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RESUMEN

La produccién de almeja constituye un sector econémico de elevadas posibilidades en el
litoral espafiol, especialmente en Galicia, comunidad donde est& concentrada la mayor parte del
cultivo de este molusco bivalvo. El presente trabajo tiene por objetivo estudiar como evolucionan
la talla, el peso (fresco y seco) y la mortalidad de dos de los venéridos méas comercializados en la
comunidad gallega, la almeja japonesa (Ruditapes philippinarum Adams & Reeve, 1850) y la
almeja fina (Ruditapes decussatus, Linnaeus, 1758). Ambas especies fueron cultivadas mediante
dos sistemas diferentes: sistema abierto, con un aporte continuo de fitoplancton y agua, y sistema
cerrado, donde se proporciona una Unica racion diaria de alimento. Ademas, se realiza el
seguimiento de un cultivo larvario de R. philippinarum a fin de estimar el tiempo de aparicion de
cada una de las etapas que componen dicho estadio de desarrollo. Los resultados obtenidos
mostraron los mayores crecimientos en la almeja fina al ser cultivada esta en sistema abierto,
mientras que para la almeja japonesa dichos valores se alcanzan con el sistema cerrado. El cultivo
larvario de almeja japonesa determind el inicio de su fase de larva D al segundo dia posterior a la
puesta, la etapa umbonada a los 6-7 dias, la larva pediveliger a partir de 17-18 dias y la postlarva
entre los dias 24-25.

ABSTRACT

Clam production is an economic sector of high potential in the Spanish coast, especially
in Galicia, where most of the culture of this bivalve mollusk is concentrated. The objective of this
work is to study the evolution of the size, the weight (fresh and dry) and the mortality of two of
the most traded venerids in the Galician community, the Manila clam (Ruditapes philippinarum
Adams & Reeve, 1850) and the grooved carpet shell (Ruditapes decussatus Linnaeus, 1758). Both
species were cultivated by two different systems: an open system, with a continuous supply of
phytoplankton and water, and a closed system, where a single daily ration of food is provided.
Moreover, a larval culture of R. philippinarum is monitored in order to estimate the time of
appearance of each of the phases that make up this stage of development. The results obtained
showed the highest growth in the grooved carpet shell when it is cultivated in the open system,
while for the Manila clam, these values are reached with the closed system. Manila clam’s larval
culture determined its beginning on the second day after laying with the D-stage, developing later
the umbonate stage at 6-7 days, the pediveliger larvae from 17-18 days and postlarvas between
24-25 days.
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1. INTRODUCCION

La almeja fina, Ruditapes decussatus (Linnaeus, 1758), y la almeja japonesa, Ruditapes
philippinarum (Adams & Reeve, 1850), son dos moluscos bivalvos microfagos pertenecientes a
la familia Veneridae cuya dieta se compone principalmente de fitoplancton y particulas organicas
presentes en el agua. Se trata de organismos filtradores bentdnicos infaunales que viven enterrados
en sustratos de arena y comparten habitat. Ocupan preferentemente la zona intermareal, aunque
existen también bancos submareales (JACUMAR, 2012).

Estas especies son euritermas (10-30°C, optimo a 20-22°C) y eurihalinas (10-50%o,
Optimo a 25-35%o), variando los umbrales segun la situacion geografica. Presentan, ademas, una
gran resistencia a la emersion, propiedad que les permite permanecer hasta varios dias fuera del
agua y soportar descensos ocasionales de salinidad de hasta el 0%. (Drummond et al., 2006; FAQ,
2005; Tezuka et al., 2013). La especie que mejor soporta estas bajadas de salinidad y los periodos
de desecacion es la almeja fina, motivo por el cual presenta un mayor valor de mercado al durar
mas tiempo su ciclo de comercializacion (JACUMAR, 2010; Ojea, 2013). Otros pardmetros que
determinan el desarrollo de ambas especies son el fotoperiodo, la cantidad de oxigeno disuelto en
el agua y la alimentacion; esta Gltima, junto con la temperatura, representan los dos factores de
mayor influencia sobre los procesos bioldgicos de las especies objeto de estudio (Aranda-Burgos
et al., 2014; Helm et al., 2006; Jara-Jara et al., 1997; Munari et al., 2011).

En cuanto a su distribucién, R. decussatus se extiende desde Noruega hasta Senegal y
desde las Azores, a través del Atlantico y del Mediterraneo, hasta el Canal de Suez y el Mar Rojo.
Esta especie se cultiva principalmente en Francia, Espafia, Portugal y la cuenca del Mediterraneo,
especialmente en Tunez (Figura 1). Por su parte, R. philippinarum es originaria de Japén, con una
amplia distribucion en los Océanos indico y Pacifico, desde Pakistan hasta las Islas Kuril. Ademas,
ha sido introducida a lo largo de la costa del Pacifico de Norteamérica, las islas de Hawaii y la
costa europea, desde el Reino Unido hasta la cuenca mediterrdnea. Al igual que la almeja fina,
presenta un gran potencial de produccion en Europa, en paises como Italia, Francia o Irlanda; sin
embargo, su cultivo se concentra fundamentalmente en China, siendo Estados Unidos y Japén
otros paises importantes en su obtencién (Figura 1) (FAO, 2005; JACUMAR, 2010; 2012).
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Figura 1: Principales paises productores de almeja fina (naranja), almeja japonesa (azul) o ambas especies
(verde). Datos obtenidos de las Estadisticas de Pesca de la FAO.

En lo referente a su anatomia, las almejas presentan una concha de naturaleza calcéarea
formada por dos valvas convexas y mas 0 menos ovaladas, una superficie externa de color variable
y un relieve marcado por estrias transversales y concéntricas. Las valvas son simétricas, estan
unidas entre si dorsalmente por el ligamento, de cuya elasticidad depende la apertura de la concha,
y se articulan gracias a la charnela o umbo.

La superficie interna de la concha esta cubierta por un tegumento denominado manto,
cuyos bordes estan libres en la region anterior para dejar paso al pie, un érgano musculoso que les
sirve tanto para desplazarse sobre el fondo como para enterrarse en €l, pero soldados en la region
posterior formando los sifones, dos prolongaciones tubulares retractiles recubiertas de numerosos
tentaculos en su extremo (Cervifio-Otero, 2011; Ojea, 2013; Pérez-Camacho, 1991; Ruiz-Azcona,
2013). A traveés del sifon inhalante ingieren agua y alimento, siendo el sifon exhalante el encargado
de expulsar, ademas de los productos sexuales, los restos de desecho en forma de pseudoheces
(Pérez-Camacho, 1991). Las principales diferencias anatomicas entre las dos especies objeto de

estudio aparecen recogidas en la Tabla | y la Figura 2.



Tabla I: Principales diferencias anatomicas entre la almeja fina y la almeja japonesa. Elaborado a partir de
FAO (2005), Helm et al. (2006), JACUMAR (2012), Pérez-Camacho (1991), Polanco et al. (2000) y Ruiz-
Azcona (2013).

Ruditapes decussatus Ruditapes philippinarum

Estrias de la

- Poco profundas Muy pronunciadas
superficie externa
Concha [— ; — . -
Area de insercion | Asimétrica e inexistente Asimétrica y visible en
del ligamento en la valva derecha ambas valvas
Caracteristicas Largos y separados Soldados en sus tres
) desde la base cuartas partes
Sifones

Extremo del sifén

. Doble fila de tentaculos Tres filas de tentaculos
inhalante

Figura 2: Principales diferencias anatémicas entre las almejas fina (2.a-b) y japonesa (2.c-d); superficie
interna y externa de la concha (2.ay 2.c) y tipo de sifones (2.b y 2.d).

Ambas especies son unisexuales con un ciclo reproductor anual, fecundacién externa y
ausencia de dimorfismo sexual. El periodo de desove es estacional y en Galicia se concentra
principalmente en los meses de mayo y agosto para la almeja fina (Ojea et al., 2002; 2004;
Rodriguez-Moscoso & Arnaiz, 1998), pudiendo prolongarse en el caso de la almeja japonesa hasta
octubre (Rodriguez-Moscoso et al., 1992; Ruiz-Azcona, 2013). El desarrollo larvario es indirecto
y da comienzo con la aparicion de la fase de larva D, estadio formado posteriormente a la larva
trocofora (Figura 3). Esta etapa larvaria esta formada por fases en las que se alternan periodos de
natacion, para los que se valen del velo, con otras en las que se arrastran por el fondo sirviendose

del pie y buscan un sustrato adecuado para fijarse y sufrir la metamorfosis, fase critica del proceso



(Helm et al., 2006; Ojea, 2013; Ruiz-Azcona, 2013). La duracion de este periodo estd
condicionada por factores ambientales y nutricionales (da Costa et al., 2012; Polanco et al., 2000;
Ruiz-Azcona, 2013; Yan et al., 2009).

e

Adulto

a Postlarva o Semilla

Larva pediveliger

Larva D

Larva trocofor:
Larva umbonada arva trocofora

Figura 3: Esquema general del ciclo de vida de una almeja. Elaborado a partir de fotografias cedidas por el
Centro de Cultivos Marinos (CIMA) de Ribadeo.

