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RESUMEN

Anadara tuberculosa es un molusco bivalvo que habita en manglares en la region oeste del
Pacifico Tropical, actualmente su extraccion representa una gran actividad econémica, en
la pesqueria artesanal de Ecuador. Lastimosamente, no se han implementado cultivos
experimentales documentados en laboratorio que permitan develar el desarrollo temprano,

con caracteristicas especificas para producir semillas masivas.

El objetivo a investigar fue evaluar la ingestion y digestion mediante microscopia
epifluorescente de 7 especies de microalgas en el cultivo larvario y post larvario temprano
de Anadara tuberculosa, en laboratorio. Para esto, se extrajeron reproductores de
manglares de la isla Puna, provincia de Guayas-Ecuador, con longitud entre 45 mm, altura
34 mm y promedio de masa humeda de 13,76 g, fueron trasladados al CENAIM en un
contenedor isotérmico. El desove se consiguié mediante estimulos térmicos (x 10°C por 3-
4 ocasiones). Larvas iniciales D se obtuvieron en 18 horas post-fertilizacion (PF). Las
dietas mostraron desempefios diferentes en las larvas, esto fue evidente a partir del dia 13
PF cuando por deficiencia nutricional se observaron mortalidades en los tratamientos
Tetraselmis chui y Thalassiosira sp, mientras que Pavlova lutheri presento mortalidad total

el dia 15 PF.

Las dietas en las que se observd mejor desempefio presentando mancha ocular fueron:

Chaetoceros gracilis, Chaetoceros muelleri Tisochrysis lutea y Chaetoceros calcitrans.

Luego, se evalud el éxito en el asentamiento, utilizando las dietas; C. gracilis, C muelleri,
C. calcitrans, T lutea, dietas que mostraron mejor rendimiento con larvas pediveliger

viables. Finalmente, estas larvas tuvieron un mayor porcentaje de asentamiento con la dieta
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compuesta de C. gracilis con un 397.1 + 1.1 y C. muelleri 394.3 + 1.5 um, respectivamente
fueron las mejores, aunque no fueron significativamente diferentes; y las dietas C.
calcitrans y T. lutea con 308.3 + 11.2 y 304.1 = 5,4 um respectivamente las de peor

desempefio (con igualdad estadistica).
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Abstract

Anadara tuberculosa is a bivalve mollusk that inhabits mangroves in the western region of
the Tropical Pacific, currently its extraction represents a major economic activity in the
artisanal fishery of Ecuador. Unfortunately, no documented experimental cultures have
been implemented in the laboratory to unveil the early development, with specific

characteristics to produce massive seeds.

The objective of the research was to evaluate the ingestion and digestion by epifluorescent
microscopy of 7 species of microalgae in larval and early post larval culture of Anadara
tuberculosa, in the laboratory. For this, broodstock were extracted from mangroves of
Puna Island, province of Guayas-Ecuador, with length between 45 mm, height 34 mm and
average wet mass of 13.76 g, were transferred to CENAIM in an isothermal container.
Spawning was achieved by thermal stimulation (£ 10°C for 3-4 occasions). Initial D larvae
were obtained at 18 hours post-fertilization (FP). The diets showed different performances
in larvae, this was evident from day 13 FP when, due to nutritional deficiency, mortalities
were observed in the treatments Tetraselmis Chui and Thalassiosira sp. while Pavlova

Lutheri presented total mortality on day 15 FP.

The diets with the best eye spot performance were: Chaetoceros gracilis, Chaetoceros

muelleri Tisochrysis lutea and Chaetoceros calcitrans.

Then, settlement success was evaluated, using the diets; C. gracilis, C muelleri, C.
calcitrans, T lutea, diets that showed better performance with viable pediveliger larvae.
Finally, these larvae had a higher settlement percentage with the diet composed of C.

gracilis with 397.1 £ 1.1 and C. muelleri 394.3 = 1.5 um, respectively were the best,
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although they were not significantly different; and the diets C. calcitrans and T. lutea with
308.3 £ 11.2 and 304.1 + 5.4 um respectively were the worst performers (with statistical

equality).
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Introduccion

Segun cifras de la FAO los desembarques mundiales de productos
pesqueros procedentes de aguas marinas y continentales alcanzaron una cifra del
orden de 92 millones de toneladas en el afio 2012, de la cual alrededor del 88%
corresponde a aguas marinas y estuarinas. Estos niveles de produccién se han
mantenido relativamente estables desde mediados de la década de 1990. Sin
embargo, si se excluye los desembarques reportados de aguas continentales, existe
una tendencia a la disminucion de los desembarques (FAO, 2014). En gran medida
la sobreexplotacion de los recursos pesqueros es la principal causa de la tendencia

decreciente en los desembarques de aguas estuarinas a nivel mundial.

La sobreexplotacion de las especies es en la actualidad un problema por
resolver, en nuestro pais la situacion es homologa a la tendencia global. A.
tuberculosa es un molusco bivalvo que habita en manglares, fangosos arcillosos o
limo-arcillosos tiene una amplia distribucién que comprende desde la Laguna
Ballena en Meéxico, hasta Tumbes, Perl (Mackenzie, 2001). En las costas
ecuatorianas, se localizan desde el norte (Palma real, San Lorenzo, Tambillo,
Limones); al sur de Muisne en la provincia de Esmeraldas; Bahia de Caraquez en
la provincia de Manabi; Puerto EI Morro e isla Puna en la provincia del Guayas y

el Archipiélago de Jambeli en la provincia El Oro (Mora, 1990).

El agotamiento del recurso concha prieta ha conducido a desarrollar

proyectos de produccion de semilla en condiciones de laboratorio en varios Paises
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como por ejemplo México (Robles et al., 1999), El Salvador (Vasquez et al., 2009)
y Per( (Diringer et al., 2012). En Nicaragua se reportan cultivos de engorde de
juveniles de A. tuberculosa (Espinoza et al., 2019), mientras que Panaméa comenz6
con este proyecto de engorde en el afio 2009 (Cordero et al., 2017). En Costa Rica
y Guatemala se han evaluado cultivos en zona de manglares. En El Salvador
también se implementaron cultivos tanto en laboratorio y cultivos de engorde,

donde se gener6 el 2007 una guia para cultivo de esta especie (Rivero, 2009).

Los cultivos en el Pacifico colombiano se han realizado mediante la técnica
de encierros o en suspensién dentro de cajas (Cantera, 1987). Asi mismo, se han
realizado cultivos de fondo, los cuales no fueron viables por la afectacion de

depredadores (Thais kiosquiformis y Callinectes spp) (Velasco y Barros 2008).

En Ecuador se han realizado ensayos de produccion de semilla con fines de
repoblamiento y fomento para seguridad alimentaria. (Subsecretaria de
Acuacultura, 2014). La concha prieta es un recurso importante para la subsistencia
de varias familias de comunidades costeras, por ello se considera de importancia
comercial, puesto que sostiene una de las principales pesquerias artesanales de la
zona costera provista de manglar, constituyendo una substancial fuente para las
comunidades humanas del litoral. Los volimenes de extraccion han cubierto tanto
de las necesidades familiares como las del comercio local (Rivero, 2009; Espinosa

et al., 2010).

La extraccion anual en otros paises de la region se situa alrededor de un
millon de docenas en Costa Rica y medio millén de docenas en El Salvador.

(Lazarich et al., 2009). En Nicaragua la extraccion total de las dos especies de
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Anadara sp, similis y tuberculosa es de aproximadamente 2.5 millones de docenas
por afio, divididas en algo mas de un millon de docenas de A. similis y 1.4 millones

de docenas de A. tuberculosa (Lazarich et al., 2009).

En la actualidad, debido a la falta de un control efectivo que permita el
cumplimiento de las medidas regulatorias estatales (veda extractiva por
reproduccion y veda al tamafo), la pesqueria artesanal del recurso estd siendo
afectada por la sobreexplotacién, siendo uno de los indicadores, el incremento del
porcentaje de conchas pequefias, menor a 45 mm de longitud de valva no

reglamentaria (Rendon et al., 2004).

Para la produccion acuicola la alimentacion depende de la alimentacién con
microalgas que son la base de la nutricién de la mayoria de especies que se cultivan,
ya sea en el caso de peces (primeros estadios larvarios), crustaceos (estadios
larvarios) y especialmente moluscos bivalvos (Morgan et al., 2007). La especie
Chaetoceros muelleri es utilizada como alimento por su adecuada proporcion de
acidos grasos insaturados en los cultivos de crustaceos y bivalvos (Benemman,

1992).

