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EFECTO DE SEIS DIETAS MICROALGALES EN EL DESARROLLO
LARVARIO, METAMORFOSIS Y OBTENCION DE JUVENILES DEL
ERIZO MORADO Strongylocentrotus purpuratus (STIMPSON)

RESUMEN

En el desarrollo tecnolégico de la produccion de semilla del erizo morado
Strongylocentrotus purpuratus, es importante obtener altos porcentajes de
sobrevivencia y larvas capaces de llevar a cabo con éxito la metamorfosis
mediante una alimentacién adecuada. En el presente trabajo se evalud el
efecto nutricional de seis dietas en la sobrevivencia y crecimiento, tanto en el
desarrollo larvario como a través de la metamorfosis hasta la obtencion de
juveniles. Las dietas usadas fueron: (1) Dieta R: unicamente Rhodomonas sp;
(2) Dieta C: Unicamente Chaetoceros muelleri. (3) Dieta RI: mezcla de
Rhodomonas sp e Isochrysis aff. galbana (Clone T-Iso) con una proporcion de
70 y 30% respectivamente; (4) Dieta Cl: mezcla de Chaetoceros muelleri e
Isochrysis aff. galbana (Clone T-Iso) con 70 y 30% respectivamente; (5) Dieta
RC: mezcla de Rhodomonas sp y Chaetoceros muelleri con 70 y 30%
respectivamente; y (6) Dieta CR: mezcla de Chaetoceros muelleri vy
Rhodomonas sp con 70 y 30% respectivamente. Se analizé el contenido de
carbohidratos, lipidos y proteinas, tanto del alimento proporcionado, como de
las larvas a lo largo del experimento. La dieta RI satisfizo mayormente los
requerimientos nutricionales de las larvas, ya que proporciond los mejores
resultados de sobrevivencia larvaria (23.7%) y obtencion de juveniles (6.6%).
La microalga C. muelleri no es un buen alimento para larvas de S. purpuratus si
se usa como Unica fuente de alimentacidén (sobrevivencia nula); sin embargo,
como complemento de Rhodomonas sp en una proporcién de 70-30%, puede
ser un alimento que propicie sobrevivencia larvaria alta, porcentaje de
sobrevivencia a la metamorfosis alto y un considerable porciento de juveniles
obtenidos (14.1, 38.1 y 4.9% respectivamente). La composicion bioquimica del
alimento (principalmente proteinas) influencié y modificé la composicion de las
larvas de S. purpuratus. Las larvas que registraron mayor cantidad de
proteinas, crecieron mas, sobrevivieron mas y fueron alimentadas con
microalgas de alto contenido proteico. A pesar de la deficiente sobrevivencia
larvaria que propicio la dieta R (9.8%), su uso proporcioné mejores resultados
en el proceso de la metamorfosis (43.3%) que las dietas Rl (38.8%) y CR
(15.4%) (solo fue superada por RC, 51.2%). Con los resultados se demostrd
que el alimento que satisface los requerimientos alimenticios en estadios
larvarios, puede no ser el mas adecuado para sobrellevar el proceso de
metamorfosis.
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INTRODUCCION

La pesqueria del erizo se ha practicado desde hace 25 afios en Baja
California, e involucra a mas de 2,000 familias, las cuales, han visto disminuir sus
ingresos economicos debido a la disminucion significativa del recurso.
Actualmente existen mas de 50 organizaciones, entre cooperativas,
permisionarios y concesionarios, que se dedican a la extraccion del erizo, recurso
que en el afo 1997 generd divisas por mas de cinco millones de délares. La
captura por unidad de esfuerzo disminuyd en los Ultimos afios de 305 a 120
kg/mareal/embarcacion, lo que representa una reduccién del 61% (Palleyro-Nayar,
1994). Esta situacion ha repercutido en la economia de los pescadores, ademas
de poner en peligro la pesqueria del recurso.

En 1987 se implementaron las primeras reglas para regular y proteger la
pesqueria del erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus (Agassiz) (Ramirez,
1897). Se establecié una talla minima de captura de 80 mm de diametro de testa,
una temporada de veda de febrero a julio, y una cuota de extraccién. A partir de la
implementacion de dichas reglas y de la demanda creciente del producto en el
mercado japonés, se inicid la explotacion del erizo morado Strongylocentrotus
purpuratus (Stimpsan), el cual, cuenta con las caracteristicas necesarias para su
exportacion y consumo. Del afio 1994 a 1996, la captura del erizo morado se ha
incrementado de 577 a 814 toneladas, lo que representd un incremento del 26% a

casi el 40% de las capturas totales de erizo. En el afio 1998, mas del 90% de la




captura correspondio al erizo morado, debido al bajo rendimiento de las gdnadas
del erizo rojo, lo que a su vez produjo una disminucion del precio de este ultimo
en el mercado internacional (SEMARNAP, 1998).