La comunidad gallega concentra la mayor parte del cultivo de estos venéridos debido a
sus condiciones climéticas y oceanograficas, variando su produccién anual de unas especies a
otras (APROMAR, 2016; Aranguren et al., 2014; Garcia-Fernandez et al., 2003; Pérez-Camacho,
2007). La Figura 4 muestra las fluctuaciones que ha experimentado la produccion y el precio de
las tres especies de venéridos mas cultivadas en Galicia durante los afios 2004-2015 (almejas fina,
japonesa y babosa). Con respecto a la almeja japonesa, su produccion se dispara a partir del 2007,
siendo el incremento en las almejas fina y babosa menos significativo. En los ultimos 3 afios
registrados, existe una marcada tendencia descendente en la produccién de almeja fina, hecho que
no ocurre en las dos especies restantes, las cuales no muestran un patron tan claro y cuyas
variaciones de produccion parecen ir de la mano. El declive producido en la cria de almeja fina se
ha visto compensado mayoritariamente por un incremento en la produccion de almeja japonesa,
siendo su valor medio de mercado (22 €/kg) mayor que en las otras dos especies estudiadas (12,5

€/kg en la almeja babosa y 7 €/kg en la almeja japonesa).
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Figura 4: Evolucion de la produccion (Kg, barras) y el precio en lonja (€/kg, lineas) de las almejas japonesa,
fina y babosa entre los afios 2004 y 2015. Datos obtenidos de la Plataforma Tecnolégica de Pesca; en
www.pescadegalicia.gal.

La produccion de semilla en criaderos representa una alternativa para tratar de solventar
la posible falta de reclutamientos naturales. Otras ventajas de estos recintos son su fiabilidad y la
posibilidad de obtener una semilla con unas caracteristicas concretas. El cultivo de las almejas en
un criadero comienza con la recogida y traslado de los progenitores procedentes del medio natural
y su posterior acondicionamiento, en el caso de ejemplares que se encuentran fuera de su época
de desove, y la induccion a la puesta, con los individuos maduros. El proceso de
acondicionamiento consiste en la estabulacién de los reproductores bajo unas condiciones de
temperatura, alimentacion y fotoperiodo especificas a fin de conseguir su maduracion sexual fuera
de la época natural. Los individuos maduros seran utilizados para inducir la puesta (puede
producirse también de manera espontanea) y obtener desoves con los que realizar la fecundacion
e iniciar el cultivo larvario. Esta etapa finaliza con la fijacion y la metamorfosis de las larvas,
momento tras el cual los individuos presentan el mismo aspecto externo que un ejemplar adulto,
comenzando asi el cultivo postlarvario. Inicialmente las postlarvas quedan retenidas en tamices
de 300 um y su cultivo se prolonga hasta que alcanzan una talla de 1,7 mm (tamiz de 1.000 um).
En este momento se inicia el cultivo de la semilla, el cual se prolongara hasta que esta presente un
tamafo adecuado para su preengorde en el medio natural (12-15 mm); hasta alcanzar una talla de
3-4 mm las semillas permanecen en el criadero, en el caso del CIMA de Ribadeo en la batea. El
cultivo finaliza con el engorde de la semilla en el medio natural hasta alcanzar la talla comercial
(40 mm) (Martinez-Patifio, 2013). Los cultivos pueden llevarse a cabo tanto en sistemas abiertos

como cerrados. En el primero de los casos, se afiade agua y alimento al tanque de manera continua,



mientras que en el sistema cerrado el volumen de agua se renueva dos o tres veces por semana y

se proporciona una Unica racion diaria de alimento.

El Centro de Cultivos Marinos de Ribadeo (CIMA), dependiente de la Conselleria do Mar,
representa uno de los primeros criaderos dedicados al cultivo de moluscos bivalvos. En él se
realiza una investigacion orientada y aplicada, cuya finalidad es lograr la gestion racional y eficaz
de los recursos marinos renovables en el ambito geografico dependiente de la Comunidad
Autdénoma de Galicia. Ademas de las almejas fina y japonesa, son muchas otras las especies que
han sido cultivadas en este Centro: almeja babosa (Venerupis corrugata Gmelin, 1791), almeja
rubia (V. romboides Pennant, 1777), coquina (Donax trunculus Linnaeus, 1758), longueirdn
(Ensis magnus Schumacher, 1817), navaja (E. siliqua Linnaeus, 1758), longueirdn vello (Solen
marginatus Pulteney, 1799), erizo de mar (Paracentrotus lividus Lamarck, 1816) y erizo aguado
(Echinus esculentus Linnaeus, 1758). El cultivo de almejas se desarrolla desde las primeras fases

(acondicionamiento), hasta alcanzar las tallas adecuadas para su traslado al medio natural.



2. OBIJETIVOS

El objetivo principal de las practicas consistié en conocer el funcionamiento de un criadero
de moluscos bivalvos, no s6lo en lo referente a las diferentes etapas que componen el desarrollo
larvario y juvenil de los venéridos, sino también en la importancia que presenta el llevar a cabo

un correcto cultivo de fitoplancton y un control diario de los parametros que influyen en el cultivo.

El presente trabajo estudia la posible influencia que presentan los diferentes sistemas de
cultivo (abierto o cerrado) sobre el crecimiento, el peso y la mortalidad de las semillas de almeja
fina y japonesa disponibles al inicio de las practicas, controlando diariamente la temperatura, la
alimentacion, la salinidad, el oxigeno disuelto y los flujos de agua y fitoplancton de los tanques
de cultivo. Esto nos permitio averiguar cual de los sistemas anteriores seria el mas adecuado para

llevar a cabo el cultivo de la semilla de las especies mencionadas.

Por otro lado, se realizé también el seguimiento de un cultivo larvario de almeja japonesa
a fin de conocer la duracién y la talla media de cada uno de los diferentes estadios que componen
dicha etapa. Ademas, se estudiaron también las principales trasformaciones y estructuras de cada

una de las fases anteriores.



3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Seguimiento de un cultivo larvario de almeja japonesa

3.1.1. Origen de los progenitores

El seguimiento del desarrollo larvario de la almeja japonesa, R. philippinarum, se realiz
a partir de un desove espontaneo de reproductores procedentes de una cetarea situada en Rinlo
(Ribadeo, Lugo). Los ejemplares llegaron al CIMA el dia 19 de octubre, teniendo lugar su desove

al dia siguiente.

3.1.2. Estabulacion de las larvas

El cultivo larvario fue realizado mediante sistema cerrado y dio comienzo con el desove
de los progenitores, a partir del cual se obtuvieron huevos fecundados. Estos huevos fueron
recogidos e incubados en tanques troncoconicos de fibra de vidrio de 500 L de capacidad (Figura
5), siendo la densidad inicial del cultivo de 2.700.000 larvas (5,4 larvas/mL). El mantenimiento
de dichos tanques se realizé cada dos dias y el agua de mar utilizada para su llenado es previamente
calentada por una caldera (temperatura de salida préxima a 21°C), filtrada por filtros de arena y
de cartucho de 5 um vy esterilizada por ultravioleta. El cultivo se mantuvo en unas condiciones de
temperatura y salinidad de 20+1°C y 32,5-33,2%o, respectivamente. Al no tratarse de una sala
acondicionada, para evitar los descensos bruscos de temperatura propios de los meses de otofio,
fue necesario colocar termostatos (EHEIM JAGER-3619 300W) en los tanques. Tanto los huevos
como posteriormente las larvas fueron sometidos en todo momento a una aireacion ligera y

constante.

Las larvas se alimentaron diariamente con una dieta multiespecifica y de idéntica
concentracion a la utilizada para el cultivo de semilla (explicado en el apartado 3.3.), variando su

racion diaria en funcion de las necesidades del cultivo.

El protocolo utilizado para el estudio de las diferentes fases del cultivo vari6 en funcién

del grado de desarrollo de las larvas:

e Larvas nadadoras (larvas D y umbonada): se sitGan bajo el desagiie del tanque una serie
de tamices de mayor a menor luz de malla, colocando debajo de todos ellos una bandeja

que mantenia a las larvas en agua (Figuras 5.a). Una vez vaciado el tanque, se chorrean



las larvas retenidas en los distintos tamices. A medida que avanzaron los dias de cultivo

se fue incrementando la luz de malla.

e Larvasen fijacion (pediveliger y postlarva): el cultivo tiene lugar en los mismos tanques
que la etapa anterior, pero en este caso se emplean tambores con fondo de malla y un
flujo forzado “air-lift” descendente donde las larvas realizan la fijacion y la metamorfosis
(Figura 5.b). Se considerd el inicio de la fijacién cuando mas del 50% de las larvas
presentaban pie. El fondo de malla inicial fue de 150 um y este se aumentd con el paso
de los dias. Al igual que en la etapa anterior, las larvas se chorrearon también tres veces

por semana.

