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RESUMEN

Se estudi6 la influencia que ejerce la dieta sobre el desarrollo larvario del pectinido Argopecten
nucleus, probando seis dietas microalgales compuestas por dietas monoalgales y mezcla de las especies
Isochrysis galbana, Chaetoceros calcitrans y Tetraselmis suecica en relacién 1:1, manejando una
concentracién por mL equivalente al peso de 40000 células de I. galbana, midiendo la respuesta a través
de las variables supervivencia, crecimiento, aparicién de la mancha ocular y estado de condicién (larvas
llenas, semillenas y vacias). Las dietas que contenian /. galbana presentaron los mayores valores en cada
una de las variables medidas, en comparacién con aquellas que carecian de esta. Particularmente, la dieta
mixta I. galbana + C. calcitrans presenté superioridad en todas las variables, aunque en la mayoria de
los casos fue estadisticamente similar a 1. galbana + C. calcitrans + T. suecica, I. galbana + T. suecica
e 1. galbana sola. Por el contrario, las dietas que arrojaron los resultados mas bajos fueron C. calcitrans
y C. calcitrans + T. suecica. Los resultados obtenidos se atribuyen principalmente a la composicién
nutricional, especialmente de dcidos grasos altamente insaturados (HUFA por sus siglas en inglés) de
cada microalga y de cada mezcla suministrada, la cual se discute detalladamente.
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ABSTRACT

Growth and survival larvae of Argopecten nucleus fed with different microalgae diets.
The influence of the diet on larval growth of the scallops Argopecten nucleus was studied, testing
six microalgae diets composed by single-algae and mixed diets of the species Isochrysis galbana,
Chaetoceros calcitrans 'y Tetraselmis suecica, handling a concentration per mL equivalent to 40000 cells
of I. galbana and the response through the variables surviving, growth, appearance of the eye spot and
state of condition (full, half-full and empty larvae) was measured. The diets containing I. galbana showed
greater results over all the measured variables, with regard to those where it was not present. In particular,
the mixed diet I. galbana + C. calcitrans presented superiority over all variables, although in the most
cases was statistically similar to . galbana + C. calcitrans + T. suecica, I. galbana + T. suecica and I.
galbana alone. For the opposite, the diets with the lowest results were C. calcitrans and C. calcitrans +
T. suecica. The results obtained are principally attributed to the nutritional composition mainly of high
unsaturated fatty acids (HUFA) of each microalgae and each mixture supply, which is discussed in detail.

KEY WORDS: Argopecten nucleus, Larvae, Microalgae, Isochrysis galbana, HUFA.
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INTRODUCCION

Argopecten nucleus es un pectinido filtrador epibenténico que se encuentra
desde 10 hasta 50 m de profundidad y habita los fondos rocosos del mar Caribe; es
una especie libre, alcanza una tallade 5 cm y tiene una vida corta de aproximadamente
dos afios (Diaz y Puyana, 1994). Ha sido identificado como uno de los pectinidos
nativos con potencial para el cultivo por su rdpido crecimiento, alto contenido de
carne, bajos costos de produccién en su cultivo intermedio y final, buen precio en el
mercado internacional de especies similares y por ser una valiosa fuente de alimento
(Urban, 1999; Valero et al., 2000). Dado que su disponibilidad de semilla en el
medio natural es baja, variable y poco predecible (Castellanos y Campos, 2007), la
produccion de esta en laboratorio se convertiria en la alternativa mds eficiente para
suplir su demanda en un cultivo a gran escala. A pesar de que en Colombia se ha
logrado la produccién de semilla en laboratorio de manera experimental (Velasco et
al.,2007; Velasco y Barros, 2008), atin es necesario continuar investigando aspectos
como el alimento y el tipo de dieta, sobre todo en la etapa larvaria, siendo estos unos
de los factores mds limitantes para el crecimiento y la supervivencia de larvas de
moluscos pectinidos (Uriarte y Farias, 1999) y, de esta manera, lograr maximizar los
volimenes de produccién obtenidos hasta ahora, al reducir las tasas de mortalidad
en el cultivo larvario y, por ende, aumentar la posibilidad de obtener mayor nimero
de semillas por ciclo de produccién.

Las microalgas plancténicas son el alimento mds importante para los
pectinidos en condiciones de laboratorio, tanto en su fase larvaria como en la adulta
(Farfas-Molina, 2001; Velasco, 2008). De la misma manera, la concentracién y el
tipo de alimento son imprescindibles para el 6ptimo desarrollo larvario, el cual varia
segin la especie. En la literatura no se encuentra un consenso para la alimentacién
de larvas de pectinidos, la cual, segin autores como Winkler y Estévez (2003) y
Farfas y Uriarte (2006), va desde 4000 hasta 50000 cel/mL, para especies como
A. purpuratus, A. circularis y Nodipecten nodosus; las especies de microalgas
mas utilizadas son Isochrysis galbana, 1. aff. galbana (T-1SO), Paviova lutheri,
Tetraselmis suecica, Chaetoceros gracilis y C. calcitrans (Farias-Molina, 2001;
Velasco et al., 2007). Generalmente, se usa la mezcla de dos microalgas en las fases
iniciales, una flagelada y una diatomea, y cuando las larvas alcanzan tallas mayores,
se recomienda incluir también especies pequefias de Tetraselmis (Helm et al., 2006).

