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Abstract.- One of the main problems in aquaculture lies in the stress to which the species in cultivation can be subjected, therefore
the development of alternative techniques such a mixed culture are beneficial to minimize stress and improve the industry. Tegula
atra is a gastropod that lives in subtidal and intertidal, with local economic importance and due its herbivorous behavior, we
hypothesized that T. atra may be valuable in controlling macroalgae growth in culture tanks by mixed culture. Grazing percentage,
respiratory behavior and excretion of nitrogen wastes, were measured in three size classes of T. atra, which were maintained in mixed
culture together with the economically relevant Chilean flounder. While the largest specimens of T. atra (Class 3) were the most
efficient in terms of algae consumption, the other classes were less effective and did not show significant differences in each other
within a 24-hour period. Smaller and larger size classes organisms (Class 1 and Class 3), consumed the greatest amount of oxygen
within a period of 120 min. Finally, smallest organisms (Class 1) emitted the greatest nitrogen wastes, in a period of 120 min. As the
grazing ability was higher in larger specimens (Class 3), they could be the ideal candidates for polyculture. However, medium-sized
specimens (Class 2) may be the most suitable, due its low O, consumption and lower excretion of NH,, producing less negative
effect on water quality. Future studies should evaluate the potential negative impacts of T. atra on the physiology of its cohabitants.
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Resumen.- Uno de los principales problemas en la acuicultura es el estrés al que se pueden ver sometidas las especies en cultivo,
por esto el desarrollo de técnicas alternativas para minimizar el estrés son de gran ayuda. Tegula atra es un gastrépodo que habita
en el submareal e intermareal, con importancia econdmica local y debido a su conducta herbivora, se planteé la hipdtesis que esta
especie puede ser Util en el control del crecimiento de macroalgas en los estanques, mediante cultivo mixto. En el presente estudio,
se midié el porcentaje de ramoneo, la conducta respiratoria y excrecién de desechos nitrogenados de tres clases de talla de T. atra,
las cuales se mantuvieron en estanques con Paralichthys adspersus. Los ejemplares de mayor talla de T. atra (Clase 3) fueron los mas
eficientes en términos de consumo de algas, dentro de un periodo de 24 horas. Los organismos pertenecientes a las clases de tallas
pequefias y grandes (Clase 1y Clase 3), consumieron mayor cantidad de oxigeno dentro de un periodo de 120 min. Finalmente, los
organismos de menor talla (Clase 1) fueron los que emitieron la mayor cantidad de desechos nitrogenados, en un periodo de 120
min. Dado que, la capacidad ramoneadora fue mayor en los ejemplares de talla superior (Clase 3), éstos podrian ser los candidatos
ideales para el policultivo, sin embargo, al considerar la respirometria, los animales de talla media (Clase 2), serian éptimos, por
su bajo consumo de O, y menor excrecién de NH,, generando un menor impacto negativo en la calidad del agua. Futuros estudios
debieran evaluar los posibles impactos negativos a nivel fisioldgico que pueda tener la presencia de T. atra, sobre sus cohabitantes.
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INTRODUCCION

Una de las principales limitaciones en la acuicultura,
radica en los perjuicios provocados por el estrés fisiologico
inducido por los factores fisicoquimicos del medio y las
distintas practicas de cultivo, como la manipulacion y
seleccion de organismos, el escalamiento, el transporte de
ejemplares y el mantenimiento de los sistemas de cultivo
(Barton & Iwama 1991, Spinetti ef al. 2010, Sung et al.
2011, Rehman et al. 2017). Dicho estrés puede generar una
inmunodepresion de los organismos de cultivo, aumentando
la prevalencia de patdgenos y subsecuentemente un
aumento en la tasa de mortalidad de la especie cultivada
(Barton & Iwama 1991, Barton 2002, Spinetti et al. 2010,
Sung et al. 2011, Mohapatra et al. 2013, Rehman et al.
2017). Bajo este contexto, se han desarrollado métodos
alternativos para disminuir los factores adversos tales
como la administracion de antibioticos (Bachere 2000),
el uso de probiodticos (Mohapatra ef al. 2013), sistemas de
recirculacion (Otoshi ef al. 2003) y policultivos con otras
especies (Hossain et al. 1997, Wang et al.1998, Kunda et
al. 2008, Martinez-Porchas et al. 2010). Los policultivos
consisten en adicionar una o mas especies que se mantienen
bajo las mismas condiciones que la especie de mercado o de
interés (Lanza-Espino et al. 1991). Estos son una alternativa
para mejorar las condiciones de cultivo pues generan un
efecto sinérgico positivo para ambas especies (Wang et al.
1998, Petr & Swar 2002).