La prueba experimental finalizé cuando las postlarvas quedaron retenidas en los tamices de
400 y 500 pum de luz de malla (30 de noviembre), momento en el cual fueron trasladadas a otros

tanques en abierto donde da comienzo el cultivo de la semilla.

Figura 5: Esquema del material empleado para llevar a cabo el cultivo de larvas en fase nadadora (5.a) y
larvas en fase de fijacion (5.b).

3.1.3. Visionado al microscopio optico

Con el fin de controlar el estado de las larvas y los tiempos de aparicion de cada una de
las etapas que componen el desarrollo larvario de R. philippinarum, asi como para realizar una

estimacion aproximada de su tamafio y poder conocer las principales estructuras anatémicas



desarrolladas durante las mismas, a partir de la fase de larva D, se llevaron a cabo muestreos in
vivo cada dos dias. Para ello, se recogié una muestra de cada uno de los tamices donde quedaban
retenidas las larvas, siendo fotografiados y medidos de manera aleatoria al menos 25 individuos,
haciendo uso del software Leica Application Suite (LAS) Version 4.7.2 acoplado a un microscopio
Optico Leica DM750. La medicion utilizada para estudiar el crecimiento de las larvas fue la
longitud maxima del eje antero-posterior de su concha y se considero la aparicion de un nuevo

estadio larvario cuando mas de la mitad de los individuos lo habian alcanzado.

3.2. Pruebas con sistemas de cultivo de semilla

Durante el desarrollo de las practicas se realizaron dos experiencias que tuvieron por
objetivo determinar si existen diferencias significativas en el crecimiento, el peso y la mortalidad,
cuando la semilla es cultivada mediante los sistemas de cultivo abierto y cerrado. La primera de
las pruebas (Prueba 1) tuvo una duracion de tres semanas (desde el 25 de octubre hasta el 10 de
noviembre) y en ella se utilizaron tanto semillas de almeja fina como de almeja japonesa. Las
elevadas mortalidades registradas en la almeja fina provocaron que se detuviera el cultivo de dicha
especie, siendo sustituida esta en la segunda prueba por otro lote de almeja japonesa (Prueba 2).
La segunda experiencia tuvo lugar entre el 10 de noviembre y el 18 de enero y sirvid para
proporcionarnos un numero de réplicas mas representativo de cada sistema, con el cual poder

realizar la discusion de los resultados.

3.2.1. Origen de los progenitores

Los estudios fueron realizados a partir de una semilla que estaba siendo cultivada en el
CIMA en el momento del inicio de las practicas, lugar donde se llevd a cabo su desarrollo
embrionario y larvario. La semilla de almeja fina utilizada para la Prueba 1 procede de un desove
inducido del 7 de junio de reproductores originarios de Figueira da Foz (Portugal) llegados al
Centro el dia 15 de marzo. Toda la semilla de almeja japonesa (Pruebas 1 y 2) proviene de un
desove espontaneo del 9 de julio de progenitores procedentes de Cambados (Pontevedra) que

llegaron al CIMA el 7 de julio.

3.2.2. Estabulacién y control inicial de la semilla

El experimento tuvo lugar a partir de 12 lotes de semillas (3 réplicas por especie y para

cada sistema de cultivo), homogéneos en talla y peso, que fueron colocados en cilindros de PVC
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de 20 cm de didmetro y 25 cm de altura; el fondo de dichos recipientes se cubri6 previamente con
una malla de 150-200 um de luz. EI mantenimiento de estos cilindros se realiz6 una vez por
semana mientras que las semillas fueron lavadas por chorreo diariamente. Cada uno de los
cilindros conté ademas con un sistema de aireacion que les proporcionaba un flujo de agua forzado
por “air-lift” descendente.

Los lotes preparados para la Prueba 1 presentaron un peso inicial de 50 g y una talla
superior a los 1.000 um, no obstante, en la Prueba 2 fue necesario ajustar dicho peso debido al
crecimiento producido en los lotes que fueron reutilizados de la experiencia anterior. EI nmero
de individuos, la densidad y los valores de peso fresco (PF) y seco (PS) totales resultantes del
control inicial realizado a cada uno de los cilindros que componen ambas pruebas, aparecen
recogidos en las Tablas 11y I1I.

Tabla II: VValores iniciales obtenidos en los cilindros de la Prueba 1 para cada sistema de cultivo.

Almeja fina Almeja japonesa

PF p Densi PF p Densi

Ne Ind. | SEgT)Otal (igjrg?)d NeInd. | 7)™ SE@JT)Otal (ig?rgg)d
_ C1 | 29.839 | 50,00 | 2757 | 159 | 40484 | 50,00 | 2483 | 1,59
2';’:2:2 c2 | 30625 | 50,00 | 27,59 | 159 | 39.000 | 50,00 | 2488 | 1,59
c3 | 28939 | 50,00 | 26,70 | 159 | 36.290 | 50,00 | 2252 | 1,59
_ C1 | 29.355 | 50,00 | 26,59 | 159 | 36.200 | 50,00 | 2462 | 1,59
f;itggs c2 [ 30625 | 50,00 | 2822 | 1,59 | 38.092 | 50,00 | 2355 | 1,59
c3 [ 20850 | 50,02 | 2800 | 159 | 38.402 | 5002 | 2504 | 159

Tabla llI: Valores iniciales obtenidos en los cilindros de la Prueba 2 para cada sistema de cultivo.

Almeja japonesa Tanque 1 Almeja japonesa Tanque 2
PF total | PS 1otar | Densidad PF totar | PS 1otar | Densidad
NI g | @ | k) [N @) | @ | (kg

_ C1 | 42365 | 6314 | 2093 | 201 | 38360 | 6323 | 2999 | 201
Sa';itgzj C2 | 43771 | 5915 | 2950 | 1.88 | 40.029 | 59,09 | 27.48 | 188
C3 | 41031 | 57,79 | 3020 | 184 | 36420 | 57,81 | 2841 | 184

_ Cl | 47120 | 6351 | 31,20 | 202 | 36.859 | 6355 | 29.86 | 202
S;tggz c2 [ 42987 | 61,41 | 3043 | 1,96 | 34.895 | 6158 | 3445 | 1,96
c3 | 42635 | 59,49 | 30,00 | 190 | 34614 | 5968 | 3046 | 1,90

11



3.2.3. Sistemas de cultivo empleados

El cultivo de las dos especies objeto de estudio se llevo a cabo, en ambos casos, a través
de un sistema abierto y de un sistema cerrado. Los tanques empleados para cada sistema difieren
no solo en su forma y dimensiones, sino también en la capacidad y el material que los componen
(Figura 6). En el interior de dichos tanques fueron colocados tres de los cilindros descritos

anteriormente (un tanque para cada especie en la Prueba 1).

Figura 6: Esquema de los sistemas de cultivo de semilla. 6.a) Sistema abierto, tanque troncocdnico de 500 L;
6.b) Sistema cerrado, tanque cilindrico de 400 L.

El cultivo en sistema abierto fue realizado en dos tanques similares a los utilizados para
el cultivo larvario (Figura 6.a), pero en los que las semillas recibieron un aporte continuo de agua
y fitoplancton, siendo este ultimo dosificado y repartido mediante el uso de bombas peristalticas.
El flujo de entrada de agua fue regulado diariamente y presentd unos valores de 110+10 mL/min
(158+14 L/dia) para la Prueba 1 y 120+15 mL/min (173+22 L/dia) en la Prueba 2. El aporte de
fitoplancton se mantuvo més constante, con un flujo medio de 35 mL/min (50 L/dia) en ambas
experiencias, y supuso una racion diaria del 5,1% (Prueba 1) y 2,7% (Prueba 2) de su peso seco
con respecto al peso seco de cada semilla. El agua de los tanques de la Prueba 1 se mantuvo a
temperatura ambiente, alcanzando valores iniciales de 20°C y finales de 16°C, su salinidad fue de
33,1+0,1%o y la concentracion de oxigeno disuelto en agua de 7,254+0,2 mg/L. Las variaciones de

temperatura registradas durante el mes de noviembre (15-19°C) hicieron que fuese necesario

12



colocar termostatos en los tanques de la Prueba 2. Estos fueron conectados el dia 1 de diciembre
y a partir de esta fecha la temperatura se mantuvo a 21+1°C. La salinidad a lo largo de la segunda

experiencia fue de 32,9+0,4%o y la concentracion de oxigeno en agua de 7+0,65 mg/L.