Por tales motivos, en este trabajo se pretendid establecer el efecto de la
dieta microalgal sobre la supervivencia y el crecimiento larvario de A. nucleus,
utilizando seis dietas formuladas en funcién del peso seco, compuestas por las
microalgas Isochrysis galbana (alga flagelada), Chaetoceros calcitrans (diatomea)
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y Tetraselmis suecica (alga flagelada), las cuales se escogieron por su amplia
utilizacién en el cultivo de estos organismos y por el facil acceso que se tuvo a las
cepas. Con lo anterior se hard una contribucién al mejoramiento de la produccién de
semilla de este bivalvo en laboratorio.

AREA DE ESTUDIO

El presente estudio se realizé en un laboratorio adaptado para tal fin, situado
cerca ala costa, a4 Km de Punta Canoa, corregimiento de Cartagena, Bolivar (10°23’
N, 75°32> W). Alli, la temperatura del agua de mar se mantuvo controlada segtn se
requeria en cada proceso y la salinidad vari6 entre 34 y 37. A 100 m de este sector
funcionan las instalaciones de un laboratorio productor de postlarvas de camarén, el
cual provey6 agua de mar prefiltrada, agua dulce y energia eléctrica.

MATERIALES Y METODOS

Colecta, maduracion y desove de reproductores

Se colectaron entre 20 y 30 individuos de A. nucleus en estadio de madurez
IIT en la escala modificada de Sastry (1963) y Cochard y Devauchelle (1993) de la
estacion experimental de cultivo de bivalvos de INVEMAR, en la bahia de Neguange
(11°20° N, 74°05° W), Parque Nacional Natural Tayrona (PNNT), Santa Marta, en
donde la temperatura del agua de mar oscila entre 22 y 30 °C segtin la época del afio, la
salinidad de 33 a 37, las concentraciones de seston entre 0.2 y 4.7 mg/L y el porcentaje
organico en el agua entre 15 y 60 % (Urban, 1999). Los animales se transportaron
en una cava térmica a 21 °C aproximadamente, hasta el laboratorio en Punta Canoa
(Bolivar). Allf se aclimataron a 25 °C y se colocaron en una canaleta con 250 L
de agua de mar filtrada (AMF) a 5 um, aireacién, alimentacidn constante de 40000
cel/mL de las microalgas Isochrysis galbana, Chaetoceros calcitrans y Tetraselmis
suecica, en unarelacion 1:1:1, recambio diario del 200 %, temperatura de 23 a 26 °C,
y salinidad entre 31.5 y 35.5, durante diez dias. El dia previo al desove se suspendié
el alimento y el recambio de agua se incrementé a un 300 %. Una vez alcanzaron el
estadio de madurez IV, 20 individuos se limpiaron con cepillo y cuchillo retirando
los epibiontes adheridos a la concha, se colocaron en un acuario de fondo negro, con
20 L de agua AMF (1 um) e irradiada con luz ultravioleta (UV) y aireacién baja. Se
inici6 la induccién al desove por choque térmico (de 23 a 28 °C, cada 30 min), y con
exposicion de los animales a desecacion por 5 min cada 30 min, sumado a un proceso
de irradiacién constante con luz UV del agua utilizada. Al momento de expulsién de
los gametos, cada animal se colocé por separado en un recipiente de 2 L de agua con
las mismas caracteristicas utilizadas en la induccidn.
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Obtencion de larvas

Los gametos femeninos y masculinos se colectaron por separado, se
tamizaron por una malla de 90 um, los espermatozoides se colocaron en recipientes de
2 Ly los ovocitos de cinco hembras se lavaron con abundante agua y se suspendieron
en un balde con 10 L de agua. Se estimé la concentracion de los productos gaméticos
por medio de conteo de alicuotas en microscopio, utilizando una placa Sedgewik
Rafter para los ovocitos y una Neubawer para los espermatozoides. Seguidamente,
se realiz0 la fertilizacién a una relacion 100:1 durante 30 min, luego los cigotos se
tamizaron y lavaron en una malla de 23 um. El desarrollo embrionario se llevé a
cabo en tanques de fibra de vidrio de 500 L, con AMF a 1 um, irradiada con luz UV,
aireaciéon muy suave, temperatura de 24.5 a 25.5 °C, salinidad de 36 y pH de 8. Las
larvas D se obtuvieron a las 24 h de la fertilizacion.