Varios reportes demuestran que las microalgas son la principal fuente de
alimentacion de moluscos filtradores (Knauer y Southgate, 1997; Spolaore et al.,
2006; Brennan y Owende, 2010; Harun et al., 2010; Mendoza et al., 2011). De todas
ellas, los géneros més comunes para alimentacion son Chlorella, Tetraselmis,
Isochrysis, Pavlova, Phaeodactylum, Chaetoceros, Nannochloropsis, Skeletonema
y Thalassiosira (Hammouda et al., 1995; Knauer y Southgate, 1997; Spolaore et

al., 2006).
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Antecedentes

La sobreexplotacion de los recursos naturales cada vez es mas notoria a tal
punto de que muchas especies se encuentran en estado critico, debido
principalmente a la sobrepesca y a los dafios causados en el habitat de estas especies
(FAO, 2018). La acuicultura surge como una alternativa econémicamente viable y
ambientalmente sostenible debido a la posibilidad de operaciéon a gran escala,

contribuyendo en la reduccion del esfuerzo pesquero (Pipitone et al., 2000).

La acuicultura en los paises de América Latina se ha extendido de manera
continua en los ultimos 20 afos, relacionandose particularmente con camarones en
Ecuador y México, y con salmones y bivalvos en Chile. En el afio 2005, de acuerdo
con los informes estadisticos suministrados por la Organizacién de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), se produjeron
aproximadamente 130000 toneladas de moluscos en esta region, mostrando que el
interés por cultivar bivalvos estd aumentando entre los industriales del sector

pesquero (FAO, 2007).

En Ecuador, en la mayoria de los puertos pesqueros se refleja la falta de
planes de manejo por recurso, que vayan enfocados a gestionar un uso sostenible
de los mismos. Esta carencia va de la mano con la falta de informacion cientifica
que oriente y/o sustente su explotacion; en este sentido, es probable que algunos

recursos estén en fase de sobrepesca o incluso en colapso poblacional. Un ejemplo
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tangible es la disminucion alarmante del recurso Spondylus (Spondylus
limbatus=calcifer y Spondylus crassisquama=princeps) (Loor et. al., 2016), siendo
este caso una clara evidencia de la sobrepesca. Algo similar ocurri6 en los primeros
afios de la pesqueria de pepinos de mar (lsostichopus fuscus), en donde las malas
decisiones referentes al manejo pesquero, principalmente con el establecimiento de
cuotas de captura por encima de su capacidad de regeneracion natural, o aperturas

de la pesqueria (Castrejon et al., 2008).

Los mayores conflictos se relacionan a la elevada captura de individuos
jovenes y a la falta de certeza sobre el estado de sus poblaciones. Otro factor de
importancia, aterrizando en el recurso concha prieta y otros recursos pesqueros de
los ecosistemas de manglar, es la disminucion del habitat. En Ecuador, la pérdida
de areas de manglar por efectos de la tala ha sido muy significativa (Beitl, 2014).
Aunque a nivel regional la concha prieta ha sido declarada como agotada, producto
de la sobreexplotacién (Silva y Bonilla, 2001; Espinosa et al., 2010; Espinosa,
2011), esto muchas veces viene acompafiado de un patron de pesca (mortalidad por
pesca en funcion de la edad o talla), en el cual se explota predominantemente
individuos de pequefias tallas o juveniles no comerciales < 45 mm longitud total.
Lo cual no permite que los organismos alcancen las tallas 6ptimas de captura y
puede incidir negativamente sobre el éxito reproductivo, por la disminucion de la

fraccion adulta de la poblacion. (Beitl, 2014).

A escala global el desarrollo del cultivo de moluscos posee un gran
potencial para contribuir al alivio de la pobreza, en la medida en que contribuye a

la seguridad alimentaria de las comunidades como fuente econémica. Ademas de
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generar empleo y fuentes de ingreso alternativas a la pesca de extraccion (Rivero,
2009) A. tuberculosa es el molusco bivalvo de mayor comercializacion en la region,
representando gran parte de la actividad econdmica dentro de la pesqueria artesanal

con una gran demanda en el &mbito regional y nacional. (Azabache, 2016).

En algunos paises del Pacifico americano como México, Honduras, El
salvador, Ecuador y Perq, existen casos documentados de disminucion en la

poblacién de A. tuberculosa. (Mackenzie, 2001).

Se conoce ademas informacion relacionada con la pesqueria, (Flores, 2002;
Flores, 2010; Flores y Licandeo, 2010; Flores, 2011). condicion reproductiva
(Prado-Carpio, et, al, 2020), experimentos de crecimiento en canastas sumergidas.
(Flores, 2017), biometria y andlisis de la estructura poblacional (Mora y Moreno,

2008) parametros de crecimiento y mortalidad natural (Flores, et al, 2014).

En el Ecuador, estudios técnicos realizados en el cantén Muisne y
Archipiélago de Jambeli, entre el Instituto Nacional de Pesca (INP) y El Programa
de Manejo de Recursos Costeros, resaltan la importancia de este recurso, donde
indican que estas areas aportaron en 1998 cerca del 99.4% de los desembarques
nacionales; acentuando la tendencia decreciente, con respecto a estudios de afios

anteriores (Santos y Moreno, 1999).

Segun datos reportados por la Direccion General de Pesca, durante el
periodo 1980-1987, se desembarcaron conchas sobre las 3000 a 4000 toneladas
métricas hasta el afio 1985, para luego producirse un descenso a partir de 1986 y

1987 (Mora 1989). Los desembarques en 1998 mostraron una tendencia decreciente
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respecto a 1997, con un descenso estimado del 73,8% anual en el Archipiélago de

Jambeli y del 27,4% en el estuario del Rio Muisne. (Santos y Moreno 1999).

La tendencia decreciente de los desembarques de esta pesqueria ha sido
sefialada por (Santos y Moreno 1999) y (Mora et al., 2009); situacion que se ve
reflejada por el aumento del esfuerzo y la disminucion del nimero de conchas por
conchero desde 2004 y en el 2008. Ademas, denotado también por el elevado

porcentaje de conchas extraidas por debajo de la talla legal (Mora et al., 2009).

Un andlisis de los principales indicadores pesqueros Captura por Unidad de
Esfuerzo (CPUE), fue realizado en base a informacion obtenida del seguimiento
de la pesqueria de la concha prieta durante el afio 2009 en los sitios de desembarque
mas importantes, las zonas de mayor explotacion se encuentran al norte y sur del
pais; en casi todos los esteros de la Reserva Ecoldgica Manglares Cayapas-Mataje,
Estuario del Rio Muisne, Estero EI Morro y Archipiélago de Jambeli, donde estan
localizados los principales puertos de desembarque como San Lorenzo, Muisne, El

Morro, Puerto Bolivar, Puerto Jeli y Hualtaco (Mora y Moreno, 2009).

En la provincia de Esmeraldas se registr6 la participacion de 321
recolectores de concha (esfuerzo pesquero) en el Puerto de San Lorenzo, la (CPUE)
0 numero de conchas promedio por recolector estuvo en 100
conchas/pescador/pesca mientras que en el Puerto de Muisne el esfuerzo pesquero
fue estimado en 75 concheros y el promedio de (CPUE) fue de 120

conchas/pescador/pesca. (INP, 2020).
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En la provincia de El Oro, se registro durante el monitoreo de la pesqueria
464 recolectores de concha, distribuidos: Puerto Bolivar 140; Puerto Jeli 45 y
Hualtaco 279. Mientras que la CPUE o nimero de conchas promedio por recolector
estuvo en 173 conchas/pescador/pesca, distribuidas en Pto. Bolivar 170; Pto. Jeli
150 y Hualtaco 200 conchas. (INP, 2020). La serie de datos méas completa y
confiable de desembarques de conchas en Ecuador corresponden al monitoreo de
la pesqueria, a nivel nacional, por parte del INP durante el periodo 2004-2011
(Mora y Moreno, 2009; Mora et al. 2009, 2010, 2011). Para la Provincia de El Oro
los datos del INP cubrieron 10 meses del afio 2004, 4 meses del afio 2005, 8 meses
del 2008, 9 meses del 2009, los afios 2010 y 2011 completos, y 4 meses del afio
2012. (Mora et al., 2009). A pesar de no contar con registros estadisticos continuos
de varios afios sobre volimenes de desembarques, esta pesqueria ha sostenido una

actividad extractiva constante a través del tiempo. (Céceres, 2019).