El cultivo en sistema cerrado fue llevado a cabo en dos tanques de plastico cilindricos
con una capacidad de 400 L donde no existia un aporte continuo de fitoplancton ni agua (Figura
6.b). Las semillas se alimentaron diariamente con un volumen de fitoplancton de 20 L/tanque/dia
para la Prueba 1, mientras que en la Prueba 2 este vari6é de 20 a 50 L/tanque/dia en funcién del
consumo observado. La alimentacidn supuso una racion diaria del 1,6% (Prueba 1) y 1,8% (Prueba
2) de su peso seco con respecto al peso seco de cada individuo. El agua de los tanques de la Prueba
1 se mantuvo a temperatura ambiente, alcanzando valores iniciales de 21°C y finales de 19°C, y a
la misma salinidad que en el sistema abierto. El rango de las concentraciones de oxigeno disuelto
en agua fue ligeramente superior a las observadas en el sistema anterior, presentando en este caso
valores de 7,35+0,35 mg/L. En los tanques de la Prueba 2 se colocaron también termostatos para
tratar de mantener una temperatura lo mas constante posible, estos fueron conectados el dia 25 de
noviembre y a partir de ese momento la temperatura se mantuvo a 21+1°C (hasta la fecha habia
sido de 16,3+£1°C). La salinidad a lo largo de esta segunda experiencia fue de 32,9+0,5%o y la
concentracion de oxigeno en el agua de 7,3+0,5 mg/L. A diferencia del sistema anterior, cada uno
de los tanques del sistema cerrado cont6 con un flujo forzado “air-lift” descendente para tratar de

repartir lo mas homogéneamente posible el alimento que se le proporcionaba a las semillas.

El mantenimiento de los tanques del sistema abierto se realizd una vez por semana,
momento que fue aprovechado para limpiar todos los cilindros de la prueba; en el sistema cerrado
esta actividad tuvo lugar cada dos dias. Por su parte, el tratamiento y mantenimiento del agua y
las tuberias del fitoplancton fueron idénticos a los realizados en el cultivo larvario, siendo en este

caso la temperatura de llenado de los tanques de 20+1°C.

3.2.4. Controles y medida de parametros

Los parametros que han sido evaluados en cada una de las pruebas para estudiar la

evolucion de las semillas fueron los siguientes:

1. Temperatura, salinidad y concentracion de oxigeno disuelto en el agua

Los tres factores fueron controlados diariamente tanto en los tanques del sistema abierto

como en los del sistema cerrado, siendo utilizado para su evaluacion los medidores
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multiparamétricos portatiles WTW ProfiLine Multi 1970i (temperatura y salinidad) y HACH
HQ30d (oxigeno disuelto).

2. Talla, pesos y mortalidad de la semilla

Los controles de los parametros de crecimiento y mortalidad se realizaron cada 10 dias,
aproximadamente. La medida escogida para determinar la talla media de las semillas fue la
longitud maxima del eje antero-posterior de su concha. Para ello fueron seleccionados de manera
aleatoria 25 ejemplares de cada uno de los cilindros, los cuales se fotografiaron y midieron con el
programa de andlisis de imagen NIS-Elements BR 3.0, acoplado a una lupa Nikon SMZ-10A. Para
obtener la tasa de mortalidad y los diferentes pesos, se pesaron en una balanza de precision CB
Complet (0,01 g de precision) tres sublotes de 0,1 g por cilindro (Figura 7). EI nimero de semillas
presente en cada réplica anterior servird para conocer su peso fresco individual, mientras que el
porcentaje de mortalidad fue estimado por contaje visual de los individuos vivos y muertos de
cada sublote. Una vez conocidos el peso fresco y la mortalidad, cada sublote se envolvio en papel
de aluminio y fue introducido en una estufa J.P. Selecta Conterm a 100°C durante al menos 24
horas, proceso tras el cual pasaron una hora en un desecador de vacio Simax GL36. Finalmente,
para conocer el peso seco de cada sublote, se pesaron estos en una balanza de precisién Scaltec
SBC-22 (0,01 mg de precision). Al finalizar la Prueba 2, los cilindros de cada uno de los
sistemas fueron tamizados conjuntamente a fin de estimar el nimero total de semillas retenidas

en cada luz de malla (1000-3500 um).
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Figura 7: 7.a) Réplicas de los cilindros del sistema abierto para realizar los estudios de la talla, el peso y
la mortalidad; 7.b) Evolucidn de la talla a lo largo del cultivo, semillas resultantes del tamizado final.

3. Flujos de agua vy fitoplancton

Los flujos de agua y fitoplancton fueron medidos diariamente en los tanques del sistema

abierto.
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4. Densidad de fitoplancton

Ademés de la densidad diaria de fitoplancton empleada para la alimentacion de las
semillas de los dos sistemas, en el sistema cerrado se midio también su densidad inicial (una vez
afiadido el alimento) y final (pasadas 24 horas). De esta manera fue posible realizar una estimacion
del fitoplancton consumido cada dia, a partir de la cual se decidio si era necesario aumentar o
mantener su dosis diaria. Las medidas de las densidades citadas anteriormente fueron calculadas
por conteo visual en el microscopio 6ptico Nikon Alphaphot-2 YS2 haciendo uso de una cdmara
cuentaglébulos tipo Blrker; para facilitar el recuento, las muestras se fijaron afiadiendo una
pequefia cantidad de formol al 4%. La densidad media de fitoplancton registrada a lo largo de las

practicas fue de 998 células/uL.

5. Peso seco del fitoplancton

Las mediciones del peso seco del fitoplancton utilizado en la alimentacion se realizaron
dos veces por semanay para ello fue necesario emplear un colector de filtracion multiple Millipore
1225. En el interior de dicho instrumento se disponen filtros Whatman 934-AH de 25 mm de
didmetro, previamente muflados en un horno Herotec 10-PR/300 8B para eliminar la posible
materia organica que puedan contener. Los tubos y filtros son pesados en una balanza de precision
Scaltec SBC-22 (0,01 mg de precision). Una vez conocida la densidad del fitoplancton, se filtran
30-40 mL de este y se lavan los filtros con una pequefia cantidad de formiato amonico al 3% (10
mL), solucién que ayuda a precipitar las microalgas y elimina las sales presentes en el agua de
mar. Los tubos con los filtros fueron guardados en un congelador (-80°C) hasta el momento de su
liofilizacion, proceso tras el cual permanecieron 1 hora en el desecador Simax GL36 para ser
nuevamente pesados y obtener asi el peso seco. La liofilizacion tuvo lugar en un liofilizador VirTis
AdVantage BenchTop y en ella se elimina el agua contenida en las células por sublimacion,
manteniéndose estas congeladas y en vacio a lo largo de todo el proceso. El peso seco medio de
cada célula microalgal fue de 0,062 ng, este valor fue utilizado para el calculo de la determinar la

racion diaria de alimento.

3.2.5. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos en las Pruebas 1 y 2 fueron analizados y comparados
estadisticamente mediante el test de permutaciones de Fisher (1935). En particular, hemos optado
por utilizar un test de permutaciones con una cola y dos muestras no pareadas, haciendo uso de

100.000 randomizaciones distintas. EI motivo por el cual se seleccion dicho test es debido a que
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permite realizar inferencia estadistica no paramétrica sin necesidad de ningln supuesto previo
sobre la distribucion de la poblacion, siendo posible evaluar medias cuando los tamafios
muestrales son relativamente pequefios. No nos parecio relevante realizar un test de anélisis de la
varianza (ANOVA) pues en este trabajo lo que nos interesa estudiar es la significancia de las
diferencias observadas en la media muestral de la talla, peso y mortalidad de las semillas, no su
variabilidad en distintas situaciones. El nivel de significancia estadistica utilizado para contrastar
los resultados fue del 95% (p-valor = 0,05). Para el analisis estadistico realizado sobre los peso
fresco y seco y la mortalidad fueron utilizados los valores medios obtenidos tras el pesaje de las
réplicas de 0,1 g de cada cilindro; sin embargo, la talla fue medida de manera individualizada con
el tamafio obtenido en cada semilla. Por lo tanto, el tamafio muestral empleado para el estudio del
peso y la mortalidad fue de 6 muestras (3 valores para cada especie y sistemas), mientras que en

la talla este fue de 150 muestras (75 individuos medidos en cada especie y sistema).

3.3. Cultivo de fitoplancton

El Centro de Cultivos Marinos de Ribadeo dispone de tres sistemas de cultivo para
garantizar una produccion de microalgas capaz de suplir las necesidades establecidas en el
criadero: el sistema discontinuo (batch) en camara isotérmica y los sistemas continuo y
discontinuo realizados en el invernadero del Centro. Para la elaboracion del presente trabajo

Unicamente fueron necesarios los dos primeros.

Las distintas fases de cultivo (semillas y larvas) fueron alimentadas en todo momento con
una dieta mixta procedente del sistema continuo constituida por Tetraselmis suecica ((Kylin)
Butcher, 1959), Isochrysis galbana (Parke, 1949), Diacronema lutheri ((Droop) Bendif & Véron,
2011), Chaetoceros calcitrans ((Paulsen) Takano, 1968), C. gracilis (Schutt, 1895) y C. muelleri
(Lemmermann, 1898). En la Figura 8 se muestran algunas de las especies mencionadas. Este
sistema de produccidn monoespecifico es conocido como “Sea Salter Continuous Algal
Production Systems” y estd basado en un aporte de medio nutritivo y una cosecha microalgal
constantes (26-34 L/dia/bolsa), realizandose el proceso en 46 bolsas de polietileno de 400 L. El
agua de entrada es tratada en primer lugar con CO, y posteriormente esterilizada por
pasteurizacién a 75°C durante 30 minutos. Los nutrientes empleados se corresponden al medio
John Bayes, el cual se compone de una solucién de nitrato amonico, fosfato aménico y EDTA, a

la que se le afiaden otra solucion de tricloruro de hierro, oligoelementos (Zn, Mn, Mo, Coy Cu) y
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vitaminas (B1, B12 y H); para el cultivo de la diatomea Chaetoceros fue necesario afiadir

manualmente y dos veces por semana una solucion enriquecida en silicatos (sodio-silicato).
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Figura 8: Especies microalgales utilizadas para la alimentacion de las larvas y las semillas. 8.a) Tetraselmis
suecica; 8.b) Isochrysis galbana; 8.c) Diacronema lutheri; 8.d) Chaetoceros sp.

