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RESUMEN

Los bivalvos, en la actualidad, son uno de los grupos de organismos marinos
cultivables que ofrece mejores perspectivas en cuanto a producciéon de alimentos,
dentro de Ilos cuales destacan los géneros Placopecten, Argopecten,
Patinopecten, Chlamys, Pecten y Nodipecten a las cuales se les ha desarrollado
técnicas de producciéon. En Ecuador, donde la produccion por acuicultura es casi
exclusiva de camardn, los pectinidos, particularmente Nodipecten subnodosus y
Argopecten ventricosus representan una buena alternativa para la diversificacion
de la acuicultura, la produccion masiva de semillas de estas especies en Ecuador,
solo es factible a través de la reproduccion en laboratorio, por lo que se deben de
optimizar las técnicas para ello. En este sentido, documentar el estado
embrionario de N. subnodosus y compararlo con otros estudios en diferentes
latitudes permite caracterizar mas la biologia de la especie, foco principal de esta
investigacion, lo cual unido a la optimizacion de técnicas de produccién de
semillas y cultivo en el exterior, que se esta desarrollando y la elevada
productividad del mar litoral ecuatoriano (Lodeiros et al. 2017) podria permitir
técnicas de cultivo confiables para generar altos rendimientos a corto plazo en
Ecuador. Por lo que se llevaron a cabo experimentos de laboratorio, con
reproductores, cuyos productos sexuales alcanzaron una fertilizacion <90%. El
ciclo embrionario inicio con ovocitos sin fecundar (57+ 0,67 um), y posterior a la
fecundacion se siguieron los distintos estadios de desarrollo hasta alcanzar el
estadio de trocoéfora (67,94 2,2 um), a las 12-13 h PF y a las 30 horas larvas “D”
(93.4+ 3,6 uym) determinado por la formacion de prodisiconcha Il. Las dietas se
analizaron en 2 fases, desde el dia 2 PF hasta el dia 9 (comienzo del
umbonamiento) y del dia 9 hasta el 14, en la cual se probaron para la primera
etapa las microalgas: Nannochloropsis sp. (Ns), Isochrysis galbana (Ig), Pavlova
lutheri (Pav), Thalassiosira pseudonana (Th), contrastadas con un quinto
tratamiento control (Cn= Ig+ Chaetoceros gracilis). La racion inicio con 20.000 cel/
mlt, aumentando la tasa de alimentacion cada 48 h, hasta llegar al dia 14 con
50.000 cel/ mIt. La supervivencia y el indice de rendimiento fue mayor para Ig
(28% y 34% respectivamente), seguido de Cn (19% y el 22%) y Pav (15,3%
y18,5%), siendo Th el Unico tratamiento que presento mortalidad total al dia 7. En
la segunda etapa se probaron: I. galbana (Ig), P. lutheri (Pav.), T. pseudonana
(Th), C. gracilis (Cg), C. mulleri (Cm) y Tetraselmis suecica (Ts) contrastadas con



un quinto tratamiento control (Cn= Ig+Cm), donde los tratamientos que mostraron
mayor supervivencia y rendimiento fueron Pav (58,1 y 85%), Cn (55 y 80%) y Cm
(36 y 48,9%) en primer orden, seguido de Ig (19,6 y 27,5%), Cg (26,7 y 35,8%) y
Trs (19,8 y 27.9%). Th tuvo poco crecimiento y supervivencia (1,27%),
encontrando diferencias significativas al final de cada etapa entre las diferentes
dietas. Nuestros resultados indican que el N. subnodosus puede desarrollarse a
26 ° C y alimentarse con una dieta control mixta que contenga |. galbana/ C.
gracilis o I. galbana/ P. lutheri en la primera fase, asi como una mezcla de P.
lutheri / C. mulleri o P. lutheri / C. gracilis, siendo las larvas alimentadas con P.
lutheri las Unicas que alcanzaron larvas competentes el dia 14 y tomando en
cuenta la elevada tasa de crecimiento reportada por T. suecica en especial al final
del ciclo, se propone suministrar esta microalga para aumentar la condicion
fisiolégica de las larvas, en especial teniendo en cuanta que las larvas
competentes al final del desarrollo necesitan importantes reservas de energia, ya
gue estas se consumen considerablemente durante la metamorfosis, lo que
resulta en muchos casos en mortandad elevada.

INTRODUCCION

Los bivalvos, en la actualidad, son uno de los grupos de organismos marinos
cultivables que ofrece mejores perspectivas en cuanto a produccién de alimentos,
por lo que se han incrementado esfuerzos para cultivos por acuicultura frente al
paulatino estancamiento de la actividad pesquera (FAO 2016). Los pectinidos
cuentan con varias especies de los géneros Placopecten, Argopecten,
Patinopecten, Chlamys, Pecten y Nodipecten a las cuales se les ha desarrollado
técnicas de produccion (Dore 1991). En Ecuador, donde la produccion por
acuicultura es casi exclusiva de camarén, los pectinidos, particularmente
Nodipecten subnodosus y Argopecten ventricosus representan una buena
alternativa para la diversificacién de la acuicultura.