Tabla 1. Datos de Extraccién en los principales puertos de Ecuador.

Afo Puerto # Concha extraida CPUE Autor (s)
Bolivar 5.809.836 156
o 11.062.084 284
2004 El Morro 488.749 106 Mora et al.
Muisne 2.223.236 129 (2009)
Jeli 1.594.976 160
Hualtaco 4.907.101 119
Bolivar 1.787.720 187
San 6.152.953 170 Mora et al
2005 lorenzo (2008-2009)
El Morro 168.226 157
Muisne 525.882 108
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Jeli 676.686 167
Hualtaco 1.437.126 135
Bolivar 3.445.869 119
San 6.667.617 320
2008 lorenzo Mora et al.
Muisne 1.132.711 100 (2009)
Jeli 1.314.434 134
Hualtaco 5.959.595 115
Bolivar 2.000.000 102
San 8.000.000 122
2009 Iore_nzo Mora et al.
Muisne 4.000.000 105 (2010)
Jeli 944.000 110
Hualtaco 4.000.000 95
Bolivar 3.058.926 106
El Morro 556.879 115
2010 Muisne 1.181.922 120 Mora et al.
) (2011)
Jeli 1.318.436 112
Hualtaco 5.636.785 97
Bolivar 4.124.818 127
2011 El Morro 127.425 115 Flores et al.
Jeli 1.461.873 128 (2011)
Hualtaco 6.054.623 103
Bolivar 4.234.564 100
2012 El Morro 703.487 122 Vera et al.
Jeli 2.211.553 115 (2018)
Hualtaco 5.602.721 150
Bolivar 4,359.003 110
Io?tfr?zo 15.806.289 145
2013 El Morro 685.166 126 Moreno, (2013)
Muisne 1.654.339 116
Jeli 4,035.477 126
Hualtaco 6.730.857 125
San 24.036.205 188
2014 lorenzo Céceres, (2019)
Muisne 2.674.569 146

Nota: Tabla modificada en base a los estudios que se encuentran citados.
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Planteamiento del problema

Es importante destacar, que es de gran beneficio conocer qué especie de
microalgas puede la larva ingerir y aprovecharlo nutricionalmente ya que se puede
evitar alimentarlos con microalgas que no seran consumidas y que puede afectar en
el proceso del cultivo.

Las microalgas poseen un numero de atributos claves para ser usadas en
acuicultura, como el tamarfio y forma de la célula, una facil ingestion y digestion, la
composicién bioguimica y la ausencia de toxinas (Brown 2002).

El hecho de que especies particulares de microalgas se ingieren no significa
necesariamente que se digieran (Sowerby, 1842), ya que puede o no aprovechar
nutricionalmente estas microalgas en su desarrollo larvario.

Por esto, es necesario encontrar un alimento que le favorezca a A.
tuberculosa para que tenga las condiciones adecuadas y de esta manera mejorar la
calidad nutricional y la reserva de estos moluscos previo al proceso de

asentamiento.
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Justificacion

En el Ecuador, la actividad extractiva de A. tuberculosa se desarrolla sin
una adecuada planificacion, lo que ha puesto en riesgo la estabilidad, conservacion
y productividad de la especie; adicionalmente, el crecimiento demografico en la
zona de extraccion y en consecuencia el incremento en el nimero de concheros, ha
provocado una mayor presion del recurso. (Diaz y Melo, 2011). Por otra parte, la
falta de informacién ontogénica de la concha negra es un gran impedimento para el
desarrollo sustentable de la misma. Sin embargo, la estadistica disponible sobre la
pesqueria de esta concha ha conducido a determinar el estado sobreexplotado de A.

tuberculosa.

La actual explotacion del recurso debe convertir los conceptos de
evaluacion y manejo en una via necesaria para lograr el objetivo del desarrollo
sustentable de esta especie, ya que es un recurso pesquero de gran importancia para
el Ecuador. Una de las posibles alternativas que ayuden a mantener este importante
recurso, es su extraccion racional y responsable, implementando medidas que
regulen su explotacion sostenible. Actualmente es posible emplear la acuicultura
como una herramienta valida que permita recuperar la densidad de este molusco.
Ello permitiria a través del repoblamiento dirigido conseguir una menor
dependencia de animales silvestres, como lo practicaron en el Santuario Nacional

los Manglares de Tumbes (Mendoza y Peralta, 2003).
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La alimentacion de los bivalvos es dependiente a las microalgas y micro
particulas, pero no todas las microalgas pueden ayudar a que estos bivalvos se
desarrollen de manera eficiente (Vivanco et, al., 2014). Ello obviamente incide en
el crecimiento y la supervivencia larval, ya que la calidad nutricional del alimento
suministrado es un factor critico que determina la calidad y salud de las larvas y

contribuye al éxito de las operaciones de acuicultura (Brown, 2002).

La fase de asentamiento comprende: conducta de asentamiento, fijacion y
metamorfosis (Bonar et al., 1990), la misma que puede prolongarse y cuyo éxito
depende si las larvas competentes encuentran un sustrato y estimulo adecuado para
el asentamiento (Bayne, 1975). Existen factores ambientales que influyen en el
asentamiento, los cuales varian entre las especies, tales como flujo de agua, presion,
temperatura, luz, bacterias, microflora, microfauna y aspectos fisico-quimicos del
sustrato basal (tipo de material, porosidad, textura, color, energia libre superficial).

(Zimmer y Tamburri, 1994).

Por lo anteriormente documentado, la presente investigacion se enfocara, en
obtener un alimento eficaz, el cual debera complementar todas las necesidades
nutricionales de esta especie en etapa temprana, asi con ello poder obtener un
protocolo para la produccion de semillas de forma masiva y/o proponer

repoblaciones para evitar la desaparicion del recurso.


https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0717-71782003000100004#ref6
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0717-71782003000100004#ref4
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0717-71782003000100004#ref31
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Objetivos

Objetivo general.

Determinar que especies de microalgas favorecen en el desarrollo larvario de
Anadara tuberculosa y definir una dieta adecuada para optimizar el desempefio en el

asentamiento.

Objetivos especificos.

» Evaluar 7 especies de microalgas para definir su eficiencia de acuerdo con los
requerimientos nutricionales tempranos de A. tuberculosa.

> Determinar la ingestién y digestion de A. tuberculosa en base a las dietas.

» Determinar, tasa de asentamiento de acuerdo a la variable dieta en las larvas de

concha prieta.
Hipotesis
1.- Las larvas de A. tuberculosa alimentadas con microalgas flageladas y
diatomeas tendran un mejor desarrollo y supervivencia.
2.- Las larvas de A. tuberculosa con una alimentacion adecuada tendrén un
mayor porcentaje de supervivencia en la fase de asentamiento.

3.-El tipo de microalgas que consumen afecta al crecimiento y

supervivencia de A. tuberculosa.



32

Marco tedrico

Generalidades de los bivalvos

Los bivalvos constituyen una de las seis clases dentro del Phylum molusca,
su principal caracteristica es poseer una concha dividida en dos valvas (que
encierran las partes blandas) unidas por una charnela, que cubren total o
parcialmente el cuerpo del organismo (Gosling, 2002). Otras caracteristicas
importantes son: estar comprimidos lateralmente y poseer branquias o octenidios
bien desarrollados y especializados para la alimentacién y la respiracion. Pueden
vivir enterrados en fondos blandos de arena, lodos o combinados, también se
pueden encontrar como habitantes sésiles o a superficies rigidas como acantilados

rocosos, algunas especies perforan el sustrato roca o madera. (Morris, 1966).

Tienen un sin fin de formas y colores segun la especie de la que se trate. Los
bivalvos no tienen cabeza ni cola bien definidas, aunque se emplean los mismos
términos anatdmicos que se usan para describir estas partes en otros animales. El
umbo o zona de la charnela, donde se unen las valvas, es la parte dorsal del animal
y la region en el lado opuesto es el margen ventral. En especies que cuentan con
sifones (almejas), el pie se encuentra en posicion anterior-ventral y los sifones en
la zona posterior. En las ostras la zona anterior esta en la charnela y en las vieiras
se encuentra donde estan localizados la boca y el pie rudimentarios. (Helm et al.,

2006).


https://es.wikipedia.org/wiki/Infauna
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El cuerpo se encuentra comprimido lateralmente, la cabeza muy reducida y
no tienen radula, ya que se alimentan por filtracion. La concha que los recubre
externamente esta formada por dos piezas, articuladas en posicion dorsal, ya que se
cierra gracias a las contracciones de los musculos abductores, debido a que la

elasticidad del ligamento que une las valvas las mantiene normalmente abiertas.