CAMARA ISOTERMA Botellones de 6L

Bolsas de 400 L

Figura 9: Camara isoterma e invernadero del CIMA donde se realizan los cultivos discontinuo y continuo de
fitoplancton, respectivamente. Cultivo escalonado en cdmara.

El cultivo se mantiene bajo unas condiciones de temperatura y luz ambientales, no
obstante, cada bolsa presenta también un aporte de luz artificial generado por parrillas de luz led.
El encendido y apagado de dicha luz se regula mediante un temporizador que permite ajustar el
fotoperiodo seguin las necesidades deseadas, actualmente es de 18:6 (luz:oscuridad). La aireacion
de las bolsas es constante. Con el objetivo de conseguir que el sistema permaneciera lo mas
axénico posible, a la canalizacion de la cosecha, los nutrientes y el agua se les aplica vapor a 100°C
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dos veces por semana; ademas, al igual que en los dos cultivos anteriores, fue realizado tambien
un estudio de microbiolégico tanto del fitoplancton presente en la tuberia y en el tanque de cosecha

como del agua empleada para el llenado de las bolsas.

La inoculaciéon de las bolsas del sistema continuo es llevada a cabo a partir de los
botellones cultivados en la cdmara isoterma con sistema batch. El cultivo es monoespecifico y
escalonado, desde cepas en tubos de 20 mL hasta botellones de 6 L (Figura 9), todo ello bajo unas
condiciones de temperatura (1940,5°C) y luz (Iamparas fluorescentes) constantes. Los botellones
disponen ademas de un flujo continuo de aire enriquecido con CO>. El agua de mar utilizada, 32-
34%o de salinidad, es filtrada mediante filtros de arena y filtros de cartucho de 5 um y esterilizada,
junto con los recipientes empleados para el cultivo, en autoclave a 120°C y 2bar. Tras este proceso
el agua es enriquecida con el medio nutritivo comercial ALGAL (Aqualgae), el cual se compone
de macronutrientes (nitrato de sodio y dihidrogenofosfato de sodio), oligoelementos (Fe, Zn, Mn,
Mo, Co, Cuy EDTA) y vitaminas (B1, B12 y H). Al igual que en las bolsas del sistema continuo,

para el cultivo de diatomeas se afiadié también sodio-silicato.
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4. RESULTADOS

4.1. Seguimiento de un cultivo larvario de almeja japonesa

La Tabla IV recoge el tiempo de aparicion y la talla media inicial de los cuatro estadios
larvarios identificados en R. philippinarum durante el desarrollo del cultivo (larva D, larva

umbonada, larva pediveliger y postlarva).

Tabla IV: Estadios larvarios de R. philippinarum. Tiempos de aparicién desde la fecundacion y rango de tallas
iniciales de cada estadio.

Estadio larvario Dias tras el desove Tamafio (um)
Larva D 2 97 - 108

Larva umbonada 6-7 132 - 147

Larva pediveliger 17-18 230 - 247
Postlarva 24 - 25 252 - 278

Como se puede observar, al segundo dia tras la puesta, la larva trocéfora se transforma en
una larva D veliger cuyo tamafio oscilé entre 97 um y 108 um. En dicho estadio, las valvas
(prodisoconcha 1) envuelven ya todas las partes blandas del animal. Las caracteristicas mas
representativas de esta etapa son la presencia de una charnela recta (Figura 10.a) y un velo ciliado,
este Ultimo presente durante todos los estadios de larva nadadora. Los cilios del margen exterior
del velo permiten a las larvas nadar durante breves periodos de tiempo y mantenerse en la columna

de agua (Figura 10.c).

Transcurridos 6-7 dias desde la puesta, la larva comienza a experimentar un cambio en la
morfologia de su concha, perdiendo su forma caracteristica de “D” y pasando a umbonarse a nivel
de la charnela (Figura 10.b). Los resultados de las mediciones realizadas (Tabla IVV) muestran una

longitud de 132-147 um para esta etapa del desarrollo.

El siguiente estadio larvario aparece 17-18 dias después de la puesta. Los individuos miden
230-247 um y la fase debe su nombre (larva pediveliger) a la presencia simultanea del velo y el
pie (Figura 10.d). Una vez desarrollado dicho pie, y con el objetivo de que tuviera lugar la
metamorfosis y su fijacion, el cultivo fue trasladado al interior de un tambor cuya luz de malla ird

creciendo posteriormente a medida que lo hace el tamafio larvario. La densidad larvaria al inicio
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de la etapa de fijacién fue de 1.900.000 individuos (3,8 larvas/mL) y la supervivencia registrada
del 70,4% (la densidad inicial fue de 5,4 larvas/mL). Durante el proceso de metamorfosis, fase
critica del cultivo, el velo se reabsorbe y pierde su funcion locomotora y alimenticia (Figura 10.d),
momento en el cual da comienzo el desarrollo de los filamentos branquiales. Tiene lugar, por lo

tanto, el paso de una forma de vida plancténica a un modo de vida sésil.

El Gltimo estadio larvario comenzé al finalizar la metamorfosis (24-25 dias posteriores al
desove) y en él las postlarvas mostraron una longitud de 252-278 um y un aspecto similar al de
una almeja adulta. En esta fase el velo ha desaparecido completamente y el pie se mantiene bien
desarrollado. La identificacion de dos sifones todavia en formacion hace suponer que esta ultima
etapa representa aquella donde las larvas desarrollan sus aparatos digestivo, vascular y excretor
(Figura 10.e). Transcurridos 27-28 dias desde la puesta, la totalidad del cultivo se encontraba en
fase de postlarva, siendo las tallas registradas de 260-360 um. Al finalizar la prueba, las larvas
presentaron una longitud de 430-670 pm.

Figura 10: Etapas del desarrollo larvario en R. philippinarum. 10.a) Larva D con charnela recta; 10.b)
Larva umbonada; 10.c) Larva veliger con velo ciliado; 10.d) Larva pediveliger con pie bien desarrollado y
velo en proceso de reabsorcidn; 10.e) Postlarva con pie sacando uno de los sifones.

Durante los diferentes muestreos y tamizados, a medida que aumentaba el tamafio de las
larvas fue necesario incrementar también la luz de malla de los tamices y, posteriormente, de los
tambores utilizados en dichos procesos. Segun los resultados generales obtenidos en este trabajo,
las fases larvarias natatorias quedan retenidas en tamices de 45-60 um (larva D) y 90-120 pm

(larva umbonada), mientras que las larvas pediveliger y postlarvas hacen lo propio sobre mallas
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de 150-170 um y 200-500 um, respectivamente. En el caso de las postlarvas, se ha considerado

como tamafio méaximo el Gltimo estudiado hasta el momento en el que finalizé la prueba.

La Figura 11 muestra el crecimiento y la talla media diarios registrados en cada uno de los
muestreos realizados en los 40 dias que dur6 el cultivo larvario. Como se puede observar, la
velocidad de crecimiento experimentada por las larvas en fase D (103-130 um) es similar a la
registrada en el caso de las larvas umbonadas (130-217 um), pero superior a la que tiene lugar en
la fase pediveliger (217-246 pm). Los mayores crecimientos se registraron en la etapa postlarvaria,
con tamafios medios que van de 246 um a 566 pm. El crecimiento en longitud de R. philippinarum
durante toda la fase larvaria se ajusta a un modelo lineal, siendo los incrementos diarios medios
registrados de 7,64 um para la etapa de natacion y de 15,74 um en la de fijacion. El crecimiento
medio total a lo largo del cultivo fue de 10,7 um/dia. Entre los dias 15y 22 posteriores a la puesta,
correspondientes al final de la fase umbonada y practicamente la totalidad de la etapa pediveliger,
el crecimiento larvario se detuvo como consecuencia del proceso de metamorfosis. Durante este
periodo, las larvas invierten practicamente la totalidad de su energia en desarrollar el pie para la

fijacion; por este motivo, el crecimiento registrado fue de tan solo 29 um.
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Figura 11: Crecimiento diario (um) experimentado por las larvas de R. philippinarum durante los 40 dias
posteriores a tener lugar la puesta.
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4.2. Pruebas con sistemas de cultivo de semilla

4.2.1. Prueba 1: Cultivo de almeja fina y almeja japonesa

La escasa duracion de esta prueba no nos permite obtener unos resultados y unas
conclusiones tan representativas como las obtenidas en la Prueba 2; sin embargo, sirven para
hacerse una ligera idea de la posible tendencia que presentarian las dos especies objeto de estudio
al ser cultivadas en un criadero mediante los sistemas abierto y cerrado. Los resultados obtenidos

en la Prueba 2 serviran para verificar las conclusiones obtenidas en esta primera experiencia.