En las ultimas décadas, se han incrementado los estudios
asociados a los policultivos, principalmente de crustaceos y
peces (Hossain et al. 1997, Wang et al. 1998, Kunda et al.
2008, Martinez-Porchas et al. 2010). Una de las principales
ventajas de los policultivos, es la limpieza de estanques
por las especies introducidas (Hossain 2002), dado que
reducen los niveles de estrés por manipulacion (Barton &
Iwama 1991, Spinetti et al. 2010). Sin embargo, también
existe la posibilidad de generar un efecto negativo producto
de la alteracion de parametros criticos para la acuicultura,
como son la disminucién en la concentracion de oxigeno
y el aumento de desechos nitrogenados. Debido a esto, es
clave realizar una adecuada evaluacion de dichos parametros
metabodlicos sobre los organismos a utilizar (Pillay &
Kutty 2005, Stickney 2005). De esta manera, estudios
que ayuden a establecer las especies candidatas y técnicas
adecuadas que permitan mejorar las condiciones de cultivo
son determinantes para la obtencion de una produccion de
calidad basada en el bienestar de los animales (FAO 2007).
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El caracol negro Tegula atra (Lesson, 1830), es un
molusco gastropodo de la familia Trochidae, con una
distribucion batimétrica entre el submareal e intermareal
bajo y se alimenta mediante el ramoneo de micro y
macroalgas benténicas (Véliz & Vasquez 2000). En Chile,
es considerada una especie de importancia comercial con
desembarques promedio de 66 ton anuales entre el 2008
y 2018 (SERNAPESCA 2019). Dada su importancia
econémica, 7. atra puede ser considerada como una
alternativa en el control del crecimiento algal en estanques
de cultivo de peces, mediante un cultivo mixto, sin
embargo, actualmente no existen estudios que determinen
experimentalmente el potencial de este gastrépodo, por
consiguiente el objetivo de este estudio fue evaluar la
capacidad de 7. atra como biorregulador del crecimiento
de algas en estanques de cultivos de peces.

MATERIALES Y METODOS

MUESTREO Y DISENO EXPERIMENTAL

Se recolectaron aleatoriamente 200 ejemplares de Tegula
atra mediante buceo auténomo desde la zona submareal
de la localidad de Quintay, entre el 28 de septiembre de
2009 y el 26 de abril de 2010. Los ejemplares fueron
llevados al Centro de Investigaciones Marinas de Quintay
(CIMARQ), donde se aclimataron por 5 dias en estanques
tipo australiano junto a ejemplares de lenguado fino
(Paralichthys adspersus) con suministro constante de agua
de mar macrofiltrada.

EVALUACION DEL PORCENTAJE DE RAMONEO

Se establecieron tres clases de talla basadas en el diametro
de la concha (Clase 1 <40 mm; Clase 2=41-50 mm; Clase
3=151-60 mm). Posteriormente, 30 ejemplares de cada clase
fueron seleccionados al azar y sometidos a un periodo de
2 dias de consumo minimo de alimento, en estanques sin
presencia de algas notables a simple vista. Después, para
cada clase de talla, los caracoles fueron colocados por
un periodo de 24 h, en 6 placas de policarbonato de 25 x
25 cm, que habian desarrollado previamente (durante 30
dias), una biopelicula compuesta de algas (Fig. 1). Para la
estimacion del consumo de algas por ramoneo, cada placa
fue fotografiada cada 2 h, para luego ser analizada con el
programa Image-Pro Plus 6.0 (2019© Media Cybernetics,
Inc. Silver Spring), estimando el area total consumida.