Experimento de alimentacién larvaria

Con el fin de determinar una dieta microalgal que favorezca el crecimiento
y la supervivencia de larvas de A. nucleus, se probaron seis dietas: 1) Isochrysis
galbana (1SO), 2) Chaetoceros calcitrans (CHA), 3) I. galbana + C. calcitrans
en relacion 1:1, ISO+CHA) 4) 1. galbana + Tetraselmis suecica en relacién 1:1
(ISO+TETRA), 5) C. calcitrans + T. suecica en relacion 1:1 (CHA+TETRA), 6) L
galbana + C. calcitrans + T. suecica en relacién 1:1:1 (ISO+CHA+TETRA). Las
relaciones microalgales de las especies utilizadas en este experimento se realizaron
en funcién a la equivalencia en peso seco de la especie I. galbana, dado que asi
se tiene en cuenta el valor nutricional de cada especie, puesto que una célula de I.
galbana tiene mas de cuatro veces la concentracion de dcidos grasos que posee una
de C. calcitrans, lo cual se pasa por alto cuando se hace la relacién en volumen o
nimero de células. De este modo, al realizar la mezcla en la dieta ISO+CHA, se
usaron 20000 cel/mL de I. galbana y 84800 cel/mL de C. calcitrans, y de la mezcla
ISO+CHA+TETRA se utilizaron aproximadamente 13300 cel/mL de I galbana,
56400 cel/mL de C. calcitrans y 5450 cel/mL de T. suecica (Tabla 1), manteniendo
asf las proporciones de los nutrientes de cada microalga.

Tabla 1. Relacion de las raciones utilizadas en nimero de células/mL y en peso seco de las microalgas
utilizadas equivalente a Isochrysis galbana (modificado de Helm et al., 2006).

. . Relacion en  Relacién en peso seco eq.  Numero de cel. equivalentes
Especie de microalga

cel/mL a1 cel de L. galbana a 40000 cel de 1. galbana
Isochrysis galbana 1 1 -
Chaetoceros calcitrans 1 4.24 169600
Tetraselmis suecica 1 0.41 16400
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Las larvas D producidas fueron colectadas, contadas y distribuidas por
triplicado en botellones aforados a 15 L, provistos de agua de mar filtrada a 1 um
e irradiada con luz UV, aireacién suave, temperatura de 25+1 °C, estableciéndose
una densidad de siembra inicial de 10 larvas/mL y una concentracién de alimento
de 40000 cel/mL de las microalgas a utilizar. Cabe resaltar que estas dos tltimas
condiciones son mayores que las trabajadas por otros autores [Urban (1999) con 0.4
larvas/mL y Velasco y Barros (2008) con 1 larva/mL y 20000 cel/mL de microalgas]
y se determinaron gracias a ensayos previos al presente. Este experimento concluyé
al momento de alcanzar el estado de larva con mancha ocular.

Diariamente se recambi6 el agua drenando los botellones, reteniendo las
larvas de cada uno en una malla de 40 pm, se suspendieron en recipientes de 1.5
L, de donde se tomaron tres muestras de 1 mL para su conteo y se seleccionaron
30 larvas al azar para determinar su longitud antero-posterior. Finalmente, se
realizaron observaciones directas al microscopio sobre su estado de condicion:
glandula digestiva llena, semillena y vacia (Tabla 2); para lo anterior se utilizé una
placa Sedgewick Rafter (SR). La temperatura y salinidad se tomaron diariamente,
utilizando un equipo multipardmetros portatil marca Y SI Model 30, con una precisién
de 0.1 °C y 0.1 ppt, y una resolucién de uno y dos decimales, respectivamente.
Asimismo, el pH se midi6 con un pH-metro marca WTW 300i, con una precisién de
< 0.005+1 digito y una resolucién de tres decimales.

Tabla 2. Estados de condicién larvaria de Argopecten nucleus.

Estado de
condicion Descripcion
larvaria
LLENA Glandula dlgestlvz} facilmente distinguible, de color café
oscuro hasta amarillo oscuro.
SEMILLENA GlanQula digestiva distinguible, de color café claro hasta
amarillo claro.
VACIA Glandula digestiva transparente, dificil de diferenciar del

resto de los 6rganos.
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Analisis estadistico

Se revisé la homogeneidad de varianzas para cada variable por medio del test
de Cochran y la normalidad utilizando el estadistico Shapiro-Wilks. Posteriormente,
los datos fueron sometidos al andlisis de varianza de una via (ANOVA) para establecer
posibles diferencias entre los tratamientos. En donde se presentaron diferencias, se
realiz6 una prueba de miiltiples comparaciones para determinar cudles tratamientos
ejercian mayor influencia sobre la variable en estudio, por medio de la prueba de Tukey
HSD. El anilisis estadistico se llevé a cabo utilizando el programa Statgraphics Plus 4.0
y las decisiones se tomaron teniendo en cuenta un intervalo de confianza (o) de 0.05.

RESULTADOS

El experimento tuvo una duracién de 12 dias (d), tiempo en el cual se present6
el estadio de mancha ocular en por lo menos uno de los tratamientos. Al final, se observé
una notable diferencia con respecto a las variables supervivencia, crecimiento, estado
de condicién y aparicién de mancha ocular, entre las dietas monoalgales y mixtas que
contenian /. galbana, siendo estas tultimas las mas favorables.