Presentan un pie con forma de hacha, que viene utilizado sobre todo para el
anclaje y lalocomocidn. A los lados de la masa visceral se encuentran las branquias,
situadas en la cavidad del manto, y se encuentran muy modificadas, participando
en los procesos de captura de los alimentos. EI manto de los bivalvos forma como
una gran lamina de tejido que se extiende por debajo de las valvas. El borde presenta
tres pliegues: el interno contiene masculos, el intermedio tiene funcién sensorial y

el externo es encargado de secretar la concha.

A. tuberculosa: aspectos morfologicos

Se caracteriza por presentar conchas grandes, ovaladas, gruesas con un
promedio de 33 a 37 costillas, los margenes dorsales son angulados, de color blanco
cubierta por un periostraco piloso que va desde cafe oscuro hasta negro. Posee
umbos anchos y prominentes. Los nddulos o tubérculos de las costillas son la razén

del nombre de la especie y su area cardinal es angosta. (Lazarich et al., 2009).
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Posee umbos anchos y prominentes, los nédulos o tubérculos de las costillas
son la razon del nombre de esta especie. El &rea cardinal en la especie es angosta y
puede alcanzar una longitud de 56 mm, altura 42 mm y diametro de 40 mm

(Sowerby, 1833).

Segun Sanclement (2008), la concha se encuentra formada por 3 capas: la
exterior constituida por quitina, una capa intermedia de calcita y una interior
laminada. Poseen dos I6bulos de tejido Ilamada manto cuya funcion es segregar la
concha, formando una espaciosa cavidad en torno al cuerpo, sus células precipitan
el CaCO3 (carbonato de calcio) de la sangre para hacer crecer la concha. (Helm et

al., 2006).

llustracién 1. A. tuberculosa.

- N

Nota: Reproductor que se utiliz6 para el desove.
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Se alimentan de fitoplancton, materia orgéanica del suelo y de particulas en
suspension. Las particulas alimenticias, que en algunos casos miden alrededor de
2-8 um, son filtradas de las corrientes de agua que pasan entre filamentos (Barnes

y Ruppert, 1991).

La alimentacion depende exclusivamente de la filtracion, en donde absorbe
agua, retiene el alimento, y luego expulsa el agua; por esta razén se alimenta
principalmente de diatomeas bentdnicas, detritus y también pueden ingerir algunos
organismos zoo- planctonicos. (Quinteros y Zea, 2012). Cuando sube la marea
(pleamar) y el area del manglar se inunda la concha abre las valvas y empieza a
comer. Al bajar la marea cierra las valvas y espera la proxima pleamar para volver
a comer, posee la capacidad de filtrar hasta 50 litros de agua por dia (Quinteros y

Zea, 2012).

La madurez sexual se alcanza en individuos entre 23 y 26 mm de longitud
total, en el Pacifico colombiano, es considerada una especie hermafrodita
protandrica, debido a las diferencias en la proporciéon sexual entre hembras y
machos (Afiati, 2007; Flores y Lincadeo., 2010). El porcentaje de carne por peso
es de 18,26%. La especie tiene importancia como fuente de proteinas ya que posee
el 61.6% de proteinas, 21.6% de carbohidratos, 8.8% de cenizas, 7.9% de lipidos;
el valor calorico fue de 5.2 kcal/g. (Cruz, 2012). Se puede concluir que A.
tuberculosa presenta valores nutricionales 6ptimos para el consumo humano, por

su bajo

contenido de grasa y su aceptable contenido proteico (Cruz et al., 2012).
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Taxonomia de A. tuberculosa (Sowerby 1988)
La taxonomia es en base a lo publicado por (Lizarich, 2009)

Reino: Animalia
Filo: Mollusca
Clase: Bivalvia
Orden: Arcoida, Prionodonta o Eutaxodonta
Familia: Arcidae
Género: Anadara
Especie: tuberculosa
Nombre cientifico: Anadara tuberculosa

Nombre comuan: Concha prieta, negra, curil, chucheca

Tabla 2. Nombres comunes de A. tuberculosa de acuerdo a su distribucion.

Pais Denominaciones Autor (es)
Ecuador Concha prieta Mora et al. (1992)
México Pata de mula Lépez-Rocha et al. (2012)
Costa Rica Piagua Lucero et al. (2008)
Colombia Piagua Rivero et al. (2009)
Panama Chucheca-concha prieta Lizarich, (2009)
Perd Concha prieta Aleman et al. (2010)
Nicaragua Concha prieta Lizarich, (2009)
El salvador ~ Concha negra- Curil Rivero et al. (2009)
Honduras Concha negra Rivero et al. (2009)

Guatemala Concha negra Rivero et al. (2009)
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Reproduccion

La produccion de oOvulos y esperma es un proceso denominado
gametogénesis, cuyo inicio depende de varios factores, como el tamario del bivalvo,
la temperatura y la cantidad y calidad de alimento que recibe. Existen varios
factores ambientales que pueden inducir el desove, de los cuales cabe mencionar,
la temperatura, los estimulos quimicos y fisicos, las corrientes de agua o una

combinacion de éstos. (Helm et al., 2006).

La presencia de esperma en el agua a menudo estimula el desove de
animales de la misma especie. (Helm et al., 2006). A. tuberculosa es un bivalvo
dioico, es decir, posee sexos separados, con fecundacion y desarrollo externo, en
consecuencia, el sexaje requiere sacrificar al individuo, sin embargo, el sexo de
individuos maduros es facil de reconocer por el color de los productos sexuales.
Estos son de color blanquecino y consistencia pegajosa en los machos y en las

hembras son de apariencia granular y color anaranjado. (Mora y Moreno, 2007)

A través de cortes histoldgicos el ciclo reproductivo se ha definido en 4
estadios de madurez propuesto por Mora y Moreno (2009): Indiferenciado, en
desarrollo, maduro y desove. La especie se caracteriza por presentar desoves
continuos durante todo el afio a lo largo de la costa ecuatoriana, mostrando sus

maximos niveles porcentuales de desoves entre febrero y abril, pero con una
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marcada variabilidad entre los puertos de desembarque (Mora y Moreno, 2009;

Mora et al., 2009; Mora et al.,2010; Mora et al., 2011; Mora et al., 2012)

Mackie (1984) afirma que la temperatura es uno de los factores externos
mas importantes que influyen en el ciclo reproductivo de los bivalvos. En algunas
especies, el desove se inicia cuando la temperatura excede de un nivel critico
caracteristico de 30 °C. Otras investigaciones han demostrado que, en ambientes
naturales, los cambios de salinidad, al igual que los de temperatura, producen
desoves en bivalvos de zonas tropicales y templadas (Stuardo y Martinez, 1974;
Parwadani, 2011), causadas principalmente por stress osmético (Fong et al., 1995).
Segln Cruz (1984), la época de desove de A. tuberculosa estd marcada por altas

temperaturas y salinidades del agua.

Tabla 3. Meses més alta de madurez gonadal en su distribucion geogréfica.

Pais Meses de maduracion sexual Autor (es)
Ecuador Noviembre - Febrero Lamus, (2006)
México Mayo - Diciembre Arias et al. (2018)
Costa Rica Mayo - Septiembre Lucero et al. (2008)
Colombia Noviembre - Febrero Squires et al. (1975)
Panama Octubre - Febrero Dias-Madrid, (2018)
Perl Enero - Junio Mendoza et al. (2007)
Nicaragua Abril - Mayo Susana, (2009)
El salvador Mayo - Octubre Galdamez, (2007)

Nota: Tabla modificada en base a los estudios citados.
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Estado poblacional de A. tuberculosa

Entre los trabajos destinados a conocer las densidades poblacionales en la
region del Pacifico, se encuentran los realizados en Colombia (Squires et al., 1975;
Bolivar, 1984; Haskoning, 1986; Franco, 1995), México (Baqueiro, 1980), Costa

Rica (Campos et al., 1990) y Nicaragua (Lazarich, Rivas y Arguello, 2009).