Formacion de
biopelicula de algas

30 dias

Figura 1. Proceso de formacion de biopelicula de algas en placas de policarbonato. 1) Las placas son sumergidas en estanques de cultivo por 30 dias,
con recirculacién de agua de mar macrofiltrada. 2) Placas 30 dias después con una biopelicula compuesta de macro y microalgas / Biofilm formation
process on polyacrbonate plates. 1) The plates are immersed in culture tanks for 30 days, with recirculation of macro-filtered seawater. 2) Plates 30 days

later with a biofilm composed of macro and microalgae

EVALUACION DEL CONSUMO DE OXIGENO Y EXCRECION
DE AMONIACO (RESPIROMETRIA)

La tasa de respiracion se midié en base a un kilogramo de
T. atra en un respirometro abierto de 2 camaras, el cual fue
calibrado mediante rotametro, con un caudal de recambio de
1,94 L L-s"'. Se utilizaron dos oxigenémetros (YSI, 550; YSI
Environmental, Inc) para medir la concentracion de oxigeno
en la entrada y salida de la cdmara donde se encontraban los
caracoles. Cada sesion durd 120 min, en las cuales se midid
el oxigeno de los flujos de agua cada 10 min y cada 30 min.
El nitrégeno amoniacal (NH,-N), se midié por medio de un
evaluador multiparamétrico para laboratorio Hanna C-200
(Hanna Instruments, Woonsocket).

Para obtener la tasa de consumo de oxigeno (TCO,
mg-0,-kg'-h™), se utiliz6 la siguiente ecuacion:
(0,E-0,8)-G

B

TCO =

Donde, O,E es el oxigeno medido en el flujo de entrada
(mg-L"), O,S es el oxigeno medido en el flujo de salida
(mg-L"), G es el caudal de recambio (L-h') y B es biomasa
fresca (kg) (referida al peso total de los caracoles en
evaluacion).

ANALISIS ESTADISTICO

Para el porcentaje de ramoneo, TCO y excrecion de
desechos nitrogenados, se realizé un analisis estadistico
de estimacion, descrito por Ho et al. (2019), usando como
variable dependiente el consumo de algas (porcentaje
de superficie consumida) y como variable independiente
las clases de talla (Clase 1= <40 mm; Clase 2= 41-50
mm; Clase 3= 51-60 mm). Se utiliz6 la prueba de Mann-
Whitney (Bootstrap= 5000) para identificar la existencia de
diferencias significativas entre las distintas clases de talla.
El intervalo de confianza (IC) fue corregido por sesgo y
acelerado (BCa).

Para todos los analisis estadisticos se utilizo el software
R (R Core Team 2013).
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RESULTADOS

Los ejemplares de 7. atra de la Clase 1 consumieron 6,27
cm? de alga, los de la Clase 2 consumieron 5,58 cm? y los
de la Clase 3 consumieron 8,51 cm?, dentro de un periodo
de 24 h.

En base al analisis estadistico, las diferencias medias
no pareadas entre la Clase 1 y Clase 2 fue de 0,174 (IC:
95,0%, P=0,267); entre la Clase 1 y Clase 3 fue de 0,858
(IC: 95,0%, P=0,0105); y entre la Clase 2 y Clase 3 fue
de 0,684 (IC: 95,0%, P = 0,0445). Se pueden observar
diferencias significativas entre el porcentaje de ramoneo de
las clases de talla 1 y 3, asi como también entre las clases
de talla 2 y 3 (Fig. 2).