Para lograr un manejo adecuado de este valioso recurso, se ha
considerado a la acuacultura como una alternativa potencial para comenzar la
recuperacion de los bancos naturales mediante actividades de repoblacion y la
implementacion de programas de cultivo en cautiverio. Estas actividades
significaran nuevas fuentes de empleo, ingresos adicionales para los pescadores
y principalmente, la disminucién de la presidén sobre el recurso, que permitira su
recuperacion y preservacion. Para realizar estas actividades, es fundamental
contar con una biotecnologia para la produccién masiva de juveniles de erizo, la
cual debe ser planeada y controlada en laboratorio.

El cultivo de erizo, ha tomado interés en diversos paises que cuentan con
este recurso. Solo en Japdén y en Chile se ha desarrollado la biotecnologia
adecuada para su cultivo. En Japén, se cultivan seis especies de erizo con fines
de repoblamiento, Strongylocentrotus intermedius, Strongylocentrotus nudus,
Pseudocentrotus depresus, Hemicentrotus pulcherrimus, Tripneustes pileolus, 'y
Anthocidaris crassispina (Saito et al., 1985; Yokota, 2000), mientras que en Chile
se cultiva Loxechinus albus (Gonzalez et al., 1987; Bustos ef al., 1991; Bustos y
Olave, 2001). En México y los Estados Unidos, no se ha logrado la produccion
masiva de semilla de erizo, motivo por el cual aumenta el interés y la importancia

por desarrollar y aplicar técnicas nuevas, enfocadas a la producciéon en




laboratorio. Para esto, es de suma importancia conocer los cuidados necesarios
para el cultivo de larvas, ya que de su optimizacién dependera el éxito en la
produccion de semilla.

Por tal motivo, es importante conocer las propiedades bioquimicas del
alimento proporcionado a las larvas, ya que éste proporciona los elementos
necesarios para un crecimiento 6ptimo, medido en términos de longitud de
cuerpo, periodos cortos de desarrollo y grandes cantidades de reserva energética
(Boidron-Métairon, 1995). El requerimiento alimenticio de la larva planctotréfica
del erizo, es utilizado p‘ara llevar a cabo satisfactoriamente funciones vitales
como, sobrevivir, nadar, comer, crecer, asentarse en un area favorable,
metamorfosearse y finalmente, convertirse en juvenil. (Strathmann 1971). El erizo
morado S. purpuratus, al norte de California, desarrolla su estadio larvario en un
periodo de 42 dias, pasando por diferentes etapas tales como, blastula ciliada,
gastrula ciliada, prisma (inicia su alimentacion), equinopluteus 4 brazos,
equinopluteus 6 brazos, equinopluteus 8 brazos (Colby, 1979).

Proporcionar una alimentacién adecuada a larvas del erizo morado
Strongylocentrotus purpuratus, para obtener altos porcentajes de sobrevivencia y
larvas capaces de llevar a cabo con éxito la metamorfosis, representara un
avance importante en el desarrollo biotecnolégico de la produccion de semilla.

En la etapa larvaria, ademas de una racion adecuada de alimento y de
caracteristicas tales como tamaro, forma y/o sabor de la microalga, este debe

cubrir las necesidades alimenticias de las larvas (Strathmann, 1975). Hinegardner




(1969), encontré que de 14 microalgas utilizadas para probar su eficiencia como
alimento para larvas del erizo S. purpuratus, tan solo Rhodomonas sp fue
satisfactoria. Con esta microalga, también se desarrollan mejor los erizos
Lictechinus pictus (Verrill), L. variagatus (Lamarck) y Echinometra mathaei
(Blainville).

Por su parte, Saito et al. (1985), alimentaron con Chaetoceros gracilis, a
larvas de S. intermedius. La concentracion inicial de microalgas fue de 5,000 cél
mi™! con incrementos de la racién alimenticia de 50% en cada uno de los estadios
de desarrollo de la larva, la cual inici6 la metamorfosis en 16 dias. Esta estrategia
de alimentacion para larvas también es recomendada para otras especies de
erizo (Hagen, 1996).

La duracion del estadio larvario esta influenciada por la calidad del alimento
proporcionado (Fenaux, 1982; Boidron-Métairon, 1895) y es un factor que interesa
por su asociacion directa al costo de produccién de semilla. Rogers-Bennett et al.
(1994), reportaron que el erizo rojo S. franciscanus completa su desarrollo larvario
en 22 dias con una alimentacién consistente de la microalga Rhodomonas lens. El
menor tiempo de desarrollo larvario reportado para el erizo rojo es 19 dias y se
obtuvo alimentando las larvas con la microalga Rhodomonas sp (Martinez-Lépez,
1994): en cambio, el erizo morado S. purpuratus requiere un periodo de 38 dias
usando la microalga Rhodomonas sp (Cameron y Schroeter, 1980).
Recientemente, Salas-Garza y Parés-Sierra (2000), reportaron que larvas de

erizo morado terminaron su desarrollo larvario en un periodo de 28 dias.