El género Nodipecten (Dall, 1898), agrupa nueve especies del Atlantico y cuatro
del Pacifico americano, los registros mas antiguos son de Florida, Venezuela,
Patagonia y Baja California Sur, México (Smith 1991). N. subnodosus se
encuentra distribuida en el centro y sur del Golfo de California, hasta Peru,
incluyendo islas oceanicas como Galapagos y Revillagigedo (Holguin-Quifiones
1976, Baqueiro et al. 1982, Bernard 1993, Coen & Valentich, 2012). Es una
especie de vieira perteneciente al filo Mollusca, clase Bivalvia subclase
Pteriomorfia orden Pectinida, superfamilia Pectinoidea familia (Superfamilia)
Pectinidae subfamilia Pectininae tribu Decatopectinini genero Nodipecten y
especie Nodipecten subnodosus. (Sowerby, 1835), es una de las especies de
pectinidos mas grandes, posee una concha grande, fuerte y convexa, coloracion
externa que va de ser anaranjado vivo a rojo y marrén, estos organismos pueden
medir hasta 203 mm de longitud antero-posterior, y pesar hasta 2 kg. (Coen &
Valentich, 2012), Habita en lagunas, bahias a mas de 6 m de profundidad y vive



en medio con fuertes corriente de agua. Sus bancos naturales en general, tienen
una densidad de 2 individuos / m 2 (Ponce-Diaz 2011).

El género Nodipecten es uno de los méas estudiados (Morales-Hernandez &
Céceres-Martinez, 1996; Barrios et al., 2003; Koch et al., 2005), adicionalmente
que este bivalvo se considera de facil adaptacion en aguas ecuatoriales del
Pacifico occidental, caracteristica que lo convierte en una especie de interés para
la explotacidbn comercial, actualmente hay estudios realizados en México que
respaldan la viabilidad sobre la tecnologia de produccion (Maeda-Martinez &
Lodeiros-Seijo. 2011)

Experimentos preliminares demuestran que en la costa de Ecuador es posible
mantener cultivos de este bivalvo, tanto en estanque como en sistema intensivo a
mar abierto empleando técnicas de ‘long-line” o cultivos en suspension,
(Lombeida, 1999; Blacio & Alvarez, 2002), sin embargo en la actualidad no hay
una produccién sostenida por acuacultura de esta especie, debido a que no se
tiene asegurado el abastecimiento de semillas y a la falta de una tecnologia, que
permitan desarrollar los cultivos a nivel comercial, para lo cual el desarrollo de
dietas microalgales para N subnodosus en larvas permita aumentar la
supervivencia y mejorar el estado de condicion de las larvas (De la Roche et al.,
2002; Velasco & Barros, 2008).Tomando en cuenta que las aguas ecuatorianas
presentan condiciones ambientales favorables para el cultivo de juveniles
(Lodeiros et al, 2017) como la temperatura del agua de mar, disponibilidad de
alimento, salinidad, entre otros, que optimizar el desarrollo larvario y posterior
cultivo de N. Subnodosus conllevaria aumentar la produccion masiva de bivalvos
en el pais (Alvarez et al., 2008), representando una valiosa alternativa de
diversificacion acuicola, actualmente dominada por el camarén (Penaeus
vannamei)

En este sentido, caracterizar el estado embrionario de Nodipecten subnodosus y
compararlo con otros estudios en diferentes latitudes permite caracterizar mas la
biologia de la especie, foco principal de esta investigacion, asi como el disefio de
dietas dietas adecuadas para la especie, basados en el crecimiento y
supervivencia, asi como en el rendimiento (relacion entre el crecimiento y la
supervivencia) de varias especies de micro algas catalogadas para su uso en el
cultivo de bivalvos. (Coutteau & Sorgeloos, 1992, Marshall et al., 2010, Brown &
Blackburn, 2013), lo cual unido a la optimizacion de técnicas de produccion de
semillas y cultivo en el exterior que se esta desarrollando, junto con la elevada
productividad del mar litoral ecuatoriano (Lodeiros et al. 2017) podria permitir
técnicas de cultivo confiables para generar altos rendimientos a corto plazo en
Ecuador.

MATERIALES Y METODOS

Se abordé la induccion al desove y el cultivo de larvas de N. subnodosus en
condiciones de incubaciéon usando metodologias de produccion de pectinidos



propuestas por (Delaunay et al.,1993.,lbarra et al.,1997., Martinez y Pérez 2003.,
Narvarte y Pascual 2003, De La Roche et al. 2002 y Mazon-Suscategui, et al
2004)

Adaptacion de los Reproductores.

Los reproductores de N. Subnodosus se obtuvieron mediante buceo autbnomo y
extraccion manual, del islote y la playas de Salango (Provincia de Manabi).
Posterior a su captura, los ejemplares fueron llevados hasta el laboratorio de
moluscos en San Pedro (CENAIM-ESPOL), transportados en contenedores
isotérmicos con agua de mar de la zona de extraccion. Una vez en el laboratorio
se procedi6é con la limpieza superficial de epibiontes y fouling de las valvas, para
luego ser dejados por 3 dias (agua de mar en flujo continuo y abierto), antes de
ser estabulados en los tanques de acondicionamiento. Los organismos (n= 30),
fueron divididos de manera homogénea en 3 tanques de 300 L cada uno, con
agua de mar pre-filtrada (>25 y <50um) y una temperatura de 22+0,5 °C, con
recambios 80%. dia!, aireacion moderada y un suministro de 175.000 cel. mL™*
Con mezcla de 3 microalgas: Isochrysis galbana, Pavlova lutheri, Chaetoceros
gracilis, en una proporcion de 50:10:40, dos veces al dia, durante 15 dias (Loor et
al. 2016 modificado).Finalizado el periodo de acondicionamiento, fueron colocados
en un tanque de 500 litros, sin alimentacion y flujo continuo de agua a 25+1 °C,
salinidad de 34, microfiltrada (0,45 um) e irradiada con luz ultravioleta (AMF) por
48 horas, con la finalidad de depurarlos previo a la induccién al desove.