La evaluacion de TCO indicod que existen diferencias
significativas entre las distintas clases de talla, las
diferencias medias no pareadas entre la Clase 1 y Clase
2 fue de -0,707 (IC: 95,0%, P < 0,0001); entre la Clase 1
y Clase 3 fue de -0,12 (IC: 95,0%, P = 0,021); y entre la
Clase 2 y Clase 3 fue de 0,587 (IC: 95,0%, P<0,0001) (Fig.
3B). De este modo, los ejemplares de las Clases de talla
1 y 3 mostraron una mayor tasa de consumo de oxigeno
(TCO= 1,384 mg-0,-kg"'-h'; y TCO,= 1,401 mg-O, kg
"-h"), en comparacion a los de la Clase 2 (TCO,= 0,625
mg-O,kg'-h') (Fig. 3A).
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Figura 2. Porcentaje de superficie ramoneada (%-h) para 3 clases de talla (Clase 1= <40 mm; Clase 2= 41-50 mm; Clase 3= 51-60 mm) de Tegula
atra. La diferencia de medias para 3 comparaciones se muestra en el grafico de estimacion de Cumming anterior. Los datos sin procesar se trazan
en los ejes superiores; cada diferencia de medias se traza en los ejes inferiores como una distribucion de muestreo bootstrap. Las diferencias
medias se representan como puntos. Los intervalos de confianza del 95% estén indicados por los extremos de las barras de error verticales / Grazing
percentage area (%-h) for 3 size class (Class 1= <40 mm; Class 2= 41-50 mm; Class 3= 51-60 mm) of Tegula atra. The mean difference for 3 comparisons
is shown in the above Cumming estimation plot. The raw data is plotted on the upper axes; each mean difference is plotted on the lower axes as a
bootstrap sampling distribution. Mean differences are depicted as dots; 95% confidence intervals are indicated by the ends of the vertical error bars
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Figura 3. Respuesta respiratoria (mg-0,-kg*-h) de Tegula atra por clase de talla (Clase 1= <40 mm; Clase 2= 41-50 mm; Clase 3= 51-60 mm). A) Tasa
de consumo de oxigeno (TCO), en el tiempo. B) La diferencia de medias para 3 comparaciones se muestra en el grafico de estimacion de Cumming
anterior. Los datos sin procesar se trazan en los ejes superiores; cada diferencia de medias se traza en los ejes inferiores como una distribucion de
muestreo bootstrap. Las diferencias medias se representan como puntos. Los intervalos de confianza del 95% estan indicados por los extremos de
las barras de error verticales / Respiratory response (mg-0,-kg™-h) of Tegula atra by size class (Class 1= <40 mm); Class 2= 41-50 mm; Class 3= 51-60
mm). A) Oxygen consumption rate (TCO), over time. B) The mean difference for 3 comparisons is shown in the above Cumming estimation plot. The
raw data is plotted on the upper axes; each mean difference is plotted on the lower axes as a bootstrap sampling distribution. Mean differences are
depicted as dots; 95% confidence intervals are indicated by the ends of the vertical error bars
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Las diferencias medias no pareadas, en la cuantificacion
del amoniaco (NH,), entre la Clase 1 y Clase 2 fue de -1,0
(IC: 95,0%, P =0,0367); entre la Clase 1 y Clase 3 fue de
-0,316 (IC: 95,0%, P =0,391); y entre la Clase 2 y Clase
3 fue de 0,685 (IC: 95,0%, P = 0,178) (Fig. 4B). De este
modo, se pueden apreciar diferencias significativas entre
las clases 1y 2, observando que los individuos de menor
tamafo, generan un mayor aporte de amoniaco. Los valores
maximos fueron 2,258 mg-NH,-L"', 1,517 mg-NH,-L'y
1,967 mg-NH,-L"' para las clases 1, 2 y 3 respectivamente
(Fig. 4A).
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Los resultados permitieron determinar que, los ejemplares
de mayor talla de T atra (Clase 3) fueron los mas eficientes
en términos de consumo de algas dentro de un periodo de
24 h. Ademas, los organismos pertenecientes a las clases
de tallas pequenas y grandes (Clase 1 y Clase 3), fueron
quienes consumieron mayor cantidad de oxigeno dentro
de un periodo de 120 min. Finalmente, los organismos
de menor talla (Clase 1) emitieron la mayor cantidad
de desechos nitrogenados, dentro del mismo periodo de
evaluacion.
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Figura 4. Excrecién de deshechos nitrogenados (mg-NH,-L*) de Tegula atra por clase de talla (Clase 1= <40 mm; Clase 2= 41-50 mm; Clase 3= 51-
60 mm). A) Excrecién de amoniaco (NH,), en el tiempo. B) La diferencia de medias para 3 comparaciones se muestra en el grafico de estimacién
de Cumming anterior. Los datos sin procesar se trazan en los ejes superiores; cada diferencia de medias se traza en los ejes inferiores como una
distribucion de muestreo bootstrap. Las diferencias medias se representan como puntos. Los intervalos de confianza del 95% estan indicados
por los extremos de las barras de error verticales / Nitrogen waste excretion (mg:NH,-L?) of Tegula atra by size class (Class 1= <40 mm); Class 2=
41-50 mm; Class 3= 51-60 mm). A) Amoniac excretion (NH,), over time. B) The mean difference for 3 comparisons is shown in the above Cumming
estimation plot. The raw data is plotted on the upper axes; each mean difference is plotted on the lower axes as a bootstrap sampling distribution.
Mean differences are depicted as dots; 95% confidence intervals are indicated by the ends of the vertical error bars
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El presente estudio demuestra claramente que la
capacidad ramoneadora de 7. atra fue mayor en los
ejemplares de talla superior y por ende podrian ser los
candidatos ideales para el policultivo. Sin embargo, al
considerar la respirometria, los ejemplares de talla media
serian los mas indicados, por su bajo consumo de oxigeno
generando menor efecto negativo en la calidad del agua.