Supervivencia

La supervivencia larvaria para el final del cultivo fue mayor con las dietas I
galbana + C. calcitrans ISO+CHA), I. galbana + T. suecica ISO+TETRA) e L. galbana
+ C. calcitrans + T. suecica (ISO+CHA+TETRA) con 48.6, 30.8 y 30.6 % respectivamente
(Figura la); por el contrario, los valores mas bajos se registraron con C. calcitrans + T.
suecica (CHA+TETRA); C. calcitrans (CHA) e I. galbana (ISO), con una supervivencia
del 22, 24 y 26 %. Se encontraron diferencias estadisticas entre tratamientos (Gl= 5; F=
6.1; p= 0.0049), y los resultados obtenidos con las dietas ISO+CHA, ISO+TETRA e
ISO+CHA+TETRA fueron estadisticamente homogéneos y superiores a los demas.

Crecimiento

La dieta con la que se obtuvo el mayor crecimiento larvario fue ISO+CHA
con un incremento diario de 9.7 um/dia, alcanzando una talla de 195 pm para el
ultimo dia de cultivo; en segundo lugar, la dieta ISO+CHA+TETRA presenté un
incremento de 7.7 um/dia, y una talla final de 176 um (Figura 1b).

No se observaron diferencias marcadas en el crecimiento entre los demds
tratamientos, encontrandose que con ISO+TETRA se obtuvo una talla final de 153
pm, con un incremento de 5.4 um/dia. Los resultados de CHA y CHA+TETRA fueron
similares estadisticamente entre si, con un aumento de 5.1 y 5.0 ym/dfa y una talla
final de 150 y 149 um, respectivamente. Por tltimo, con la monodieta ISO las larvas
crecieron en total 143 um, incrementandose este valor a razén de 4.2 um/dia, siendo
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la de menor talla al final del experimento. Se presentaron diferencias estadisticas
altamente significativas entre tratamientos (Gl= 5; F= 32.6; p= 0.00) y la dieta
ISO+CHA fue significativamente mayor que ISO+CHA+TETRA, y esta a su vez,

mayor que las demas.
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Figura 1. Argopecten nucleus. Larvas alimentadas con diferentes dietas microalgales. a) Supervivencia,
b) Crecimiento y c) Presencia de mancha ocular. ISO: Isochrysis galbana, CHA: Chaetoceros calcitrans,

TETRA: Tetraselmis suecica.
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Presencia de mancha ocular

Esta fue evidente en las larvas alimentadas con las dietas ISO+CHA e
ISO+CHA+TETRA a partir del noveno dia, registrando un incremento diario de 15.1
y 10.6 %, presentando un total de 60.4 y 42.4 % de larvas con esta caracteristica,
respectivamente, al ultimo dia de cultivo (dia 12) (Figura lc). Contrario a este
comportamiento, en ISO+TETRA, CHA+TETRA y CHA, la mancha ocular se observé
eldltimodiaconun 1.2,1.7y 1.8 %, siendo ISO la tinica dieta en donde no se presentaron
larvas con mancha ocular. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos (Gl= 3; F= 329.1 y p= 0.00), y las dietas ISO+CHA+TETRA e
ISO+CHA fueron significativamente superiores a las demas.

Estado de condicién diario
El comportamiento de esta variable se caracteriz6 por la predominancia del
estado de condicién de larvas llenas, seguido en menor medida por larvas semillenas
y hacia el final del experimento, un pequefio porcentaje de larvas en estado de
condicién vacias (Figura 2).
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Figura 2. Argopecten nucleus. Estado de condicion diario de larvas alimentadas con diferentes dietas
microalgales. a) Isochrysis galbana, b) Chaetoceros calcitrans, c¢) 1. galbana + C. calcitrans, d) I
galbana + C. calcitrans + Tetraselmis suecica, e) I. galbana + T. suecica y f) C. calcitrans + T. suecica.
ISO: Isochrysis galbana, CHA: Chaetoceros calcitrans, TETRA: Tetraselmis suecica.
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Al realizar un promedio general de dicho comportamiento a lo largo
del experimento en cada tratamiento, se logré distinguir que los mayores
porcentajes promedio de larvas en estado de condicién llenas se obtuvieron
con ISO+CHA e ISO+CHA+TETRA con 89.3 y 89.1 % respectivamente; para
ISO e ISO+TETRA los valores medios fueron 86.6 y 96.5 % y los menores
se obtuvieron con CHA (82.8 %) y CHA+TETRA (82.7 %). Con respecto al
estado de condicién promedio de larvas semillenas, los porcentajes mas bajos
se lograron con las dietas ISO+CHA (7.6 %) e ISO+CHA+TETRA (8.5 %) y
los mas altos fueron CHA y CHA+TETRA con 13.4y 13.1 %, respectivamente.
Por su parte, la presencia de larvas vacias se determin en menor medida con
las dietas ISO+CHA+TETRA, ISO e ISO+TETRA con 2.4y 2.7 % en promedio
general para las dos ultimas dietas, y en mayor medida en CHA con 3.7 % y
CHA+TETRA con 4.2 %.