La induccion se realizé siguiendo lo descrito por De La Roche et al. 2002 y Loor. et
al 2016, separando los machos de las hembras en recipientes de 30L con agua
AMF con las mismas caracteristicas mencionadas previamente. Los ovocitos de
todas las hembras desovadas se agruparon, contaron y mezclaron con los
espermatozoides a una relacion de 1:10 respectivamente para N. subnodosus.

Descripcién del desarrollo embrionario.

Con el fin de estimar los tiempos (cronologia) de las diferentes etapas
embriogénicas, después de la fertilizaciébn y por triplicado, se mantuvieron los
embriones en beakers de 2 L con agua de mar filtrada y autoclavada, a una
densidad de 10 embriones.ml?, de los cuales se extrajo 1 ml (3 réplicas por
beaker), cada 5, 10, 15, 30 y 60 min, en la primera hora post-fertilizacion (PF),
para continuar con los muestreos a intervalos de 1 hora, durante las primeras 24
horas PF, con la intencidon de registrar la aparicion de las trocéforas y larvas
veliger o “D”.

Se considerd el tiempo efectivo de cada estadio cuando se alcanzé a registrar mas
del 60 % de embriones o larvas con las caracteristicas propias de cada fase del
desarrollo temprano para el género N. Subnodosus segun Parnell (2002), Soria et
al. (2010) y Loor et al. (2016). Las muestras fueron colocadas en un portaobjetos
excavado con 1 gota de lugol (solucion al 5%), para preservar e inmovilizar las
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larvas durante su caracterizaciéon y medicion (n=20). Las observaciones fueron
realizadas empleando un microscopio 6ptico (OlympusCX3la) 100X y 400Xde
magnificacion con una camara digital adaptada (Lanoptik MDX 501). El software
iWork 2.0, fue empleado como gestor grafico para el registro de fotogréfico y la
medicion de la talla de las larvas.

Produccion de microalgas y criterio de seleccion

Las distintas especies de microalgas empleadas para el acondicionamiento de los
reproductores y los ensayos desarrollados posteriormente, fueron cultivadas en
carboys (bidones plasticos transparentes) de 50 L y botellones plasticos de 4 L,
respectivamente, usando medio F/2 (Guillard, 1975), con AMF a una temperatura
de 20 °C, con luz fluorescente constante (3500-5000 lux) y aireacion moderada. La
concentracion de las microalgas fue estimada por triplicado empleando una
camara Neubauer y un microscopio Optico de luz. Las especies de microalgas
fueron seleccionadas y suministradas en funcion de su tamafo, siendo divididas
en dos grupos: microalgas pequefas (<6 pum) durante los primeros 9 dias del
cultivo y grandes (= 6 ym) para los dias posteriores (Soria et al 2010).

Cultivo larval

Otro grupo de embriones fueron incubados en tanques de 1000 L con AMF, a una
densidad de 10 emb.ml? y una temperatura de 25+1 °C durante 24 horas PF.
Luego de este tiempo las larvas veliger fueron drenadas y retenidas con un tamiz
de 60 um y sembradas en tanques cilindro-conicos de 50 L de fibra de vidrio
reforzado a una densidad de 2 larvas.mL™, con agua AMF, temperatura de 25+1
°C y 34+0,5 de salinidad. Los recambios fueron 100%.dia y para su retencion
post-recambio se emplearon baterias de tamices dependiendo de la talla promedio
de las larvas (rango de 60-150 um).

La evaluacion del rendimiento del cultivo fue establecida mediante el registro cada
2 dias del crecimiento (largo o axis antero-posterior) y la supervivencia. Para ello
las larvas fueron concentradas en beakers de 1 L con AMF y homogenizadas
previo a la extraccion de una muestra de 0,25mL, por triplicado para cada replica.
Dichas muestras se fijaron con 0,2 mL de una solucion de formaldehido al 4%
neutralizado con agua de mar para luego ser cuantificadas y medidas (n= 30)
empleando el mismo criterio de observacién expuesto en la descripcion del
desarrollo embrionario.

Dietas monoalgales

Bajo las condiciones expuestas en el apartado anterior y por triplicado, se
establecieron 8 tratamientos en los que fueron testeadas diferentes dietas
monoalgales, comprendidas por las siguientes microalgas: Nannochloropsis sp.
(Ns), Isocrisis galbana (Ig), P. lutheri (Pav), Thalassiosira pseudonana (Tala), C.
gracilis (Cg), Chaetoceros muelleri (Cm) y Tetraselmis Suecica (Ts), a una racion



inicial de 1 mg.L-! de biomasa seca de cada especie, con incrementos cada 48h
de 0,1 mg.L? (racion final de 1,4 mg.L* el dia 9 PF). Estas dietas se contrastaron
con un noveno tratamiento (control- Cn), donde se suministré a las larvas una
alimentacion mixta de las especies |. galbana y C. gracilis (igual a la racién
expuesta para las monoalgales) a una relacion de 3:1. Las 4 primeras especies
mencionadas previamente y control, fueron suministradas durante los dias 1y 9
PF de las larvas (dos raciones por dia). Posterior a esta etapa, y de un grupo de
larvas cultivadas bajo condiciones similares (temperatura, salinidad, densidad y
racion de alimento) al tratamiento Cn, se restablecieron, el dia 10 PF, condiciones
de 2 larvas.ml! para proceder a la adicion de las restantes microalgas, asi como el
tratamiento Cn, pero esta vez a una relacion 1:1 (todas a una dosis fija de 1,5
mg.L?), hasta la obtencién de larvas metamoérficamente competentes.

Analisis estadisticos

Previa comprobacién de la normalidad y homogeneidad de varianza para todas las
variables de tratamiento se analizaron con la prueba de Kolmogorov-Smirnov y
Levene. Las diferencias estadisticas (p <0,05) en el crecimiento, la supervivencia y
rendimiento entre los tratamientos se analizaron mediante un andlisis de varianza
simple (ANOVA |) siguiendo las recomendaciones de Zar 2010.