4.2.1.1. Evolucién de la talla

La Figura 12 recoge la talla media registrada para cada especie en los diferentes tanques
de cultivo. Los mayores tamarfios alcanzados en la semilla de almeja fina tuvieron lugar al ser
cultivada en sistema abierto, mientras que en la almeja japonesa esto sucedid en el sistema cerrado.
Al inicio de la experiencia, la semilla depositada en los tanques de cultivo present6 un tamafio
medio muy similar (1.755£17 pum), creciendo finalmente la almeja fina hasta los 1.899 um
(sistema abierto) y 1.779 um (sistema cerrado) y la almeja japonesa hasta tallas de 1.879 um
(sistema abierto) y 2.033 um (sistema cerrado). Estos incrementos de talla se traducen en una tasa
de crecimiento en R. decussatus del 9,17% para el sistema abierto y del 1,74% en el sistema
cerrado, mientras que en R. philippinarum dichos valores fueron del 6,06% y un 16,97%,
respectivamente. Los resultados obtenidos Unicamente mostraron diferencias significativas al
comparar entre si la talla final de ambas especies (p-valor = 0,0041 < 0,05). Estos resultados hacen
suponer que la tasa de crecimiento de la almeja japonesa es superior a la de la almeja fina, lo cual

podria ser explicado por la presencia de un metabolismo mas activo en la primera de las especies.
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Figura 12: Evolucion de la talla (um) registrada en las semillas de R. decussatus (AF) y R. philippinarum
(AJ) alo largo de los 20 dias que dur6 la Prueba 1.
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4.2.1.2. Evolucién de los pesos fresco vy seco

El crecimiento experimentado por las semillas en los pesos fresco y seco a lo largo de
los 20 dias que duro la Prueba 1 aparece representado en las Figuras 13 y 14, respectivamente.
Ambos parametros mostraron, al igual que en el caso anterior, una tendencia creciente a lo largo
de toda la experiencia, obteniéndose también los mayores resultados para la almeja fina en el

sistema abierto y para la almeja japonesa en el sistema cerrado.
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Figura 13: Evolucién del peso fresco (mg) registrado en las semillas de R. decussatus (AF) y R.
philippinarum (AJ) a lo largo de los 20 dias que dur6 la Prueba 1.
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Figura 14: Evolucién del peso seco (mg) registrado en las semillas de R. decussatus (AF) y R.
philippinarum (AJ) a lo largo de los 20 dias que dur6 la Prueba 1.

Los valores medios iniciales de peso fresco mostrados por los lotes de almeja fina fueron
de 1,58 mg en el sistema abierto y de 1,61 mg para el sistema cerrado, siendo en el caso de la

almeja japonesa de 1,3 mgy 1,33 mg, respectivamente. El aumento del peso fresco durante los 10



primeros dias de cultivo no mostré diferencias significativas entre los dos sistemas estudiados,
siendo en el caso de R. decussatus de 0,01 mg y en R. philippinarum de 0,03 mg. En el sistema
abierto, se produce un incremento en el peso fresco de la almeja fina de aproximadamente 0,1 mg,
siendo este en la almeja japonesa de 0,27 mg; el aumento obtenido en el sistema cerrado fue de
0,06 mg en la almeja finay de 0,21 mg en la almeja japonesa. La evolucion experimentada a partir
de este momento difiere para cada sistema y permite determinar cuél de los sistemas utilizados es
el mas adecuado para llevar a cabo el cultivo de cada especie. El incremento de peso fresco
registrado en el sistema abierto durante los ultimos 10 dias de la Prueba 1 fue de 0,28 mg en la
almeja fina y de 0,06 mg en la almeja japonesa, mientras que en el sistema cerrado tomo valores
de 0,03 mg y 0,19 mg, respectivamente. Teniendo en cuenta la evolucion descrita anteriormente,
se puede concluir que el peso fresco de R. decussatus crecio un 23,84% en el sistema abierto y
solamente un 5,94% en el sistema cerrado, siendo dichos valores en R. philippinarum del 25,41%

y 30,44%, respectivamente.

Los resultados obtenidos hacen pensar que, aungue la semilla de almeja japonesa presenta
un menor peso fresco inicial, este aumenta a mayor velocidad y con mayores diferencias a como
lo hace la almeja fina, pudiendo llegar a sobrepasarlo a medida que se desarrolla el cultivo,
especialmente en el sistema cerrado. EI mayor peso inicial descrito en la almeja fina podria ser
debido a las elevadas mortalidades registradas en el cultivo de esta especie, lo cual provoca que
la densidad presente en los cilindros sea menor y, por lo tanto, al ser menor el nimero de

individuos, que la racion alimentaria para cada semilla sea mayor.

La relacion descrita para el peso fresco de las semillas se mantiene también para el peso
seco, registrandose las mayores diferencias de la almeja fina en el sistema abierto (0,2 mg) y en el
sistema cerrado para la almeja japonesa (0,15 mg). Los valores medios iniciales de cada uno de
los tanques fueron de 0,87 mg (sistema abierto) y 0,92 mg (sistema cerrado) para la almeja fina y
0,62 mg y 0,65 mg, respectivamente, para la almeja japonesa. Trascurridos los 10 primeros dias
de cultivo, el peso seco no mostr6 practicamente diferencias entre los dos sistemas estudiados,
siendo en la almeja fina de 0,002 mg y en la almeja japonesa de 0,012 mg. Los datos registrados
al final de la prueba mostraron pesos secos de 1,07 mg (sistema abierto) y 0,92 mg (sistema
cerrado) en R. decussatus y de 0,77 mg y 0,89 mg, respectivamente, en R. philippinarum. En este
caso, las tasas de crecimiento que tuvieron lugar en la almeja fina fueron del 22,8% (sistema
abierto) y un 0.71% (sistema cerrado), alcanzandose en la almeja japonesa los mayores porcentajes

(23,27% en el sistema abierto y 37,29% en el sistema cerrado).
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Teniendo en cuenta los resultados anteriores, es posible concluir que la almeja fina
cultivada en sistema cerrado apenas incremento su peso durante la Prueba 1, siendo su crecimiento
en el sistema abierto lento durante la primera mitad de la misma y notable en la segunda. Por el
contrario, los pesos de la almeja japonesa evolucionaron, hasta el dia 10 de la experiencia, de
manera similar en ambos sistemas, estabilizdndose en el sistema abierto durante los dias
posteriores y manteniendo la tasa de crecimiento en el sistema cerrado. Por lo tanto, el crecimiento
registrado durante los 10 primeros dias de la Prueba 1 fue similar tanto al comparar especies como
sistemas, observandose a la finalizacion del experimento un mayor crecimiento de la almeja fina
en el sistema abierto y de la almeja japonesa en el sistema cerrado. Las diferencias registradas al
comparar los pesos finales obtenidos para cada sistema y entre las dos especies objeto de estudio,

no mostraron en ninguno de los casos diferencias significativas (p-valor > 0,05).

4.2.1.3. Evolucién de la mortalidad

Como ya se menciono anteriormente, las evadas mortalidades registradas en la almeja fina
propiciaron la finalizacion de la Prueba 1, siendo utilizada la almeja japonesa de esta experiencia
para llevar a cabo la Prueba 2. En el caso de la primera de las especies, los resultados obtenidos
mostraron una mortandad del 70% en los tanques del sistema abierto y de un 75% en los del
sistema cerrado, siendo estos valores en la almeja japonesa del 1,6% Yy 4,3%, respectivamente.
Estas menores mortalidades observadas en la almeja japonesa hacen suponer una mayor facilidad
a la hora de realizar el cultivo de dicha especie. Una de las posibles causas atribuida a las
desproporcionadas mortalidades registradas en la almeja fina es el haber empleado las colas de
cultivos previos, es decir, semillas procedentes de un mismo desove que presentaron una tasa de
crecimiento inferior a la del resto de la puesta, motivo por el cual permanecian todavia en la

hatchery.