En nuestro pais entre las investigaciones realizadas con la especie se
encuentran el de la pesqueria de concha en el Archipiélago de Jambeli y Estuario
del Rio Muisne (Santos y Moreno 1999; Moreno 2000 y 2001), reserva Ecoldgica
Manglares Cayapas Mataje (REMACAM), en la misma area Flores (2002) estudio
la biometria, edad y crecimiento (Moreno 2000 y 2001), llevando este estudio a

otros sitios el pais (Mora y Moreno, 2004-2013)

La sobreexplotacion de las especies es en la actualidad un problema por
resolver, en nuestro pais la situacion es homoéloga a la tendencia global, El
agotamiento del recurso ha conducido a proyectos de produccion de semilla en
condiciones artificiales de laboratorio en varios paises como México (Robles et al.,
1999), El Salvador (Vasquez et al., 2009), Pera (Diringer et al., 2012). En Ecuador
también se han realizado ensayos de produccién de semilla (Subsecretaria de
Acuacultura, 2014) con fines de repoblamiento y fomento para seguridad

alimentaria (Rivas et al., 2018).

En Nicaragua se reportan cultivos de engorde de juveniles de A. tuberculosa

(Espinoza et al., 2019), mientras que Panama comenzd con este proyecto de
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engorde en el afio 2009. (Cordero et al., 2017). Crecimiento y engorde de concha
prieta (A. tuberculosa) en corrales en los manglares de la isla Payana. En Costa
Rica y Guatemala se han evaluado cultivos en zona de manglares. En El Salvador
también se implementaron cultivos tanto en laboratorio y cultivos de engorde,

donde se gener6 el 2007 una guia para cultivo de esta especie (Rivero, 2009).

Los cultivos en el Pacifico colombiano se han realizado mediante la técnica
de encierros o en suspension dentro de cajas (Cantera, 1987). También se han
realizado cultivos de fondo, los cuales no son viables ya que son altamente
afectados por el gasteropodo. Thais kiosquiformis y por Callinectes spp. (Velasco

y Barros., 2008).
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Marco referencial

Existen muchos estudios enfocados en determinar el tipo de alimento
indicado para moluscos, estos estudios se han realizado con especies como Pteria
sterna, (Erika M, et, al, 2004), Crassostrea virginica (Babinchak y Ukeles, 1979),
Mytilus edulis y Crassostrea gigas (Rangel, 1984), Pecten maximus (Le Pennec y
Rangel-Davalos, 1985) y A. ventricosus-circularis (Lora-Vilchis y Maeda-

Martinez, 1997).

Donde se pudieron deducir que T. galbana, P. lutheri y Chaetocero
calcitrans son las microalgas con mejores estandares de nutricion durante los
primeros dias de desarrollo ya que cumplen con las propiedades nutricionales para
ser utilizadas como alimento en acuicultura (Gouda et al. 2006; Collantes y Oliva
en prensa), a diferencia de otras especies como las diatomeas: C. gracilis, C
calcitrans, C. muelleri, o algas verdes como Thalassiosira weisflogii, Dunaliella
salina, T. tetrathele y T. suecica las cuales son recomendada en dietas mixtas, ya
que genera una deficiencia nutricional si se usa por separados. (Martinez-Fernandez
et al., 2006; Velazco-Blanco, 1997; Sanchez-Lazo y Martinez-Pita, 2014; Cerdn-

Ortiz et al., 2009; Rico-Villa et al., 2006).

La capacidad de los organismos de ingerir, digerir y asimilar las microalgas
depende también de variables como el tamafio y la morfologia, y asi puedan
satisfacer las necesidades nutricionales de estos. (Coutteau y Sorgeloos 1992). En
base a lo expuesto, estudios han demostrado que no todas las especies de microalgas
se ingieren o digieren facilmente por larvas bivalvas (Le Pennec y Rangel-

Davalos, 1985; Lora-Vilchis y Maeda-Martinez, 1997). Por lo tanto, la deteccion
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de especies de microalgas con alto valor nutricional es una prioridad para la

investigacion de los cultivos de moluscos en los cultivos.

De acuerdo a estos diferentes estudios y métodos realizados se puede
perseguir una investigacion, con el fin de generar nuevos resultados y
conocimientos de la cadena productiva de la especie A. tuberculosa, para que estos
puedan ser utilizados en el manejo de esta especie en laboratorios para su

sostenibilidad.

Ingestion y digestion mediante microscopia epifluorescente.

Se han propuesto varios métodos para evaluar la ingestion y la digestion de
las algas unicelulares que sirven como alimento para las larvas, pero para Lucas y
Rangel (1981), pocos métodos son completamente satisfactorios. Como las
observaciones de alimentos, en microscopia fotonica en secciones semi-delgadas o
en micro transmision electrénica scopy (Masson, 1975) da buenos resultados,
desafortunadamente en mucho tiempo. Al final de la Gltima década, Babinchak y
Ukeles (1979) propusieron un nuevo método basado en la observacion por medio
de microscopio epifluorescencia a larvas alimentadas o no. EI microscopio de
epifluorescencia permite observar, en el tracto digestivo larvario, la fluorescencia
natural de clorofila de algas ingeridas. Experimento que resulto con éxito en
Crassostrea gigas con el autor Lucas y Rangel (1981), luego Rangel (1984), para
medir las tasas de ingestion y digestion de cinco algas unicelulares por las larvas

de Mytilus edulis y Crassostrea gigas segun la edad de las larvas y la temperatura
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del medio ambiente. Varios de estudios relatan que el uso de la microscopia
epifluorescente es eficaz en la deteccion de los procesos de la ingestion y digestion
de microalgas por larvas de bivalvos (Lucas y Rangel, 1983; Rangel-Davalos,

1984).

Asentamiento

El asentamiento supone el paso de la vida planctonica en la columna de agua
a la residencia permanente en el sustrato, las larvas de ostras se solian fijar sobre
conchas de bivalvos, principalmente conchas de ostras viejas, y se las dejaba crecer
sobre la concha en las zonas de cria hasta que los juveniles alcanzaban una longitud
de concha de aproximadamente 1 cm, que era cuando se transportaba el material de
fijacion con los juveniles adheridos a él hasta las instalaciones del productor. (Helm

et al., 2006)

El sustrato para la fijacion larvaria puede ser de diferente tipo de material,
forma y textura, el mas tradicional en los afios setenta y ochenta, era la alamina de
PVC negro (Pérez-Camacho, 1987)

En los cultivos flotantes el material de fijacién con los juveniles puede
colocarse sobre sogas o cables o lineas de flotadores suspendidas. EI método solia
ser eficaz para satisfacer de forma fiable las necesidades de semilla para los
productores, pero tenia sus desventajas. La desventaja principal era que algunos
afios se daban fallos en la produccién o ésta era insuficiente en las zonas de cria.
(Helm et al., 2006). Entre los materiales de uso mas comudn para proporcionar
amplias zonas de superficie de fijacion se pueden incluir los siguientes: Laminas

de PVC ligeramente rugosas, capas de particulas y trozos de conchas que se
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preparan moliendo conchas limpias de ostras viejas y esparciéndolas por el fondo
de los tanques o bandejas de fijacion., varios materiales plasticos, suelen fijarse y
adherirse més prolificamente sobre la superficie sombreada de los materiales de

sustrato en los tanques poco profundos. (Helm et al., 2006)

Baltazar et al. (1999) realiz6 un estudio con Crassostrea gigas, donde las
mayores fijaciones se presentaron sobre las conchuelas molida, seguido de plastico
lijado y en menor proporcidn en las paredes del tanque de fibra de vidrio y valvas

enteras de ostra (Baltazar et al., 1999)

Estudios indican que el proceso de asentamiento en pectinidos, en bolsas
con malla de polipropileno y en las bolsas con malla de polietileno (Pefia, 2011)
Suelen retrasarse dependiendo de las condiciones del substrato, puede prolongarse
0 no realizarse si las larvas competentes no encuentran un sustrato y estimulo
adecuado para el asentamiento (Crisp, 1974; Bayne, 1975; Sastry, 1979; Tapia et

al., 1993)


https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0717-71782003000100004#ref9
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0717-71782003000100004#ref4
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0717-71782003000100004#ref25
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0717-71782003000100004#ref25
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Materiales y métodos
Ubicacion
La investigacion se realizo en San Pedro de Manglaralto, en la provincia de

Santa Elena-Ecuador, en el centro nacional de acuicultura e investigaciones

marinas (CENAIM-ESPOL)
Desinfeccidn de la sala experimental

Se realizo el proceso de desinfeccion de todas las superficies de la sala
(tanques, pléasticos cubre tanques y mesas de la sala experimental), con una solucion
de hipoclorito de sodio, el mismo se preparé tomando 250 mL de cloro comercial
(10%) aforéndolo luego a 10000 mL. Finalmente fueron enjuagados con agua de
mar y agua dulce. Este proceso se repitié después de cada recambio. Para el

experimento se utilizaron 21 tanques cilindro-conicos de 50 L.

llustracion 2. Sala experimental.