RESULTADOS
Caracterizacion del Ciclo embrionario del Nodipecten subnodosus

La tabla 1 y figura 1 muestra la secuencia de los estados embriogénicos de
Nodipecten Subnodosus, los tiempos de aparicion de los primeros estadios y el
momento en el que mas del 60% de los embriones alcanzan las distintas etapas
del desarrollo, terminando en el estado de larvas trocéfora y veliger tardias. 3
horas después del inicio del estimulo de induccién se obtuvieron los primeros
desoves, los huevos no fertilizados de N. subnodosus eran de color marrén (figura
1a), inicialmente periformes los cuales al cabo de 20 min pots-expulsién fueron
hidratdndose, hasta ser completamente esféricos (57+ 0,67 ym), momento en el
cual se mezcld con esperma hasta alcanzar una relacién de 1 ovocito por cada 10
espermatozoides. Posterior a esto se registré la aparicion del corpusculo polar
(figura 1b) entre 15-20 min, obteniendo mas del 90% de fertilizacion. La primera
escision celular tuvo lugar dentro de 25-40 minutos después de la fecundacién
(Figura 1c), las segunda, tercera y sucesivas divisiones (figura 1c,d,e,f)
continuaron durante las siguientes 4:20 h alcanzando la etapa de mérula (48 + 1,1
Mm) con blastomeros de 5,22 + 1,4 ym (figura 1g), la blastula (48,8+0,9 ym) se
registrd 5:30 h PF (figura 1h), con la aparicion de blastocelos con 23,1 + 0,9 um.
Se observo la formacion de la gastrula a las 8 h (66,3 + 1,6 ym) con cilios
funcionales de longitud 8,4 + 0,4 ym que le permiten nadar (figura 1i). La aparicion
de la primera larva trocofora temprana (67,1 + 1,4 um) con un pelo apical que
midio 29,2 + 3,4 um se registrd a las 13 h y su etapa mas avanzada identificada



como trocofora tardia (67,9 + 2,2 um) a las 16:30 h, esta etapa se identifica con el
comienzo de la formacion de la charnela recta. A las 20 h se registraron las
primeras larvas veliger de charnela recta o “D” sin calcificar (longitud dorsal-
ventral 80,3 + 55 pum), posteriormente se observé la formacién de la
prodisoconcha-l a las 24 horas PF cuando las larvas tenian una longitud dorsal
ventral de 88,4 +1,5 ym momento en el cual se identificaron como larvas
calcificadas, y 6 horas posteriores ( 30 h PF) se identificd la prodisoconcha-Il,
iniciando el crecimiento larvario de la concha, y observdndose la presencia de
microalgas en la cavidad estomacal, como indicio del fin la embriogénesis y fase
de desarrollo lecitotrofico, dando paso al desarrollo larvario plantotréfico.

Tabla 1. Etapas de desarrollo embrionario y larvario inicial en N. subnodosus

TIEMPO I?OST- FASE TALLA FOTOS CARACTERISTICAS
FERTILIZACION (H:MIN) (mm)
0 Ovocito 57+ 0,67 A
15 - 20 min. Primer 57* 0,67 B Aparicion del cuerpo polar
cuerpo polar c
25 - 40 min. 2 células C Primera escision
1:25-2:00 h 4 células D
2:25-2:40 h 8 células E
3:10-3:40h 16 células F
3:40 - 4:20 Mérula 48%1,1 G Blastomeros 5,22+ 1,4 b
4:40 - 5:30 Blastula 48,8%0,9 H Blastocelos 23,1 % 0,9 bl
6:35 - 8:00 Gastrula 66,3%1,6 | Cilios funcionales 8,4 0,4
cf
12:00 - 13:00 Trocofora 67,1%+14 J Pelo apical 29,2+ 3,4 a
14:00 - 16:30 Trocéfora 67,922 K
tardia
19:00 - 20:00 Larva D 80,3*55 L Larva D sin calcificar

temprana

100 micras



Figura 1. Etapas de desarrollo embrionario y larvario inicial en Nodipecten
Subnodosus. A) Ovocitos B) Formacion del primer cuerpo polar C) Primera escision D)
Segunda escision E) Tercera escision F) Cuarta escision G) Moérula H) Blastula K)
Gastrula L) Trocofora temprana M) Troco6fora tardia N) Larva “D” temprana O) larva “D”
tardia (prodisoconcha I) P) larva D (prodisoconcha Il) plantotroficas.

Dietas mono algales

En la primera fase (dia 2-9 PF) las especies de microalgas testeadas de forma
individual fueron seleccionadas en base a su talla (menores a 6 um). La figura 4
muestra los valores en porcentaje de la supervivencia acumulada (A) y final (B) de
larvas de la mano de ledn Nodipecten subnodosus alimentadas bajo diferentes
dietas. Los analisis estadisticos mostraron diferencias significativas (P>0,05) entre
las diferentes dietas. Inicialmente todos los tratamientos mostraron un leve
descenso hasta el dia 5, momento en el cual comienza a observarse diferencias
entre ellos. Los organismos alimentados con la especie de microalga Thalassiosira
pheudonana (Tha) sufrieron una mortalidad severa, lo cual causo una
supervivencia de 0 al dia 7, cabe destacar que se podia observar que no era
ingerida por los organismos, ya que los estbmagos se observaban vacios (figura
2d). Para el resto de las dietas el descenso fue menos marcado estando por
encima de 25% de supervivencia al dia 7. Al final de la primera fase la
supervivencia del tratamiento control fue la que presento la mejor supervivencia
26,6%, obteniendo diferencias con el resto de los tratamientos al igual que T
pheudonana, pero no asi entre los tratamientos de Nannochloropsis sp, I. galbana
y P. lutheri, los cuales obtuvieron supervivencias similares (13,1, 17, 1 y 15,3%
respectivamente).