4.2.2. Prueba 2: Cultivo de almeja japonesa

4.2.2.1. Evolucién de la talla

Los resultados obtenidos en esta experiencia coindicen y verifican los alcanzados en la
Prueba 1 pues reflejan un mayor crecimiento de R. philippinarum en los tanques del sistema
cerrado. La evolucion que tuvo lugar en la talla ser puede observar en la Figura 15. Las semillas
cultivadas con el sistema abierto presentaron una talla inicial de 1803 um y final de 2.537 um,
mientras que en el sistema cerrado estas fueron de 1.904 umy 2.821 um, respectivamente. A pesar

de existir una diferencia inicial de 101 um en su talla media, esta desigualdad practicamente
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desaparecié al tercer muestreo realizado, tomando valores de 28 um (2.030 um en el sistema
abierto y 2.058 um en el cerrado); a partir de este punto tuvo lugar un crecimiento dispar entre las
semillas de cada sistema que concluyd con una diferencia final de 284 pm. Los mayores
crecimientos registrados tuvieron lugar entre los dias 30-40 y 50-60. Al término de la Prueba 2,
las semillas cultivas en sistema abierto vieron aumentado su tamafio un 40,71%, mientras que en
el sistema cerrado el incremento registrado fue del 48,17%. Estas diferencias registradas al
comparar ambos sistemas de cultivo al término de la prueba mostraron significacion entre si (p-
valor =0,00791 < 0,05).
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Figura 15: Evolucion de la talla (um) registrada en las semillas de R. philippinarum a lo largo de la Prueba 2.

El nimero de semillas agrupadas en el proceso de tamizado de los dos sistemas estudiados,
asi como el porcentaje que estas representan, aparece representado en la Figura 16. Como se puede
observar, las semillas de mayor tamafio fueron recogidas en el sistema cerrado, quedando estas
retenidas en tamices con una luz de malla de 3.500 um (0,14% del total); en el sistema abierto, la
mayor luz de malla utilizada fue de 3.000 um y en ella quedaron retenidas un 2% de semillas
frente al 3,65% presente para ese mismo tamafio en el sistema cerrado. Las tallas medias
registradas Unicamente fueron superiores en el sistema abierto para los dos tamices de menor
tamario, registrandose las mayores diferencias en los tamices con mallas de 1.000 pm (82,65 pum)
y 3.000 um (254,371 um); las desigualdades restantes presentaron valores de 54,32 um (malla de
1.500 um) y 36,24 pm (malla de 2.500 um). La presencia de un numero de semillas superior en
los tamices de 2.500-3.500 um explica el mayor crecimiento que tuvo lugar en R. philippinarum

al ser cultivada esta mediante el sistema cerrado.
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Figura 16: Numero y porcentaje de semillas retenidas en cada luz de malla al final de la Prueba 2.

4.2.2.2. Evolucion de los pesos fresco y seco

Los pesos frescos y secos registrados durante esta segunda experiencia muestran, al igual
que en Prueba 1, una marcada tendencia creciente, alcanzandose también sus mayores valores en
las semillas cultivadas mediante el sistema cerrado. Como se puede apreciar en la Figura 17, el
peso fresco en los sistemas abierto y cerrado durante los 20 primeros dias de la Prueba 2 es
practicamente identico. El peso fresco inicial del sistema abierto fue de 1,49 mg mientras que el
del sistema cerrado fue de 1,56 mg, los valores obtenidos para dicho parametro en el segundo
muestreo realizado fueron de 2,12 mg y 2,06 mg, respectivamente. A partir de este punto, el peso
fresco del sistema abierto se situé siempre por debajo del registrado en el sistema cerrado,
tomando en el primero de los casos valores finales de 3,46 mg y en el segundo de 3,65 mg. Las

diferencias registradas al finalizar la prueba no fueron significativas (p-valor = 0,75 > 0,05).
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Figura 17: Evolucién del peso fresco (mg) en las semillas de R. philippinarum a lo largo de la Prueba 2.
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La tendencia observada en la evolucion del peso seco de las semillas es idéntica a las
descritas anteriormente para el peso fresco y en la Prueba 1. Los datos iniciales del sistema abierto
fueron ligeramente superiores a los del sistema cerrado, siendo sus valores de 0,73 mg y 0,79 mg,
respectivamente. Los pesos registrados transcurridos 20 dias de prueba muestran una diferencia
de 0,09 mg entre ambos sistemas, momento a partir del cual el peso seco del sistema cerrado toma
valores superiores a los del sistema abierto. Tal y como sucede con el peso fresco, las mayores
diferencias registradas tuvieron lugar a los 40 dias de iniciarse la prueba, siendo en el caso del
peso fresco de 0,34 mg y de 0,22 mg para el peso seco. Los valores finales obtenidos en el peso
seco de R. philippinarum fueron de 1,68 mg en el sistema abierto y de 1,82 mg en el sistema
cerrado. La Figura 18 muestra la evolucion que tuvo lugar en el peso seco de las semillas de almeja
japonesa a lo largo de la Prueba 2. Al igual que en el caso anterior, las diferencias alcanzadas al

final del cultivo no fueron significativas (p-valor = 0,625 > 0,05).
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Figura 18: Evolucion del peso seco (mg) en las semillas de R. philippinarum a lo largo de la Prueba 2.

4.2.2.3. Evolucion de la mortalidad

Partiendo de mortalidades iniciales del 2,77% para el sistema abierto y un 3,5% en el
sistema cerrado, dichos valores se van incrementando a lo largo de la experiencia hasta alcanzar
porcentajes del 18,23% y 19,65%, respectivamente. Los mayores incrementos registrados tuvieron
lugar entre los dias 20 y 40, pasandose en el sistema abierto de mortalidades del 4,5% al 14,49%
y de un 4,41% a un 15,64% en el sistema cerrado. A partir de este ultimo muestreo la tasa de
mortalidad disminuye, produciéndose un incremento medio del 1,87% y un 2%, respectivamente.
Al término de la experiencia, la mortalidad en el sistema abierto no fue significativamente

diferente a la registrada en el sistema cerrado (p-valor = 0,5625 > 0,05).
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5. DISCUSION

5.1. Seguimiento de un cultivo larvario de almeja japonesa

La aparicion de las etapas de larva D y larva umbonada en el trabajo realizado con R.
philippinarum tuvieron lugar a los 2 y 6-7 dias desde la obtencién del desove, con una talla en
torno a 97-108 um y 132-147 um, respectivamente. Por su parte, el inicio de la fase de fijacion se
produjo a los 17-18 dias posteriores a la puesta, midiendo las larvas pediveliger 230-247 um;
trascurridos 27-28 dias desde la puesta, la totalidad del cultivo se habia trasformado en postlarvas.
Los resultados obtenidos en la duracién del cultivo larvario son similares a los obtenidos por
Aranda-Burgos et al. (2009), Cervifio-Otero (2011), Martinez-Patifio et al. (2001) y N6voa (2007)

en sus estudios con R. decussatus y V. corrugata.

Tabla V: Tallas (um) y tiempos de aparicion (horas o dias tras el desove) de las distintas fases de cultivo en R.
philippinarum y en el resto de especies cultivadas en el CIMA de Ribadeo. Elaborado a partir de Aranda-
Burgos et al. (2009), Cervifio-Otero et al. (2008), da Costa (2009), Louzan et al. (2007), Martinez-Patifio et al.
(2001), Martinez-Patifio et al. (2008), Martinez-Patifio (2002), N6voa (2007) y Ojea et al. (2008).

Fase de natacion Fase de fijacion y metamorfosis
Larv
Larva D Larva _a _a Postlarva
umbonada pediveliger

Talla Horas Talla Dias Talla Dias Talla Dias

R. philippinarum | 95-105 30 145-160 8 215-240 | 20-25 | 280-350 | 30-35

R. decussatus 95-100 26 130-150 8 200-220 | 25-27 | 260-330 | 35-40

V. corrugata 100-105 30 140-150 8 210-250 | 16-18 | 300-350 | 22-25

D. trunculus 105-110 42 160-170 8 200-250 | 20-25 | 200-300 30

E. magnus 110-125 24 160-200 7 250-310 14 330-380 20

E. siliqua 120-140 24 200-210 5 240-270 10 360-400 14

S. marginatus 160-170 24 200-210 3 230-240 5-6 260-300 8-9

La Tabla V recoge una comparativa de los resultados de crecimiento obtenidos en las
distintas especies de venéridos y solénidos con interés comercial en Galicia y cuyo cultivo es
Ilevado a cabo en el Centro de Cultivos Marifios de Ribadeo: R. decussatus, R. philippinarum, V.
corrugata, D. trunculus, E. magnus, E. siliqua y S. marginatus. Teniendo en cuenta los resultados

mostrados en esta tabla y los obtenidos en el presente trabajo, la fijacion y finalizacién de la etapa
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natatoria de R. philippinarum (dias 17-18 tras la puesta) tuvo lugar mas tardiamente que en los
solénidos E. siliqua, E. magnus y S. marginatus, al mismo tiempo que V. corrugata y antes que
R. decussatus y D. trunculus. En las tres especies de solénidos mencionadas, la fijacion y
metamorfosis tiene lugar hacia los dias 14 (E. magnus), 10 (E. siliqua) y 5-6 (S. marginatus) desde
el inicio del cultivo, presentando en el momento de la fijacion un tamafio superior al de todos los
venéridos. Las tallas alcanzadas en este ultimo grupo al inicio del proceso de fijacion son muy
similares entre si; no obstante, los tiempos necesarios para alcanzar dichas tallas difieren de unas
especies a otras, siendo en R. decussatus de 25-27 dias, en V. corrugata de 16-18 dias y en D.

trunculus de 20-25 dias.