Nota: Sala experimental desinfectada, lista para continuar con la siembra.
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Microalgas

Las 7 microalgas a evaluar en este experimento fueron: Tetraselmis chuii,
Thalassiosira sp, Tisochrysis lutea, Pavlova lutheri, Chaetoceros gracilis,
Chaetoceros muelleri y Chaetoceros calcitrans, las cuales fueron facilitadas por el
laboratorio de microalgas de CENAIM-ESPOL, cultivadas en medio f/2 (Guillard,
1975), enriqueciendo con metasilicato de sodio al 1% para diatomeas Unicamente,
Los medios de cultivo se prepararon con agua de mar filtrada a 0,45 um e irradiadas
con luz UV y en condiciones de luz fluorescente permanente (47-67 umol de
fotones m? s1) y aireacion constante. La temperatura y salinidad de los cultivos fue

de 20+ 0.5°Cyde 34 £0.1gL-1, respectivamente.

Tabla 4. Tamafio y caracteristicas de las microalgas evaluadas.

Tamarno celular

Especie (um) Caracteristicas

6,6+0,76 Diatomea solitaria es de forma
C. gracilis rectangular.
C. muelleri 7,0+1,22 Célula rectangular a menudo solitaria

ligeramente silicificada.

Presentar plastos marrones o amarillos
fucoxantina o beta-caroteno y estan
envueltas cubiertas de silice.

C. calcitrans 8,0
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Dos flagelos, de forma redonda-ovalada.
Pared celular cubierto de escamas de

T. lutea 5,0+0,55 polisacérido.
P. lutheri 5,0+0,65 Célula esférica con dos flagelos y pared
celular.
Forma rectangular, pero de acuerdo a las
Thalassiosira sp. 4,0-8,0 condiciones ambientales pueden cambiar

de forma, célula solitaria, pero puede
formar cadenas.

Flagelado verde de forma ovalada capaz

T. chuii 8,8+1,43 de moverse por medio del flagelo.

Nota: *Modificado de Pefa et al. (2011); Villa et al. (2014); Marquez et al.

(2019); Rodriguez-Pesantes et al. (2020)

Las 7 dietas a evaluar se realizaron por triplicado y fueron distribuidos de
una forma aleatoria simple Para estimar la concentracion de las microalgas se
realizaron conteos mediante una cdmara neubauer usando lugol para inmovilizar
las células y facilitar el proceso de conteo. La férmula utilizada fue la siguiente.

(Celeromics, 2015)

NUmero de célula * 10000
Concentracion de alimento =

Numero de cuadros
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El célculo para obtener la dosis requerida de alimento para las larvas se

realizo por la siguiente formula:
V2 =Volumen a usar

C! = Cel/mL requerida ctvt
V=

C2
V! =Volumen del tanque

C? = Densidad total cel/mL

llustracion 3. Conteo de microalgas.

1.0 mm
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0. 25 mm
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Nota: Se realizaban conteos diarios de microalgas con la cAmara neubauer.
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Induccion al desove

Se recolectaron 100 especimenes adultos (reproductores) de A. tuberculosa,
en enero del 2020, estudios indican que la fisiologia reproductiva de esta especie
tiene mayor prevalencia entre los meses de febrero a marzo (Mora y Moreno, J.

(2007).

llustracion 4. Reproductores de A. tuberculosa.

2, i
Ay

Nota: Reproductores utilizados para el desove.

Los reproductores fueron extraidos de los manglares de la Isla Puna de la
provincia de Guayas (Ecuador) y fueron transportados en un contenedor con agua
de mar filtrada. Los bivalvos al llegar a CENAIM- ESPOL se indujeron a métodos

profilacticos y se registraron biométricamente.
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La longitud oscil6 entre 45 mm, altura 34 mm y promedio de masa himeda

de 13,76 g.

lustracion 5. Procesos profilacticos de reproductores

de A. tuberculosa.

Nota: Limpieza de A. tuberculosa en zona exterior

Posterior a esto, se analizo el indice de madurez de los reproductores,
escogiendo 6 de ellos al azar para analizar el estado gonadal y se obtuvo una
relacion de 5 machos — 1 hembra. Se obtuvo desove estimulandolos mediante el
proceso de shock térmico, con cambios bruscos de temperatura que varian entre 12
a 34 °C con un lapso de tiempo de 30 minutos o 1 hora por cada cambio de

temperatura y asi se obtuvo desove, este proceso duraba aproximadamente 6 horas.

Los gametos masculinos y femeninos fueron recolectados por separado para

su posterior fertilizacion en una proporcién de 10:1 (esperma: ovocito).
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Después de 30 minutos, los huevos en division (embriones) se sembraron
en 3 tanques de 1000 L conteniendo agua de mar filtrada e irradiada con UV en

densidad de 20 huevos/mL™.

llustracién 6. Induccion al desove

Nota: Shock térmico para obtener desove de A. tuberculosa.
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Evaluacién de dietas en el cultivo larvario

Las larvas D se obtuvieron en 18 horas después de la fertilizacion. Sin
embargo, se colectaron 24 horas PF mediante un tamiz de 30 pum y se transfirieron
a dos tanques de 1000 L donde se cultivaron hasta el dia 3 PF para asegurar una

buena condicion de las larvas a ser usadas en el experimento.

Larvas con longitud de 90-95 um, fueron transferidas aleatoriamente a 21
tanques conicos de 50 L a una densidad de 2 larvas/mL y por triplicado. El sistema
fue mantenido con aireacién, a un rango de temperatura de 26,5+ 1 ° C y la
salinidad de 34 UPS (unidades Practicas de Salinidad). La alimentacion fue
proporcionada en dos raciones equivalentes cada dia, iniciando con una densidad

de 10.000 cel./mL (dia 3PF) con un incremento diario de 5.000 cel./mL.

Los recambios se realizaron Inter diarios al 100% con agua filtrada e
irradiada por luz UV. Las mediciones como longitud y altura se realizaron con el
software (Nahwoo iWorks 2.0) y tomas fotograficas con una camara digital
(LANOPTIK MDX503, China) conectada a un microscopio trinocular (modelo
CX31RTSF, Olympus, Japdn) con lentes a magnitudes de vision (100X) Y (40X).
La supervivencia diaria fue estimada mediante el conteo de larvas contenidas en un
volumen conocido y extrapoladas al nimero de larvas inicialmente sembradas en
cada tanque. Para estimar la tasa de crecimiento diria de todas las dietas utilizadas

en el experimento se utilizo la siguiente formula: Abasolo-Pacheco et al. (2009).
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Donde:

Ti = Talla inicial

Tf = Talla final TCD =

N = Numero de dias de cultivo

lHustracion 7. Métodos del experimento

Nota: Proceso de recambio y observaciones por microscopio y mediciones con el
programa iWork.
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Caracterizacion del proceso de ingestion y digestion por microscopia

de epifluorescencia

Las algas contienen cloroplastos cargados de clorofila, esta substancia emite
una fluorescencia roja natural cuando esta presente al ser excitada por radiaciones
UV o azul cuando la clorofila es degradada, ella emite radiaciones en color naranja

o amarillo y cuando ha sido destruida no se presenta ninguna fluorescencia visible.

Para determinar la ingestion y digestion de las microalgas en las larvas
luego de cada recambio se realizaron observaciones los dias 3, 6, 9, 12, 15, 18 21,
24,29, 34, 39, 44 y 49 del cultivo, Luego se colocaron en beakers con agua filtrada
por UV y se tomo una muestra por triplicada de 0,25 uL en el portaobjeto (n= 25-
30 larvas), para ser analizada por el microscopio de epifluorescencia (Nikon Eclipse
200, filtro FICT, Japdén).mPor lo tanto, en este estudio se utilizé como referencia la
metodologia usada por Le Pennec y Rangel-Davalos (1985) para detectar la

ingestion y digestion.
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Tabla 5. Etapas del proceso de ingestion y digestion en glandula digestiva de
larvas.