Figura 2. Larvas “D” alimentadas con distintas microalgas: a Control, b I. galbana, c
Nannochloropsis sp y d T. pheudonana

Para la segunda fase (dia 9 al 14 PF), al igual que la primera fase, las especies de
microalgas testeadas de forma individual fueron seleccionadas en base a su talla
(menores y mayores a 6 um). La figura 4 muestra los valores de la supervivencia
acumulada (C) y final (D) observandose diferencias importantes desde el inicio,
tendencia que se mantuvo hasta el dia 14, obteniendo que; los organismos
alimentaos con las dietas de T. pseudonana, I. galbana, T. suecica C. gracilis,



presentaron al final la menor supervivencia (1, 19, 19,1y 26%) y control, P. lutheri,
C. muelleri supervivencias elevadas (58, 55 y 36%). Al final de la segunda fase se
han encontrado diferencias significativas (P>0,05) entre dietas donde los
tratamientos control y P. lutheri son diferentes de todos los demas, asi como el
grupo formado por I. galbana, T. suecica, C. gracilis y C. muelleri.
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Figura 4. Supervivencia acumulada cada 48 h en larvas de Nodipecten Subnodosus
alimentados con diferentes tipos de microalgas. A) Supervivencia al final del ensayo B)

Durante la primera fase del desarrollo larvario, las larvas mostraron un crecimiento
paulatino desde el inicio (107.7 +0.6 um), hasta el dia 3 cuando comienza a
observarse diferencias entre las distintas dietas, los primeros tratamientos en
sobrepasar los 110 um fueron |. galbana y P. lutheri el dia 3 mientras que para los
otros tratamientos alcanzaron esta talla el dia 5. Al final de la primera etapa los
tratamientos que presentaron mejor crecimiento fueron |. galbana, control y P.
lutheri (130,2, 123,1 y 120,9 ym), con incrementos promedios de 5,20, 4,2 y 3,6
um. dia? respectivamente, los menores crecimientos se obtuvieron con las dietas
Nannochloropsis. sp (115,7 um) y T. pheudonana que presento mortalidad total el
dia 7, el incremento promedio para estas Ultimas fue de 2,7 y 2,6 ym. dia*. Al final
de la primera etapa se encontraron diferencias significativas (P>0,05), agrupando
a las dietas I. galbana, control y P. lutheri como las mejores, las cuales son
diferentes de las otras dietas suministradas.

Para la segunda etapa de desarrollo la dieta T. suecica comenzd con una tasa de
crecimiento menor al resto, estando por debajo de 130 um para el dia 10, luego el
dia 12 aumenta y mantiene una tasa de crecimiento superior al resto alcanzando



al final de esta etapa 147,6 um, presentando la tasa de incremento mas alta de
todas las dietas 8,5 ym.dia. El resto de los tratamientos muestran un incremento
similar hasta el dia 10 (mayor a 130 ym), momento en el cual comienzan a
observarse diferencias entre las dietas, con lo cual se determina que las dietas
con mayor crecimiento fueron P. lutheri (148,4 um), T. suecica (147,1 ym), control
(146 pm) e I. galbana (145,5 pym) con tasas de incremento promedio de 8,5, 8,2,
7,8 y 7,5 um.dia* respectivamente. Los cuales muestran diferencias significativas
(P>0,05) al final de la segunda etapa entre las dietas.
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Figura 5. Crecimiento acumulado cada 48 h en larvas de Nodipecten Subnodosus
alimentados con diferentes tipos de microalgas. Primera etapa A Supervivencia
acumulada, B Supervivencia al final del ensayo. Segunda etapa C Supervivencia
acumulada y D supervivencia al final del ensayo
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Figura 6.- indice de rendimiento (integracion del crecimiento y la supervivencia) A primera
etapa, B segunda etapa



En cuanto al rendimiento, la dieta control para el primer periodo mostré el mejor
resultado, obteniendo un promedio integrado de la talla maxima y supervivencia
del 34 %, seguida de I. galbana con 21%. P. lutheri se mantiene en término medio
con un rendimiento del 18% y Nanocloropsis sp que represento el menor
rendimiento 15%. Se encontraron diferencias significativas (P>0,05) entre las
dietas del primer periodo. Para el segundo periodo los mejores tratamientos
resultaron ser P. lutheri y control (85,8 y 80,3%), seguido de C. mulleri (48,9%).
Las dietas C. gracilis, T. suecica e |. galbana (35,8, 27,9 y 27,5%) mostraron
rendimientos menores junto con T. pheudonana 1,9%. Encontrandose diferencias
significativas entre dietas (P>0,05).