Actualmente, no existen estudios que incluyan
a moluscos gastropodos nativos en condiciones de
policultivos, por lo tanto, el presente estudio muestra las
primeras aproximaciones en este campo.

Segiin nuestras estimaciones, para mantener un estanque
de 5 m? limpio se necesitarian entre 270 y 400 ejemplares
de caracol negro (dependiendo de la talla). Sin embargo,
aun faltan estudios para determinar como se comportan
estos organismos a esta escala de cultivo, asi como en
compaiiia de otras especies en cultivo mixto dadas las
interacciones entre ellos en el medio natural (Pillay &
Kutty 2005).

A pesar de la falta de estudios a mayor escala, la
utilizacion de T atra en policultivos puede ser una buena
medida para disminuir el estrés causado por la limpieza
constante de los estanques, ya que esta especie presenta
una gran capacidad ramoneadora (Hidalgo ef al. 2013),
con un bajo consumo de oxigeno y baja excrecion de
desechos nitrogenados, lo que permite contar con un
nimero adecuado de ejemplares, sin perjudicar la calidad
del agua. Sin embargo, debe evaluarse la factibilidad
del desarrollo de cultivos de Tegula atra, desde su etapa
larval, para evitar causar un impacto negativo en las
poblaciones naturales, dado el nimero de ejemplares
que se necesitarian para mantener un estanque de peces
(Velasco et al. 2019). Por lo que, futuros estudios debieran
considerar cuan factible es obtener un suministro de larvas
bajo condiciones de laboratorio, cuéles son las condiciones
necesarias para mantener juveniles (parametros fisico-
quimicos) y el alimento necesario para mantenerlos (tipo,
cantidad y calidad), antes de alcanzar la talla 6ptima para
ser incorporados a los estanques con peces (Guzman del
Proo et al. 2006). Por otra parte, un factor importante para
considerar en proximas investigaciones es la temperatura
de estos policultivos, ya que este parametro puede influir en
la tasa de consumo de oxigeno en algunos moluscos (Borja
1987) y evaluar los posibles impactos que pueda tener la
presencia de 7. atra en los peces asociados, a través de la
medicion de indicadores de estrés fisiologicos.
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