Cabe destacar que los tratamientos ISO+CHA e ISO+CHA+TETRA no
registraron variaciones en la relacion de larvas llenas, semillenas y vacias a lo
largo del experimento (Figuras 4c¢ y d), en comparacién con ISO y CHA, en los
cuales se produjo una fuerte oscilacién entre todos los estados de condicién en
los dias 8 y 9, observiandose un descenso de larvas llenas y un incremento de
larvas semillenas y vacias (Figuras 4a y b). Con ISO+TETRA y CHA+TETRA
la oscilacién se presentd entre los dias 10 y 11 para el primero y entre los dias 9
y 11 para el segundo.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos
con relacién al estado de larvas llenas (Gl= 5; F= 2.3 y p= 0.0212) y semillenas
(Gl=5; F= 3.2 y p= 0.0079), presentdndose un grupo homogéneo conformado por
ISO+CHA, ISO+CHA+TETRA, ISO e ISO+TETRA, con la mayor presencia de
larvas llenas, asi mismo, los porcentajes mas bajos de larvas semillenas. Sin embargo,
todas las anteriores, excepto ISO+CHA, conforman el grupo homogéneo junto con
CHA y CHA+TETRA con los porcentajes mas altos de larvas semillenas. Para
el estado de condicién de larvas vacias no se encontraron diferencias estadisticas
significativas (Gl=5; F= 0.8 y p= 0.5623).

DISCUSION

Supervivencia
Los valores més altos de supervivencia se obtuvieron con las dietas
mixtas, en donde se incluy6 la microalga I. galbana. Tales resultados se atribuyen

principalmente a la mezcla de microalgas en si, puesto que se ha encontrado
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que, generalmente, las larvas de pectinidos alimentadas con dos o més tipos de
microalgas tienen mayor crecimiento y supervivencia que al suministrar un solo
tipo, debido a la complementariedad de nutrientes que se logra al suministrar la
mezcla (Narvarte y Pascual, 2001; Helm et al., 2006; Bayne, 2008; Velasco y
Barros, 2008).

Por otro lado, se encuentran los requerimientos nutricionales de las larvas
en desarrollo, en especial los dcidos grasos altamente insaturados (HUFA por sus
siglas en inglés), que cumplen un rol generalizado en la estructuracién e integridad
funcional de las membranas y ademads sirven como precursores de compuestos que
funcionan como reguladores de las funciones bioldgicas. Dentro de los HUFA, los
acidos grasos identificados como esenciales son el DHA (4cido docosahexandico,
22:6n-3), el EPA (4cido eicosapentandico, 20:5n-3) y en menor medida el AA (4cido
araquiddnico, 20:4n-6) (Farfas-Molina, 2001; Helm et al., 2006).

Segun autores como Martinez (1991), Marty et al. (1992) y Delaunay et
al. (1993), las larvas de los pectinidos tienen un alto requerimiento de EPA en las
fases larvarias tempranas y una disminucién hacia la fase tardia y posmetamdrfica,
mientras que los requerimientos de DHA parecen mantenerse altos durante toda la
vida larvaria e incluso después de la metamorfosis. Segiin esto y teniendo en cuenta
que la microalga I. galbana posee el porcentaje mas alto de DHA con respecto a
las otras microalgas utilizadas en este experimento (Tabla 3), es 16gico pensar que
las mezclas microalgales que posean esta microalga tengan una ventaja nutricional
frente a las demas.

Tabla 3. Comparacion del contenido organico en peso seco de las especies de microalgas utilizadas en el
experimento [Modificado de Helm et al. (2006)*, Brown et al. (1997)** y Barbosa (2005)%**%*].

Isochrysis galbana Chaetoceros calcitrans Tetraselmis suecica

EPA (%) 1* 23% [ 5-20%* 3% 1-5%*
DHA (%) 12%* 2% [0.2-1%* 0%/ < 0.2%*
AA (%) 0* 1%/ 0.2-1%* 1%/ 1-5%%*
Lipidos totales (%) 22% 17* 6*
Proteinas (%) 28.06%%#* 22.94%#%* 34 35%%%*
Carbohidratos (%) 1.2k 1.58%%* 0.327%4%

Asi, el mayor valor de supervivencia fue logrado con la dieta ISO+CHA,
resultado que concuerda con lo hallado por Velasco (1997), quien realizando el
cultivo larvario de N. subnodosus encontré que las larvas alimentadas con una

mezcla de 1. galbana y C. calcitrans eran capaces de completar su desarrollo hasta
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la metamorfosis, mientras que alimentando s6lo con C. calcitrans no lograron
completar su desarrollo larvario. Este resultado, al igual que el obtenido en esta
investigacidn, podria ser atribuido nuevamente a los requerimientos nutricionales de
las larvas y su relacién con el contenido de nutrientes de las microalgas utilizadas en
este experimento, pues como se menciond anteriormente el EPA y el DHA son dos
de los 4cidos grasos primordiales para la supervivencia y desarrollo de las larvas.
Como se observa en la Tabla 3, 1a microalga I. galbana posee mds alto contenido de
DHA, pero baja presencia de EPA, mientras que C. calcitrans contiene el més alto
contenido de EPA, pero baja concentraciéon de DHA, por lo cual, con la combinacién
de estas microalgas se crea un efecto sinérgico, lo que permite complementar las
deficiencias de nutrientes esenciales de cada microalga (Helm et al., 2006, Bayne,
2008), produciendo por ende una nutricién mas completa, balanceada y eficiente
para el desarrollo larvario.