DISCUSION
Ciclo embrionario del N. subnodosus

Existe poca informacién sobre el desarrollo temprano de Nodipecten subnodosus,
asi que ciertas caracteristicas fisicas del desarrollo temprano (tamafio de
blastomeros, cilios funcionales, pelo apical entre otros) obtenidas en este estudio
no se encuentran reportadas para la especie, aunque si estan parcialmente en
concordancia con los reportados para la pectinoides ya descritos como
Argopecten nucleus y Nodipecten nodosus (Velazco et al 2007) para N. nodosus
(Rupp & Poli , 1994), y para otras vieiras como Argopecten irradians (Sastry,
1965), Argopecten pleuronectes (Belda & Del Norte, 1988), Argopecten purpuratus
(Bellolio et al., 1993) y Argopecten ventricosus (Monsalvo-Spencer, 1998).
Teniendo en cuenta lo anterior se establecen las comparaciones para N.
subnodosus en los estadios de trocofora y larvas veliger o “D” tardias (12, y 30 hy
tallas de 67,9 + 2,2, y 93,4 £3,6 ym respectivamente), encontrando diferencias con
algunos estudios realizados a temperaturas similares a las de este estudio (26.5 +
0.5 ° C) para la misma especie Rupp, et al 1994 y Serrano et al., 1997 registran
tiempos y tallas similares para formacién de larvas trocofora 10-12 h con tallas de
70 a 75 ym y para la etapa de larvas “D” tardias los tiempos son inferiores de 20 a
24 h pero con tallas similares de 80 a 100 ym. Otros autores como Velazco et al
(2007), observa larvas troc6fora mas tarde para a Nodipecten nodosus (19 h) y
similares en tiempo para Argopecten nucleos (12 h), aunque de mayor talla para
ambas especies 90 + 0,5 um respectivamente. Para Argopecten circularis los
tiempos de desarrollo y tallas para larvas trocofora son iguales (12 h 'y 70 ym)
mientras que para larvas “D” los tiempos son mayores 36 h al igual que para
Argoepcten purputarus (Cruz, & lIbarra, 1997; Bellonio et, al 1993), este ultimo
autor reporta para larvas veliger de A. irradians menos tiempo (24 h) y A.
purpuratus después de 48 h. Monsalvo-Spencer (1998) registré la aparicion de
trocofora en A. ventricosus en menor tiempo (6 h) que en nuestro estudio (Tabla
1). Fonseca y Narchi (2003) encontraron que N. nodosus tuvo tiempos similares
en la formacion de larva troc6fora (10-12 h) en comparaciéon con los tiempos
observados en el presente estudio. Y se observan mas diferencias aun en los



estadios avanzados de la embriogénesis con otras especies de pectinoides como
Spondylus limbatus y Spondylus calcifer, registrando 17 h para trocofora (Soria et,
al 2010) y 30 h para Larva “D” (Loor et, al 2016). La variabilidad entre la misma
especie y la observada entre diferentes pectinoides responde independientemente
segun la temperatura del agua, la densidad de incubacion, intensidad de luz, la
procedencia de los reproductores (acondicionamiento o medio natural) (Le Pennec
et al., 2003, Brown et al., 1997; Da costa et al., 2008; Farias et al., 2008; Rico-Villa
et al., 2006; Uriarte et al., 2001) e inclusive el valor nutricional de las microalgas,
suministrados a los reproductores puede incidir directamente en el tamafio y
tiempo de desarrollo de los diferentes estadios del ciclo embrionario, ya que la
mayor parte de las reservas almacenadas en los huevos durante la
gametogénesis se consumen durante la embriogénesis (Gallager & Mann 1990,
Whyte et al 1990),

Dietas

Se observo que las tasas de supervivencia y crecimiento de larvas de vieira
Nodipecten subnodosus varian notablemente con la dieta de microalgas
proporcionada, observandose claramente que la mejor dieta monoalgal para
ambas etapas de crecimiento es P. Lutheri y control (mezcla de 2 especies de
microalgas |. galbana y C. gracilis) en el segundo lugar, basado en tasas
aceptables de supervivencia y crecimiento, separado en las 2 fases de estudio
(dia 2-9 y 9-14) I. galbana y Nannochloropsis sp para la primera etapa y C. mulleri,
C. gracilis y T. suecica para la segunda etapa. Es importante destacar que T.
pseudonana presento mortalidad total en la primera fase y 1,29% de supervivencia
en la segunda fase, asi como le menor crecimiento de todos los tratamientos. Por
lo cual se considera a T. pseudonana como una dieta deficiente para las larvas de
N. subnodosus, aunque se sabe que son buenas para larvas de ostras y almejas
(Laing & Millican 1986, Thomson et al 1996). En la etapa inicial el tratamiento
control es una de las dietas con mayor proyeccién para el cultivo de Nodipecten
subnodosus en ambiente controlado, este tratamiento genero buen crecimiento,
supervivencia y rendimiento seguido de los tratamientos de P. lutheri con
rendimientos importantes, por lo que se podria afirmar que la microalga de |I.
galbana puede estar en combinacion con C. gracilis o P. lutheri, para conformar
una dieta inicial mixta. Resultados similares han sido reportados en estudios de
otros autores (Da Costa., et al 2011, Aranda-Burgos et al., 2014). Sin embargo, el
crecimiento larval de diferentes bivalvos mantenidos en la misma dieta microalgal
puede variar considerablemente, por ejemplo; I. galbana ha resultado ser una
dieta favorable para las larvas de Euvola ziczac (Freites et al 2015), otras vieiras
(Velasco & Barros 2008), con buena supervivencia y crecimiento de las larvas de
algunas almejas (Fernandez-Reiriz et al., 2011), mejillones (Sanchez-Lazo &
Martinez-Pita 2014), pero ha sido reportada como una dieta ineficiente para larvas
de Crassostrea rhizophorae y Crassostrea gigas (Helm & Laing 1987). A diferencia
del crecimiento mostrado por el tratamiento control (mezcla de I. galbana y C.