Los tiempos de aparicion registrados en cada etapa larvaria de la almeja japonesa fueron
menores en este estudio en comparacion a los registrados por Aranda-Burgos et al. (2009); sin
embargo, el rango de tallas alcanzado en este ultimo trabajo fue superior para todas las fases de
desarrollo, a excepcidn del observado en las larvas D, el cual fue practicamente idéntico. Ademas,
en el presente trabajo tuvieron que transcurrir 28 dias desde el desove para que la totalidad del
cultivo se hubiese transformado en postlarvas, siendo el tamafio de estas de 260-360 um; Aranda-
Burgos et al. (2009) lograron el mismo resultado pasados 30-35 dias desde el inicio del cultivo,
pero el rango de tamafios de las postlarvas fue de 280-350 pum.

El proceso de metamorfosis de R. philippinarum (30-35 dias) es mas rapido que el R.
decussatus (35-40 dias), pero mas lento que el que tiene lugar en V. corrugata (22-25 dias). El
venérido cuyas postlarvas presentan las mayores tallas es la almeja babosa (300-350 um), seguida
por la almeja japonesa (280-350 um), la almeja fina (260-330 um) vy, finalmente, la coquina (200-
300 um). En los solénidos E. siliqua, E. magnus y S. marginatus, la finalizacion del proceso de

metamorfosis tiene lugar, tal y como sucedia en la fase de natacidn, antes que en R. philippinarum.

El crecimiento de R. philippinarum durante la fase larvaria se ajusta a un modelo lineal,
siendo el incremento diario medio obtenido a lo largo de este estudio de 10,7 um. Los mayores
crecimientos registrados en V. corrugata por Cervifio-Otero (2011) y Ndévoa (2007) se asemejan
a los obtenidos en el presente trabajo, siendo en dichos casos de 11,45 um/dia y 10,88 um/dia,
respectivamente. Este desarrollo lineal ha sido documentado también en las restantes especies de
bivalvos cultivadas en el CIMA. Los resultados alcanzados por Pérez-Camacho et al. (1977) en
una experiencia con larvas mantenidas a diversas temperaturas, hacen pensar que el crecimiento
durante la fase larvaria es directamente proporcional a la temperatura, situdndose el maximo en

26°C, momento a partir del cual el crecimiento se ralentiza y aumenta la mortalidad.
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La supervivencia larvaria en R. philippinarum desde el inicio del cultivo hasta la fase de
fijacion fue de un 70,4%, porcentaje superior al valor medio alcanzado por Cervifio-Otero (2011)
en V. corrugata (56%) y da Costa (2009) en S. marginatus (46%); dichas autoras lograron en
alguno de sus cultivos supervivencias del 87% y 83%, respectivamente. La supervivencia obtenida
en el presente trabajo fue también superior a la lograda por Martinez-Patifio et al. (2008) en R.
philippinarum (5-50%), Ojea et al. (2008) en R. decussatus (9-40%), Louzan et al. (2007) y
Martinez-Patifio et al. (2008) en D. trunculus (5-10%) y da Costa (2009) en E. siliqua (20-52,7%)
y E. magnus (4,8-24,8%). Por lo general, la supervivencia larvariaen V. corrugata y S. marginatus
son altas, mientras que las mayores mortalidades tienen lugar en D. trunculus; la supervivencia en

R. philippinarum y R. decussatus es variable (da Costa et al., 2012).

5.2. Pruebas con sistemas de cultivo de semilla

La fase de preengorde es uno de los cuellos de botella més importante en la obtencion de
cantidad suficiente de semilla que pueda proveer de forma regular una industria de cultivo de
almeja. Por lo general, a pesar de haber trabajado con las colas de un cultivo previo, las
mortalidades registradas durante el cultivo de la semilla de almeja fina son mas elevadas que las
obtenidas para las almejas japonesa y babosa. Las pruebas realizadas para el Informe Final
Extenso “Desarrollo de la tecnologia de produccion y cultivo de almejas” (JACUMAR, 2007)
muestran como, de las tres especies estudiadas, la que presenta mayor dificultad para su cultivo
es la almeja fina, registrandose elevadas mortalidades en cualquiera de las etapas del proceso.
Ademas, se pone de manifiesto que la manera mas adecuada para llevar a cabo el preengorde de
semilla durante los meses invernales es haciéndolo en criaderos puesto que en el mar se produce

un estancamiento en su crecimiento y una mortalidad importante.

Los resultados obtenidos en la experiencia realizada con R. decussatus y R. philippinarum
mostraron una mayor tasa de crecimiento en esta Ultima especie, pudiendo ser explicadas las
diferencias obtenidas por la presencia de un metabolismo mas activo en la almeja japonesa.
Trabajos realizados por da Costa et al. (2012), Figueras (2011), Juanes et al. (2012), Munari et al.
(2011) y Serdar et al. (2007) corroboran este supuesto. Los resultados alcanzados por Garcia-
Fernandez et al. (2003) en un estudio comparado entre R. decussatus, V. corrugata y R.
philippinarum, coinciden también con los obtenidos en el presente trabajo, proponiendo ademas
una mayor reduccién del crecimiento de la almeja fina durante el otofio e invierno. En esta prueba,
los autores concluyen que la especie que presenta una mayor tasa de crecimiento a lo largo del

cultivo es la almeja babosa.
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Para favorecer el crecimiento de las semillas y larvas, Cervifio-Eiroa et al. (2005), Jara-
Jara et al. (1997), Juanes et al. (2012), Ruano et al. (2015) y Yan et al. (2006) proponen el uso de
densidades reducidas y una luz de malla lo més grande posible. Estas medidas reducirian el estrés
de los individuos al disminuir la acumulacion de desechos metabolicos en el agua y la competencia

existente por el espacio y el alimento.

La temperatura es uno de los factores mas importantes que regulan el crecimiento, la
alimentacion y el metabolismo de las almejas en los criaderos, pudiendo presentar efectos
negativos cuando sus valores son muy elevados (Cervifio et al., 2005; Munari et al., 2011; Ruano
et al., 2015; Yan et al., 2006). Los mejores resultados alcanzados por da Costa et al. (2012) para
el cultivo de R. philippinarum se produjeron a temperaturas de 20°C, siendo menores para R.
decussatus y V. corrugata (15-20°C y 20°C, respectivamente). La capacidad de crecimiento de R.
decussatus esta limitada por su sensibilidad a las bajas temperaturas de otofio-invierno,
incrementandose su tasa de crecimiento en primavera (Garcia-Pérez et al., 2007). Este resultado
se asemeja al obtenido en Martinez et al. (1997), mientras que Cervifio-Eiroa et al. (2005)
encuentran el maximo crecimiento al inicio del verano. Esta Ultima autora propone que el
crecimiento experimentado por R. philippinarum durante el otofio-invierno es el motivo por el
cual completa su desarrollo en un menor tiempo. Fernandez-Reiriz et al. (2003) mostraron que el
consumo de oxigeno en R. decussatus a temperaturas de 11°C y 18°C es significativamente
inferior al observado en V. corrugata bajo las mismas condiciones; no obstante, cuando la
temperatura alcanza los 25°C, las diferencias desaparecen. Jara-Jara et al. (1997) proponen como
concentraciones de oxigeno idoneas para realizar el cultivo de venéridos aquellas con valores de
5.9-7 mg/L.
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6. CONCLUSIONES

1- El estudio del desarrollo larvario de Ruditapes philippinarum comienza con la formacion
de la fase de larva D a los 2 dias de tener lugar la puesta, siendo los tiempos de aparicion de las
etapas posteriores de 6-7 dias (larva umbonada), 17-18 dias (larva pediveliger) y 24-25 dias
(postlarva). Estos resultados se consiguen con una temperatura de cultivo de 20+1°C y una dieta
mixta a base de Tetraselmis suecica, Isochrysis galbana, Diacronema lutheri, Chaetoceros

calcitrans, C. gracilis y C. muelleri.

2- La etapa de natacion del cultivo larvario de R. philippinarum comienza 48 horas después
de la puesta y finaliza aproximadamente a los 17-18 dias, siendo la supervivencia del 70,4%.

Transcurridos 24-25 dias del desove, al menos el 50% del cultivo ya habia sufrido la metamorfosis.

3- Una vez finalizada la metamorfosis, las larvas de R. philippinarum se transformaron en
postlarvas trascurridos 27-28 dias desde el inicio de la prueba, alcanzando estas a los 41 dias de
vida tallas de 430-670 pum.

4- De los dos sistemas de cultivo empleados, el que presenta mejores resultados de
produccion para R. philippinarum es el sistema cerrado mientras que en R. decussatus esto se

consigue con el sistema abierto.

5- R. philippinarum presenta una tasa de crecimiento mayor que R. decussatus en términos

de talla, peso seco y peso fresco.

6- Al no existir mucha diferencia entre los crecimientos y las mortalidades registradas en los
dos sistemas objeto de estudio, se recomienda el cultivo en abierto pues este sistema precisa de un

menor manejo y mantenimiento.
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