Después de la dieta ISO+CHA, el segundo y tercer valor més alto de
supervivencia se presenté con las dietas ISO+TETRA y con ISO+CHA+TETRA
respectivamente, sin ser diferentes significativamente entre si. La razén por la cual
ISO+TETRA arrojé el segundo valor mds alto de supervivencia, se podria explicar
por el hecho que aunque T. suecica posee EPA en menor proporcién que C. calcitrans
e igual proporcién de AA, esta microalga aporta mayor porcentaje de proteinas que
todas las demads (Tabla 3). Segtin Uriarte et al. (2001), una dieta con alto contenido
de proteina mejora la calidad de vida de las larvas; por otro lado, la dieta constituida
por las tres microalgas evidencia que a pesar de los buenos resultados, la utilizacién
de T. suecica reduce la eficiencia de la supervivencia, por no tener una fuente muy
importante de 4cidos grasos que complementen sustancialmente a las otras dos
especies y ademds su participacion en la dieta obliga a disminuir en una tercera parte
los aportes de EPA y DHA aportados por las otras dos especies de microalgas.

La dieta ISO+CHA produjo una supervivencia larvaria del 48 %, la cual
supera en gran medida a la registrada por Velasco y Barros (2008), quienes probando
tres dietas microalgales, compuestas por 1) I. galbana, 2) I. galbana + C. calcitrans
y 3) L. galbana + Emulsién de DHA, en larvas de esta misma especie, obtuvieron
un méiximo de supervivencia larvaria del 4 % con la dieta 2. La diferencia de la
supervivencia entre estos dos trabajos posiblemente se deba a la manera en la que
se maneja la relacién microalgal, la cual es de 1:1 en ambos casos, puesto que los
primeros autores se basan en el nimero de células, mientras que en el presente, se
hizo con respecto al peso seco de las microalgas (Tabla 1). Con la primera, no se
tiene en cuenta la cantidad de nutrientes aportados por cada microalga, por lo tanto,
no se suministran de manera equivalente. Estas mismos autoras sugieren que las
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mezclas microalgales realizadas de esta manera proveen un bajo equivalente en peso
seco de alimento, mds que si se suministra una dieta monoalgal, y que un reemplazo
del 50 % de las células de I. galbana por un niimero equivalente de células de C.
calcitrans, podria causar que el peso seco total de la dieta decreciera en un 35 %

aproximadamente.

Crecimiento

Walne (1970) sugirié que la mezcla microalgal tiene un efecto sinérgico
que hace que se incremente la tasa de crecimiento. Helm ez al. (2006) sefialaron
que una combinacién de dos especies de microalgas de alto valor nutritivo que
incluya un flagelado y una diatomea de tamafio adecuado invariablemente acelera
el crecimiento y desarrollo larvario en los bivalvos, como es el caso de la dieta
ISO+CHA, la cual presentdé el mayor crecimiento, confirmando que con esta
mezcla se asegura una nutricién méas completa y balanceada, como se menciond
anteriormente.

El segundo mayor crecimiento fue conseguido con la dieta
ISO+CHA+TETRA, aunque fue significativamente menor que el primero, al
mismo tiempo fue significativamente mds alto que con las cuatro dietas restantes.
Esta superioridad en el crecimiento por parte de aquellas dietas que poseen las
microalgas I. galbana y C. calcitrans, confirman lo expresado en el item anterior,
al discutir el beneficio de utilizar microalgas con altos contenidos de 4cidos grasos,
debido al papel que éstos cumplen en la supervivencia y crecimiento de las larvas,
encontrandose estas dos variables relacionadas entre si y siendo las de mayor interés
comercial (Manahan y Crisp, 1982).

Segin Novoa (2007), la composicion en compuestos esenciales
(amino4cidos, acidos grasos, vitaminas) mas que la cantidad total de proteinas,
lipidos totales o glicidos puede ser la responsable de las diferencias en cuanto
al valor nutricional de las microalgas. Esto es apoyado en parte por Webb y Chu
(1982) quienes sugieren que el valor nutricional de las especies microalgales no
estd relacionado con su contenido total de lipidos y carbohidratos, sino que parece
estar correlacionado con la composicién total de proteinas y la composicién
cualitativa de acidos grasos.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se podria afirmar que
entre mayores sean las concentraciones de dcidos grasos esenciales presentes
en las microalgas que conforman la dieta, en especial EPA y DHA, mayor sera
el crecimiento alcanzado por las larvas; sin embargo, como se mencioné en el

item anterior, Farfas-Molina (2001) encontré que en la fase larvaria temprana
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los pectinidos podrian tener un alto requerimiento de EPA y una disminucién
hacia la fase tardia o postmetamdrfica, mientras que los requerimientos de DHA
parecen mantenerse altos durante toda la vida larvaria e incluso después de la
metamorfosis. Esto explicaria el comportamiento del crecimiento de las larvas a
lo largo del tiempo, en donde se mantuvo similar con todos los tratamientos hasta
el quinto dia de cultivo, a partir del cual se observa la predominancia de las dietas
ISO+CHA+TETRA e ISO+CHA, las cuales tienen porcentajes balanceados de
ambos compuestos, mientras que con ISO+TETRA, CHA+TETRA, CHA e
ISO la tasa de crecimiento es menor, mostrando los valores mds bajos al final
del experimento, debido a que con estas dietas se presenta deuda de alguno de

dichos compuestos (Tabla 4).