gracilis) el crecimiento larval para estas especies de forma independiente fue bajo,
especialmente en la segunda fase (dia 9- 14 PF), lo que sugiere deficiencia de
nutrientes complementarios y especificos entre las especies de algas, como lo
reportado por los autores (Milke et al., 2008; Rico-Villa et al., (2006); Robert et al.,
2001) los cuales registran un bajo valor nutricional con dietas mono-especificas
para otras especies de bivalvos, sin embargo; este no es siempre el caso. Otros
estudios demostraron un mejor crecimiento y supervivencia con dietas
monoalgales como Chaetoceros calcitrans en N. subnodosus (Cerdon-Ortiz et al.,
2009; Lora-Vilchis et al., 2004) y larvas de Crassostrea corteziensis (Rivero-
Rodriguez et al. 2007)

En el presente estudio las tasas de crecimiento larvario oscilaron entre 8,5y 0,37
um.dia, dependiendo de las dietas proporcionadas, las mejores fueron en primer
orden P. lutheri (3,5 y 8,5 uym.diat), control (4,1 y 7,8 um.dia?), I. galbana (5,8 y
7,5 um.dia?l) estos resultados expresados para la primera etapa de crecimiento y
la segunda respectivamente, se observa que las tasas de crecimiento obtenidas
se consideran como moderadas y altas, y para las microalgas el resto de las
dietas de la primera etapa Nannochloropsis sp (2,6 ym.dia!) consideradas bajas.
Para la segunda etapa C. mulleri (5,2 ym.dia?), C. gracilis (5,2 ym.dia?), T.
suecica (8,2 ym.dial), consideradas como moderadas y altas tomando como
referencias las tasas de crecimiento reportadas para Pecten maximus entre 3,1y
5,5 um.dia™ consideradas moderadas por Cochard & Gérard (1987) y 4.8 ym.dia™*
por Magnesen et al.,(2006), A. purpuratus (3.5- 7.3 ym.dia!) consideradas como
bajas y altas por Cantillanez et al., (2007), Patinopecten yessoensis (4,3 ym.dia?,
Thompson et al., 1985), A. balloti (6,3 um.dia?, Rose et al., 1988) consideradas
como moderadas, y Placopecten magellanicus (2,5-4,0 ym.diat, Dadswell et al.,
1987) identificadas como de bajas a moderadas.

Otro factor importante en la nutricion larval de bivalvos es el tamafio de las células
algales que se pueden ingerir esta relacionado con el tamafio de las larvas (Lora-
Vilchis y Maeda-Martinez, 1997). Las velocidades de asimilacion para larvas
veliger de bivalvos son tipicamente mas altas con tamafios de particula entre 4,7 y
6,3 um (Sommer et al., 2000), aunque son capaces de ingerir células fuera de este
intervalo (hasta 16 um para larvas <150lm y hasta 30 ym para> 200 Im larvas)
(Baldwin y Newell 1995). Esto significa que a medida que las larvas crecen, deben
ser suministradas larvas de tamafio apropiado en relacion con la etapa de
desarrollo para asegurar una ingesta adecuada (Marshall et al., 2010). Se han
descrito varios ejemplos de la capacidad de las larvas de ingerir células de tamafio
creciente congruentemente con su crecimiento, larva de C. gigas, por ejemplo;
crece en baja proporcion con dieta monospecifica de T. suecica (1,2-1,7 uym.dia™)
hasta alcanzar 140 um, tras lo cual el crecimiento mejora (6,4-8,0 um.diat, Robert
et al., 2001). Esto apoya los resultados de nuestro ensayo que T. suecica no debe
usarse hasta que las larvas alcancen >120 ym de longitud de concha. Resultados
similares se observaron con C. septentrionalis alimentando a larvas de P.



magellanicus, donde las tasas de crecimiento se duplicaron una vez que las larvas
superaron los 120 um (Gouda et al., 2006). A. ventricosus-circularis pueden ingerir
células de Nannochloropsis oculata (1,5-2,0 um) en el primer dia de convertirse en
una larva "D”, pero requieren de un dia adicional de crecimiento para alimentarse
con |. galbana, P. lutheri, P. tricornutum (3-4 um) o T. pseudonana (4-5 um) (Lora-
Vilchis & Maeda-Martinez 1997). Las larvas de P. maximus y C. virginica pueden
ingerir P. lutheri (3-4 uym), en los primeros dias después de la embriogénesis (Le
Pennec & Rangel-Davalos 1985). Para que las larvas de A. ventricosus-circularis
pueden ingerir diatomeas espinosas como C. calcitrans (4-5 um) y C. muelleri (5-6
pm), cuando alcanzan tallas de concha aproximas de 95 ym, mientras que no
pudo ingerir D. tertiolecta (5-6 uym), T. suecica (8-9 ym) o T. pseudonana (4-5 um)
durante los primeros 7 dias de vida (Lora-Vilchis & Maeda -Martinez 1997).
Basado en los resultados de estos autores relacionamos la imposibilidad de las
larvas de N. subnodosus para asimilar y digerir las microalgas T. pseudonana
evidenciado en los estobmagos vacios de las larvas (figura 2d) y las mortalidades
presentadas durante el primer periodo, asi como la baja supervivencia durante el
segundo. También las diferencias en el primer periodo entre la dieta de |. galbana
y control, podria deberse a la imposibilidad de las larvas de ingerir C. gracilis los
primeros dias y debido a esto las larvas se consiguen con una densidad menor de
alimento, la cual pudo haber sido insuficiente para mostrar el mismo crecimiento y
supervivencia al principio. En cuanto a las microalgas grandes en la segunda
etapa se puede observar que T. suecica mostro la mayor tasa de en especial al
final del ciclo, lo que concuerda con las larvas mas grandes (>135 um) se podria
proponer suministrar esta microalga para aumentar la condicion fisiol6gica de las
larvas en especial teniendo en cuenta que las larvas competentes al final del
desarrollo larvario necesitan importantes reservas de energia, ya que estas se
consumen considerablemente, lo que resulta en muchos casos en mortandad
elevada (Labarta et al., 1999; Videla et al., 1998).Cabe destacar que el aporte
nutricional de las microalgas no solo se relaciona con su tamafio y digestibilidad
sino también con las concentraciones de larvas, microalgas (Brown et al., 1997),
asi como con su composicion bioquimica (Marshall et al., 2010).

