas técnicas no supero el 4% y tal
como se explico en los experimentos anteriores la aparicion de este tipo de larvas es un
fenémeno relacionado més a los procesos de maduracion de los reproductores,
fertilizacién y desarrollo embrionario que a la técnica de cultivo que se emplee.

Desde el punto de vista productivo, la obtencién de semilla de pectinidos involucra las
fases de acondicionamiento de reproductores y desove, cultivo larvario, asentamiento,
cultivo postlarvario en el mar y produccién de microalgas (Velasco, 2008), de estas fase
el cultivo larval es la que mayor tiempo y dinero requiere, porque se realiza en su
totalidad bajo condiciones de laboratorio y de su buen desarrollo depende el éxito del
asentamiento y el cultivo postlarval en el mar.

Aspecto econémico

Dentro de los principales costos que involucra la larvicultura de bivalvos marinos, esta
el personal, materiales y suministro de servicios piblicos, los cuales pueden alcanzar a
sumar hasta un 77% de los costos de operacion (Velasco, 2008); teniendo en cuenta esto
y a pesar que la técnica modificada presenté un 25% menos de supervivencia que la
técnica tradicional, el niimero de larvas que sobrevivieron al final del cultivo y las que
presentaron mancha ocular en la técnica modificada fueron 4.4 y 3.5 veces mayor
respectivamente, con respecto a las obtenidas en la técnica tradicional; este incremento
en la produccién se logré ocupando el mismo niimero de tanques de cultivo, personal de
trabajo e infraestructura fisica y area de produccitn; sin embargo para mantener esta
produccién se hace necesario incrementar la produccién de microalgas.

En la Tabla 1 de este anexo se presenta la comparacion de los costos de produccion y
ganancias de las dos técnicas de cultivo, basado en el andlisis financiero de la
produccion de semilla realizado por Velasco (2008), se evidencia que la técnica
modificada genera mas de un 300% de ganancias que la técnica tradicional y un 79%

mas de ganancia que el reportado en el analisis financiero elaborado por Velasco
(2008).

Otro aspecto que favorece en términos de produccion a la técnica modificada es la
capacidad de aumentar el porcentaje del estado de condicién de las larvas llenas,
mediante un proceso de seleccion natural dejando solo las larvas mas aptas para iniciar
el proceso de fijacion, proceso en el cual segiin Velasco (2008), la larva reduce
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draméticamente su tasa de alimentacién mientras metamorfosean, dependiendo casi
exclusivamente de sus reservas energéticas, lo cual indica que las larvas que presenten
un estado de condicion bajo (larvas semillenas y vacias) probablemente no soporten este
proceso y mueran, sumado a esto la fijacion implica la modificacion de algunos
parametros de cultivo como la reduccion de la densidad a 1 larvas mL™, el aumento en
la tasa de recambio, concentraciones de alimento y las instalaciones de sustratos; por lo
tanto la seleccion llevada a cabo en la técnica modificada permite optimizar el espacio,
el alimento, el personal y los recursos, al dejar solo larvas capaces de soportar la
metamorfosis, mientras que en la técnica tradicional estas condiciones de espacio y
alimento y demés son brindadas tanto a las larvas con buen potencial (larvas llenas),
como a las larvas menos aptas (semillenas y vacias), obteniendo al final mayor fijacion
con las larvas llenas.

Tabla 1. Comparacion de los costos de produccién y ganancias en la produccién de semilla
de A. nucleus, bajo tres técnicas de produccion (Modificado de Velasco, 2008)

Produccion Técnica Técnica Velasco

tradicional  modificada (este  (2008)
trabajo)

Capacidad de tanques de larvicultura en mL 5.000.000  5.000.000 5.000.000

Densidad de siembra Larvas mL™! 1 10 3

N° de tanques 6 6 6

Larvas totales 30.000.000  300.000.000 83.333.333

% De larvas para fijar 43.6 17,9 36

Total larvas 13.080.000 53.700.000 30.000.000

% De semilla recuperada 2,1 241 2.1

Total semilla recuperada 274.680 1.127.700 630.000

Ciclos de produccion por afio 6 6 6

Total de semilla al afio 1.648.080  6.766.200 3.780.000

Costo por semilla en pesos 60 60 60

Ingresos generados en pesos 98.884.800 405.972.000 226.800.000
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