Tabla 4. Composicion nutricional de las dietas probadas en el experimento en larvas de Argopecten
nucleus (modificado a partir de los datos registrados en la Tabla 3).

DHA EPA AA Lipidos Proteinas Carbohidratos

DIETAS %) %) (%) (%) (%) (%)
1ISO 12 1 0 22 28.1 1.2
ISO+CHA 7 12 0.5 19.5 25.5 1.4
ISO+TETRA 6 2 0.5 14 31.2 0.8
ISO+CHA+TETRA 4.7 9 0.7 15 28.5 1
CHA+TETRA 1 13 1 11.5 28.6 1
CHA 2 23 1 17 22.9 1.6

Losaltos valores de crecimiento obtenidos conlas dietas mixtas ISO+CHA
e ISO+CHA+TETRA, concuerdan con lo observado en A. ventricosus, en donde
se ha demostrado que las larvas presentan mayor crecimiento con la mezcla de
1. galbana y C. gracilis que con cada microalga por separado, porque con la
mezcla se incrementan los valores de depdsito diario de proteina y utilizacién
aparente de la misma (Milldn-Tovar, 1997). Del mismo modo, Urban (1999)
registré un crecimiento mayor de larvas de Pinctada imbricata alimentdndolas
con una mezcla de I. galbana + C. calcitrans que administrandolas por
separado. Finalmente, Helm ef al. (2006) afirman que las larvas de C. gigas, C.
rhizophorae y Tapes philippinarum alimentadas con una mezcla de C. calcitrans
e I. galbana (Clon T-ISO) presentaron un mayor crecimiento que suministrando
estas microalgas por aparte. Por tltimo, la tasa de crecimiento encontrada en este
experimento fue considerablemente mayor a la registrada por Velasco y Barros
(2008) y Urban (1999) para larvas de esta misma especie al probar diferentes
dietas (Tabla 5).
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Tabla S. Pardmetros de cultivo larvario de Argopecten nucleus. 1g: Isochrysis galbana, Cm: Chaetoceros
muelleri, Cc: C. calcitrans, Ts: Tetraselmis suecica, Tc: Tetraselmis chuii. Temp.: temperatura, Super.:
Supervivencia [Modificado de Velasco (2008)].

Densidad

Alimento y racién (larvas/mL) Tasa de Super.

Temp. Salinidad crecimiento  final Referencia

o (celulL/) Inicial Final (md-D (%)
23 32 Ig,Cm,Tc(30-100) 04  — 69  Urban (1999)
25 35 Ig (20) 1 1 8 48
28 37 Ig (20) 1 1 10.7 0.1
2 35 Ig (20) 1 1 4.6 34.7
23 35 Ig (30-50) 5 5 0.6 2
25 35 Ig (30-50) 1 1 33 0.8 B;ﬁzsé%gg)
23 35 Ig (30-50) 1 1 0.7 15
25 35 Ig (40) 1 1 77 5.5
25 35 Ig (60) 1 1 9.5 10.1
25 35 Ig, Ce (30-50) 1 1 32 3.7
24 36 Ig (40) 10 2 42 26
24 36 Ie, Cc (40) 10 5 9.7 483
24 36 Ig, Ts (40) 10 3 5.4 333  Camefioet
24 36 Ig, Ce, Ts (40) 10 3 77 ;@ (presente
estudio)
24 36 Cc (40) 10 2 5.1 24
24 36 Cc, Ts (40) 10 2 5 2

Mancha ocular

Esta es la ultima fase del desarrollo larvario, marcando el comienzo de la
fijacion y posterior metamorfosis que, segtin Helm ez al. (2006), es una etapa critica
en el desarrollo de las larvas, la que puede generar altas mortalidades y durante la cual
se producen grandes cambios anatémicos. Seglin estos mismos autores y Velasco
(2008), el éxito de la transformacién hacia la forma juvenil y la supervivencia en esta
etapa dependen de una serie de factores, entre ellos la acumulacién de suficientes
reservas energéticas durante la fase larvaria. Teniendo en cuenta lo anterior, es
apropiado pensar que la aparicién de la mancha ocular (una a cada lado de la larva,
entre la glandula digestiva y las valvas) se presente mayormente con ISO+CHA e
ISO+CHA+TETRA, pues éstas han demostrado ser dietas altamente nutritivas, que
mejoran la supervivencia, el crecimiento y el estado de condicion de las larvas.