Varios estudios indican que la idoneidad de las microalgas como alimento puede
depender también en gran medida de su composicion de acidos grasos, mas que
la cantidad total de acidos grasos poliinsaturados. Particularmente, los acidos EPA
(20: 5x3) y DHA (22: 6x3) son esenciales para un crecimiento favorable (Caers, et
al 1999, Labarta et al., 1999, Pirini et al 2007, Aranda-Burgos et al., 2014). Las
mayores tasas de supervivencia y crecimiento de larvas de N. subnodosus
alimentadas con P. lutheri se pueden atribuir al porcentaje relativamente alto de
lipidos en particular EPA y DHA (Delauney et al 1993), mientras que las larvas
alimentadas con el control mostraron las segundas tasas de supervivencia y
crecimiento (conjuntamente |. galbana), tal vez debido a su elevado porcentaje
relativo de EPA, DHA, y mayor ¥ PUFA x3, sin embargo, las necesidades relativas
de EPA y DHA dependen de las especies de moluscos, por lo que la supervivencia



y el crecimiento de las larvas de bivalvos no se pueden atribuir uniformemente a
acidos grasos particulares (Helm & Laing 1987). Por lo cual la proporcion relativa
de diferentes acidos grasos puede ser mas importante para determinar su valor
nutricional que la presencia o ausencia de acidos particulares (Freites el al. 2015),
resaltando la importancia de generar mezclas que mejoren la calidad nutricional de
la dieta, en especial con especies de microalgas ricas en acidos grasos
esenciales, ejemplo de esto se puede observar en cuanto al crecimiento y
supervivencia individual de I. galbana y C. gracilis, los cuales por separado no
muestran un buen rendimiento, pero sumados como tratamiento control se puede
observan que representan el segundo mejor rendimiento en cultivo para las 2
fases de crecimiento, en especial teniendo en cuenta que se ha reportado que la
combinacion de especies de Isocrisis y de Chaetoceros tiene éxito en el desarrollo
larvario de diferentes moluscos bivalvos (De la Roche et al., 2002, Gonzalez-Araya
et al, 2012, Marshall et al., 2010).

La supervivencia de larvas de N. subnodosus varia considerablemente en relacion
a los dias de desarrollo (del dia 2 al 9 y del 9 al 14) con respecto a las dietas
suministradas siendo las dietas P. lutheri y control para ambos periodos
consideradas como buenas, dejando en evidencia el potencial para la cria de
larvas de N. subnodosus, como lo reportado por Delaunay et al. 1993 para larvas
de Pecten maximus y larvas de ostras de roca de Sydney Sacchesrea
commercialis (Nell & O'Connor 1991), aunque no siempre favorable para todas las
especies de pectinoides ya que los resultados obtenidos por Pernet et al. 2003
para Placopecten magellanicus demostraron que las larvas de alimentadas con P.
lutheri tuvieron una pobre supervivencia, apostando a mejorar el rendimiento
larval, en estudios posteriores reemplazo a P. lutheri por Pavlova sp. nativa (cepa
CCMP 459) (Pernet et al.,, 2005) logrando mejorar el rendimiento en cultivo. A
pesar del uso predominante de unas pocas especies seleccionadas de algas para
la produccién de criaderos, hay evidencia de que las especies silvestres de algas
nativas de la region de los bivalvos cultivados pueden producir un mejor
crecimiento y supervivencia que los estandares de laboratorio. Gouda et al. 2006,
por lo cual desarrollar dietas para N. subnodosus de especies nativas podria ser
una alternativa para mejorar su rendimiento en cultivo.

Nuestros resultados indican que el N. subnodosus puede alimentarse con una
dieta control mixta que contenga |. galbana y C. gracilis o I. galbana y P. lutheri en
la primera fase, asi como una mezcla de P. lutheri y C. mulleri o I. galbana y C.
gracilis y tomando en cuenta la elevada tasa de crecimiento reportada por T.
suecica en especial al final del ciclo, se podria proponer suministrar esta microalga
para aumentar la condicion fisiolégica de las larvas en especial teniendo en cuenta
que las larvas competentes al final del desarrollo larvario necesitan importantes
reservas de energia, ya que estas se consumen considerablemente, lo que resulta
en muchos casos en mortandad elevada (Labarta et al., 1999; Videla et al., 1998).

CONCLUSIONES



Las fases del desarrollo embrionario y larvario temprano de Nodipecten
subnodosus presentan diferencias en diferentes estudios relaizados, posiblemente
por la influencia de factores externos como la temperatura, densidad de
incubacion, fotoperiodo y origen de los reproductores (acondicionamiento en
laboratorio o medio natural).

Nuestros resultados indican que Nodipecten subnodosus puede alimentarse con
una dieta monoalgal inicialmente de Pavlova lutheri, Isocrisi galbana o mixta que
contenga |. galbana /Chaetoceros gracilis o |. galbana /P. lutheri en la primera
fase, asi como una mezcla de P. lutheri /C. mulleri o P. lutheri /C. gracilis, siendo
las larvas alimentadas con P. lutheri las Unicas que alcanzaron larvas competentes
el dia 14 PF y tomando en cuenta la elevada tasa de crecimiento reportada por
Tetraselmis suecica, ésta podria utilizarse para para complementar la dieta al final
del ciclo de vida.
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