Etapas Fluorescencia Caracteristica

Ingestion Rojo Células de microalgas definida en la glandula

digestiva

Digestion Naranja, amarillo y rosa  Células de microalgas en proceso digestivo

Evaluacion de dietas en la etapa de asentamiento

Este experimento se llevd a cabo Unicamente con las larvas que alcanzaron
el estadio de mancha ocular en porcentaje igual o superior al 50%. Las larvas (215,5
+ 15,1 um) se alimentaron con cuatro microalgas que dieron mejor resultados: C
muelleri, C gracilis, C calcitrans y T. lutea. Se utilizaron 12 recipientes de plastico
de 65 cm? de area basal, con una capacidad de 500 ml, la densidad de siembra fue
de 100 larvas pediveliger por cm? de acuerdo con Diringer et al., (2019) con
aireacion y un rango de temperatura diaria de (27 £ 1°C). Fueron alimentada con
sus respectivas dietas a una concentracion de 75.000 células mL™. Los recambios
al 100 % se realizaban Inter diarios, en el experimento se utiliz6 agua filtrada e
irradiada por luz UV. Después de cada recambio, las muestras de larvas retenidas

en los tamices se observaron microscopicamente y se registro la biometria.
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A los 30 dias se concluy6 esta evaluacion, y procedio a determinar el
tamafio de las semillas en un estereomicroscopio (Olympus modelo SZ2-1LST)
conectado a una cdmara y el Software (Nahwoo iWorks) asi como también la tasa
de asentamiento mediante la relacion entre los animales sembrados y las semillas

metamorfoseadas después de 30 dias.

llustracion 8. Experimento en la etapa de asentamiento.

Nota: Sala experimental de asentamiento, proceso de recambio y siembra de las
larvas.
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Andlisis estadistico

Los efectos de los tratamientos sobre la longitud maxima, la tasa de
crecimiento larval diaria, el asentamiento, el crecimiento de la semilla y la
supervivencia, se analizaron en el programa RStudio, mediante analisis de varianza
de una via (ANOVA). Previamente, la normalidad de los datos y la homogeneidad
de las varianzas se verificaron con las pruebas de Shapiro-Wilks y Bartlett,
respectivamente. Los datos de supervivencia fueron transformados
logaritmicamente para normalizarlos. Al detectarse diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos con ANOVA, se procedio a realizar el test post-
hoc de comparaciones multiples de Tukey (Zar, 1999). Para todas las pruebas, se
utilizé una significancia de p < 0,05. Los datos se presentan como promedio y

desviacién estandar
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Resultados

Evaluacion del proceso de ingestion y digestion mediante la

microscopia epifluorescente.

llustracion 7. Larvas de A. tuberculosa analizadas por microscopia

epifluorescente

Nota: Flecha amarilla = larvas con células de microalgas en proceso de digestion.
Flecha blanca= Larvas sin presencia de microalgas en la glandula digestiva o
microalgas digeridas. Flecha roja= Presencia de las células de microalgas definidas
en la glandula digestiva.

Evaluacién de dietas en el cultivo larvario

Las larvas alimentadas con Thalassiosira sp. solo mostraron ingestion y
digestion los primeros 5 dias PF, con T. chuii fue notoria hasta los primeros 10-12
dias PF, mientras que con P. lutheri se observé hasta el dia 12-13 PF, mostrando
altas mortalidades en las poblaciones alimentadas con estas dietas, finalmente
presentaron mortalidad total el dia 13 PF en Thalassiosira sp. y T. chuii, y el dia 15

PF en P. lutheri. sin alcanzar la etapa de larva oculada. (llustracion 9)
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Las microalgas que mostraron mejor desempefio fueron C. gracilis, C.
muelleri, C. calcitrans y T. lutea. Ya que la ingestion y digestion en las larvas fue
evidente en todo el cultivo larvario. Sin embargo, C. gracilis fue el mejor
tratamiento asimilado por las larvas mostrando presencia de mancha ocular el dia
13, seguida de C. muelleri, que, a pesar de ser ingerido y digerido, tardo cuatro dias
més que C gracilis en alcanzar la etapa oculada y en tener mejores resultados de
crecimiento en longitudes alcanzadas (tabla 5) Asi mismo C. calcitrans y T. lutea

tardaron 21 dias PF en alcanzar el estadio de larvas aculadas

lustracion 10. Grafico de longitud.
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Nota: Crecimiento en la longitud durante el cultivo larvario de A. tuberculosa,
alimentada con siete dietas mono-algales.
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Tabla 6. Promedio de longitud (um) de A. tuberculosa

Dietas Longitud alcanzada (%)
C. muelleri 172,47 + 4,73
C. gracilis 157.62+0.74
C. calcitrans 156,60 + 1,5
T. lutea 154,17 £ 2,51
Thalassiosira sp. 108,90 + 0,03
T. Chuii 133,68 + 9,32
P. lutheri 138,04 + 2,32

Nota: Promedio de longitud (um), alcanzada en las larvas durante el cultivo,

alimentada con siete microalgas () Desviacion estandar.

Supervivencia

Las dietas alimentadas con T. Chuii, P. lutheri, Thalassiosira sp obtuvieron
una disminucion evidente llegando a una mortalidad total el dia 13 de PF. La
supervivencia de las dietas presentd diferencia significante, siendo T. lutea la dieta
con menor supervivencia con un porcentaje de 9,3+£1,96 mientras que C. calcitrans
obtuvo un 12,9 + 3,07 C. muelleri obtuvo un 22+ 1,4 y C. gracilis obtuvo un 28,64+
0,48. Siendo la mejor supervivencia registrada la de las larvas alimentadas de C.

.gracilis, seguido de C. muelleri.



lustracion 11. Gréafico de supervivencia
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Nota: El porcentaje de supervivencia de las larvas en base a las siete dietas

evaluadas.
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Tasa de crecimiento diaria

En cuanto a la tasa de crecimiento diaria (um/dia), larvas alimentadas con
P. lutheri, T. chui y Thalassiosira sp. Obtuvieron una tasa de crecimiento diaria
de 2,21 £0,72; 2,78 £ 0,002; 1,02 + 0,05 respectivamente, sin embargo
presentaron mortalidad total el dia 13 y 15 dias del cultivo larvario el mayor
desempefio se registro en larvas alimentadas con C. gracilis y C. muelleri con
4,77 y 4,52 um/dia respectivamente, seguidas con igualdad estadistica por C.

calcitrans y T. lutea con 2,95y 2,78 um/dia.

llustracién 8.. Grafico de tasa de crecimiento diaria.
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Nota: Tasa de crecimiento diaria (um) durante el cultivo larvario, alimentado con

siete dietas mono-algales
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Evaluacion de dietas en la etapa de asentamiento, crecimiento y asentamiento de

larvas pediveliger.

Los tratamientos alimentados con las dietas C. muelleri y C. gracilis,
obtuvieron un mayor crecimiento y no se observd diferencia significante
estadisticamente. Mientras que las dietas compuestas por T. lutea y C. calcitrans,

mostraron un incremento bajo.

Tabla 7: Longitud (um) y desviacién estandar de las dietas

Dietas Longitud (%) en asentamiento
C.gracilis 397,1+1,1
C. muelleri 3943+15
C. calcitrans 308,3+11,2
T. lutea 304,1+54

Nota: Crecimiento de las larvas en el proceso de asentamiento de acuerdo a las

dietas suministradas.

Los dos tratamientos que llegaron a realizar el proceso de fijacion fueron C
gracilis y C. muelleri, teniendo una diferencia significativa en cuanto a tasa de
crecimiento, sin embargo, en la fase de asentamiento quien obtuvo un mayor

porcentaje fueron las larvas alimentadas por C. gracilis, obteniendo en longitud de
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semilla, 397.1 £ 1.1 y 394.3 + 1.5 um, respectivamente. Los resultados bajos se

obtuvieron para C. calcitrans y T. lutea con 308.3 + 11.2 y 304.1 £ 5,4 pum

respectivamente.

La mejor tasa de crecimiento diaria (en los 30 dias del experimento de

asentamiento) se observé en las larvas alimentadas con C. gracilis, seguida de C.

muelleri. Las dietas C. calcitrans y T. lutea fueron las de menor rendimiento. Se

registré un patrén similar con la tasa de crecimiento total, es decir, C. gracilis fue

significativamente diferente, seguido de C. muelleri, y finalmente C. calcitrans y

T. lutea (Tabla 8).

Tabla 8. (TCD). Tasa de crecimiento diaria. (TCT) Tasa de crecimiento total del cultivo

y la tasa de asentamiento representada en (%) con su respectiva desviacién estandar.