En lo concerniente a las demas dietas, es posible que la falencia, escasez o
desequilibrio nutricional que presentaron impidieran la acumulacién de cantidades
adecuadas de energia, retrasando o impidiendo la formacién de la mancha ocular
y por ende el proceso de fijacién y posterior metamorfosis (Farias-Molina, 2001;
Velasco, 2008; Velasco y Barros, 2008). Con respecto a esto, Soudant et al. (1995)
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sefialan que la composicién de 4cidos grasos puede llegar a modificarse por dietas
microalgales monoespecificas bajas en DHA o EPA, lo cual conduce a perturbaciones
en la metamorfosis y crecimiento durante el desarrollo larvario en Pecten maximus.
Asi, Soudant et al. (1998) afirman que, aunque C. calcitrans provoca buenas tasas de
crecimiento, no soporta la metamorfosis; también Velasco (1997), realizando el cultivo
larvario de Nodipecten subnodosus, encontré que las larvas alimentadas con una mezcla
de I. galbana (T-1s0) y C. calcitrans o con T-Iso eran capaces de completar su desarrollo
hasta metamorfosis, mientras que no lo logré alimentando solo con C. calcitrans.

Estado de condicion

La mayor parte del tiempo, la tendencia de las larvas fue a mantenerse en el
estado de condicién llenas en todos los tratamientos, lo cual indica que éstas realizaron
la ingestion de la dieta independientemente de las microalgas que la conformaran, lo
cual concuerda con los datos obtenidos por Lora-Vilchis y Maeda-Martinez (1997),
quienes registraron que al menos el 70 % de las larvas de A. ventricosus circularis
presentaron ingestion microalgal al probar 10 especies de microalgas. Sin embargo,
los resultados también indican que en aquellos tratamientos en los que se utilizé 1.
galbana se presentd un significativo aumento en el porcentaje de larvas llenas, a la vez
que se redujeron los porcentajes de larvas semillenas y vacias. Esto confirma, una vez
mas, la alta calidad de esta especie microalgal gracias al alto valor nutricional y a sus
caracteristicas bioldgicas que la hace mas digerible (cuerpo desnudo, mévil, de tamaiio
pequeiio, forma ovoide), lo cual la acredita como una de las mds apropiadas para la
alimentacion de los pectinidos en su fases larvaria, juvenil y/o adulta (Velasco, 2008),
sobre todo cuando se utiliza con la microalga C. calcitrans cuya mezcla, como se
evidencia en estos resultados, crea una sinergia que produce resultados sobresalientes.
La razén por la cual las dietas que integraron en su composicién a I. galbana
presentaron mayor cantidad de larvas llenas, podria deberse a la digestibilidad de esta
microalga, pues, segiin Bayne (2008), en el interior del tracto digestivo de las larvas
de los bivalvos las particulas de alimento que son mas digeribles tardan mas tiempo
dentro del mismo (10-11 h) y las menos digeribles son expulsadas mas rdpidamente.

Por otra parte, el hecho que en todos los tratamientos se hubiese presentado
una reduccién en los porcentajes de larvas llenas entre los dias 8 y 11, se debe
posiblemente a que durante esos dias las larvas desarrollan el umbo y posteriormente
se da la secrecién de la prodisoconcha II, la gldndula de la concha se transforma en
el manto, el cual originara la cavidad paleal, y se forma el musculo aductor posterior
(Velasco, 2008); todo esto podria causar cierto grado de estrés en el proceso de
alimentacién e implicar un mayor gasto de energia, debido a la segregacién de una
concha més gruesa, lo que genera, en consecuencia, un peso adicional y por lo tanto
un esfuerzo mayor para mantenerse nadando en la columna de agua (Cragg y Crisp,
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1991). Teniendo en cuenta que dicha disminucién en el porcentaje de larvas llenas
se produjo levemente con las dietas ISO+CHA e ISO+CHA+TETRA, se podria
suponer que, gracias a la cantidad de nutrientes y la equilibrada relacién entre ellos,
estas ayudarian a soportar mas eficazmente dicho proceso; lo contrario ocurrié con
las dietas ISO, CHA, ISO+TETRA y CHA+TETRA, en donde este descenso fue
mads evidente y se presenté mayor retraso y menor homogeneidad en la formacién de
la larva umbonada, lo que indica que estas ultimas dietas no satisfacen enteramente
los requerimientos nutricionales para ayudar a las larvas a llevar a cabo este paso.
En conclusion, la dieta mixta I. galbana + C. calcitrans fue la mas apropiada
para alimentar las larvas de A. nucleus, gracias a que suple de manera equilibrada las
necesidades de 4cidos grasos DHA, EPA y AA, esenciales para su correcto desarrollo.
A pesar que se encontraron resultados similares con esta dieta e I. galbana + C.
calcitrans + T. suecica, el aporte de T. suecica no genera un beneficio significativo
y, por el contrario, incrementarfa los costos en la produccién de alimento vivo en
laboratorio. Por su parte, el pobre desarrollo larvario obtenido alimentando con las
monodietas I. galbanay C. calcitrans confirma la deficiencia nutricional que se genera
utilizando estas microalgas por separado, lo mismo ocurre al mezclar esta dGltima con
T. suecica, dado que ambas especies poseen valores nutricionales semejantes, por lo

que no hay complementariedad de nutrientes entre ellas.
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