Tasa de
Tratamientos TCD TCT N° Dias
asentamiento (%)
C. gracilis 23+0,9 79+0,1 71+0,1 43
C. muelleri 10,5+8,9 74+0,1 6,3+0,1 47
C. calcitrans 0,2+0,1 51+04 42+0,2 51
T. lutea 0,2+0,1 49+0,2 41+01 51

Nota:En esta tabla se puede observar el resultado que se obtuvo con las diferentes dietas.
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Discusidén

Una alimentacion requiere microalgas de calidad con una serie de
atributos claves para su eleccion, los mismos que, basados en su morfologia y
composicién deben ser adecuadas para la ingesta, aprovechamiento y féacil
digestion. Este estudio da conocer que para larvas de A. tuberculosa la morfologia
no es una variable que pueda afectar la ingesta y posterior digestion. Sin embargo,
de las siete microalgas evaluadas, solo C. gracilis, C. muelleri, C. calcitrans y T.

lutea fueron las que dieron mejores resultados.

La facilidad de ingesta de esta especie es contraria a otras como por
ejemplo Argopecten ventricosus, que, de diez dietas evaluadas, no ingirieron tres
debido a que existié una correlacion entre morfologia-tamafio y la edad de las larvas
(Lora-Vilchis y Maeda-Martinez, 1997), al igual que con P. sterna (Martinez-

Fernandez et al., 2004) y Tridacna noae (Southgate et al., 2017)

Esta investigacion evidencié una digestion inicial de todas las
microalgas, lo cual fue tangible en el crecimiento de las larvas, al menos durante
los primeros 10-12 dias del cultivo. Las microalgas de mejor desempefio, fueron C.
gracilis y C. muelleri, con una tasa de crecimiento diariade 4,77 +0,41y4,2+1,3
M respectivamente y un porcentaje de supervivencia de e 28,64+ 0,48y 22 + 1,4
respectivamente. Lo expuesto lleva similitud con lo reportado para Striostrea
prismatica en cuanto al desempefio de C. gracilis y C. muelleri, donde se reporto

una tasa de crecimiento diaria de 10-13 para C. gracilis y 4 um/dia para C. muelleri
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(Rodriguez-Pesantes et al., 2020). Otro bivalvo: Ruditapes decussatus presento
mejor resultado cuando las larvas fueron alimentadas con C. muelleri teniendo una
tasa de crecimiento diaria de 7,3 pum y un porcentaje de supervivencia de 27%
(Aranda-Burgos et al., 2014). Sin embargo, existen otros estudios como el de
Placopecten magellanicus (Ky et al., 2013) con Pinctada margaritifera que han
mostrado que las microalgas del género Chaetoceros son de gran beneficio en las

dietas en comparacion de otras evaluadas.

Por otro lado, C. calcitrans y T. lutea mostraron un desempefio menor,
siendo C. calcitrans quien tuvo mejor porcentaje de crecimiento y supervivencia; a
pesar de ser microalgas que las larvas de A. tubeculosa ingirieron y digirieron, estos
resultados demostraron la carencia de algn nutriente importante indispensable en
el perfil requerido por las larvas. Contrario a esto, larvas de Crassostrea gigas
mostraron los mejores desempefios cuando se alimentaron con C. calcitrans,
incluso sobre T. lutea (Rico-Villa et al. 2006). Las larvas de Argopecten nucleus,
también mostraron tendencias similares en la evaluacion de estas dietas, mostrando
que C. calcitrans y T. lutea, no favorecian el crecimiento ni la supervivencia
(Hernandez et al., 2012). El comportamiento fue igual con larvas de Placopecten
magellanicus donde se obtuvieron resultados bajos en términos de crecimiento y
supervivencia con estas microalgas en comparacion a las dietas formadas por otras

diatomeas (Pernet y Tremblay, 2004).

P. lutheri, Thalassiosira sp, T. chuii, fueron las peores dietas en este estudio
ya que las larvas presentaron mortalidad total, al dia 15 PF, por lo tanto, estas dietas

no aportaron los requerimientos nutricionales de A. tuberculosa. Sin embargo, otro
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estudio demostrd que estas microalgas son efectivas para otras especies como en el
caso Thalassiosira cuyo uso ha demostrado buenos desempefios en larvas de
Crassostrea gigas (Thompson y Harrison, 1992). Por otro lado, en larvas de
Crassostrea virginica se reporta un buen crecimiento cuando estas fueron
alimentadas con T. chuii (Hégaret et al., 2004). Le Pennec et al. (1985) obtuvieron
mejores resultados cuando las larvas de Pecten maximus se alimentaron con P.
lutheri, al igual que lo observado por Lora-Vilchis y Maeda-Martinez, (1997) en
larvas de Argopecten ventricosus-circularis y Chelikowsky et al. (2013) en larvas

de Argopecten irradians.

En base a lo expuesto, la microscopia de epifluorescencia demostré ser un
método adecuado y permitio verificar la ingestién y digestion de las dietas
evaluadas. Este método ha sido utilizado con éxito por Lucas y Rangel (1983) para
Crassostrea gigas, Thunberg, Rangel (1984) para Pecten maximus y Le Pennec

(1991) para Strombus gigas.

La supervivencia y el éxito de asentamiento de las larvas se debe al valor
nutritivo del alimento que consume (Uriarte y Farias, 1999). Por ejemplo, la tasa
de asentamiento que obtuvo A. tuberculosa con la dieta C. gracilis fue de 22,9 +
0,9 %. Siendo menor a los reportado con las larvas de Placopecten magellanicus
con un porcentaje de 29,7% (Pernet et al., 2004). Pero mayor a lo reportado en
Mytilus galloprovincialis con 7,52 £% (Pettersen et al., 2010). Por otro lado, la tasa
de asentamiento de Cassostrea gigas, ha mostrado porcentajes mucho mas

eficientes (alrededor de 58 + 10%) (Rico-volla et al., 2009)
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En dependencia del origen alimenticio usado, investigaciones afirman que
T. lutea y C. calcitrans han sido las dietas con las mas bajas tasa de asentamiento
(Soudant et al., 1998), coincidiendo asi, con lo observado en esta investigacion.
Aunque C. calcitrans provoca buenas tasas de crecimiento, no concluye con buenas
tasas de asentamiento; Sin embargo, Velasco (1997) encontré que las larvas
alimentadas con una mezclade T. lutea y C. calcitrans fueron capaces de completar
su desarrollo hasta metamorfosis, pero no en el caso de C. calcitrans como dieta
monoalgal en el pectinido Nodipecten subnodosus. Al igual que en la etapa
larvaria, la microalga C. gracilis, fue la méas completa, ya que en su ciclo larvario

fue mas corto mostrando mancha ocular a los 13 dias PF.
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Conclusiones

En este estudio se concluyé que el cultivo de semillas de A. tuberculosa fue
posible en condiciones de laboratorio, con larvas alimentadas con microalgas C.
gracilis, ya que fue el tratamiento que obtuvo mejores resultados, presentando
mancha ocular primero que los otros tratamientos y tuvo una eficiencia de
asentamiento del 23%. Se comprobo que las microalgas T. chuii, Thalassiosira sp,
posiblemente no cumplen con los requerimientos necesarios para la etapa larvaria
de A. tuberculosa ya que fueron los tratamientos que presentaron mortalidad total

en el cultivo.

La microscopia epifluorescente demostrd6 que la morfologia de las
microalgas no es una variable que afecte la ingesta de A. tuberculosa. Gracias a
estos hallazgos, se considera que es posible la técnica de producir semilla de A.

tuberculosa en cautiverio.

Recomendaciones

Se recomienda una dieta basada en una mezcla de C. gracilis, C. muelleri 'y
T. lutea en proporcion de 2:1:1 en todo el cultivo larvario hasta conseguir larvas
con mancha ocular (~15 dias después de la fertilizacion), y luego cambiarla a 2:2:1
hasta la obtencién de semilla (~30 dias después de la etapa de larva oculada). En
busca de una mayor produccién de semilla con fines de acuicultura y/o restauracion
ecologica, las investigaciones futuras deben incluir estudios relacionados con la
optimizacion del acondicionamiento reproductivo, las densidades en cultivo,

estrategias de asentamiento y engorde en campo.
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Preparacion de tanques
para el experimento

Observacion y analisis de las
larvas.

Recambios al 100%

Conteo de microalgas

Preparacion de la sala 2
de experimentacion

Recambios de la segunda