Algunos estudios mencionan que al evitar la limitacion del alimento se
asegura una mayor sobrevivencia en estadios larvarios (Gonzalez et al.,, 1987,
Bustos et al.,, 1991; Martinez-Lopez, 1994; Metaxas y Young, 1998a). Un déficit
en la dieta puede provocar un alargamiento de los brazos de las larvas, como
estrategia para agrandar las bandas ciliadas y de esta manera, obtener mas
alimento (Strathmann, 1987; Hart y Strathmann, 1994; Metaxas y Young, 1998b);
ademas puede ocurrir un retraso en el inicio del estadio de competencia a la
metamorfosis.

Aunque algunas larvas de equinodermos se alimentan de un amplio
intervalo de tamanos de particulas, estas pastorean el tamario de las particulas de
mayor concentracién (Rassoulzaedgan y Fenaux, 1979) y seleccionan mas por
sabo: que por tamafo (Rassoulzaedgan ef al., 1984). En un estudio posterior,
Pedrotti (1995) probo las preferencias alimenticias de larvas de los equinodermos
Paracentrotus lividus y Arbacia lixula; los resultados indican que las larvas
jovenes seleccionan particulas por la calidad y tamaro, y conforme crece la larva,
la seleccién de las particulas depende mayormente del tamario.

Las larvas de erizo al final de su desarrolio, como la mayoria de los
invertebrados marinos, deben asentarse y metamorfizarse (Pearce y Sheibling,
1994). Para esto, las larvas deben adquirir el estado de competencia, lo que
significa que las larvas deben tener la capacidad fisioldgica para comenzar ios
cambios propios de la metamorfosis. Las larvas competentes de los erizos tienen

8 brazos y un rudimento bien desarrollado (Strathmann, 1978) que aparece dentro




de una invaginacién epidérmica que se localiza en el lado izquierdo del cuerpo
larvario (Gosselin y Jangoux, 1998). Ademas se pueden observar otros cambios
morfolégicos y de comportamiento como: deformacion del cuerpo larvario,
aparicion de pies ambulacrales y busqueda de un sustrato adecuado para
asentarse. Las larvas competentes al tener contacto con ciertos factores
ambientales, por lo general asociados al sustrato, se inducen a la metamorfosis
(Strathmann, 1987).

La metamorfosis es una cadena de eventos irreversibles que producen
cambios fisioldégicos y morfolégicos, que hace que pasen de una vida peldgica
nadadora a una benténica (Kitamura et al., 1994; Pearce y Sheibling, 1994;
Yazaki y Harashima, 1994; Yazaki, 1995).

Los criterios para determinar el final dél proceso de metamorfosis no han
sido establecidos adecuadamente, por lo que aun existe confusion al respecto.
Recientemente, Gosselin y Jangoux (1998), establecieron el ‘“periodo
perimetamérfico” que comienza con la adquisicion de la competencia a la
metamorfosis, sigue con el cambio de forma y la vida como poslarva endotrofica
(metamorfosis), y termina con la aparicién del juvenil exotrofico.

En algunas especies de erizo, la metamorfosis completa, desde el final del
estadio larvario hasta la conversién a juvenil, tiene un tiempo aproximado de cinco
a seis dias (Cameron y Hinegardner, 1974), en S. purpuratus de ocho a doce dias
(Salas-Garza, com. pers.) y en el caso de S. franciscanus hasta 80 dias (Rogers-

Bennett ef al., 1994). Estos cambios implican gran riesgo para la sobrevivencia de
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los organismos (Sheltema, 1974). La larva interrumpe la ingestion de alimento
desde el inicio y durante todo el proceso de la metamorfosis hasta el momento en
que su mandibula es funcional, momento en el cual, inicia su primera alimentacion
en la vida bentonica. Lo anterior hace evidente que los requerimientos
nutricionales utilizados durante la metamorfosis son obtenidos, necesariamente,
durante su desarrollo larvario. Sin embargo, son pocos los estudios de
alimentacion en larvas de erizo que hacen una interrelacién con la metamorfosis y
los juveniles que fueron producto de la misma.

Son pocos los estudios que se han realizado con fines de evaluar
conjuntamente el desarrollo larvario y la metamorfosis del erizo morado S.
purpuratus. Hinegardner (1969), describié por primera vez una técnica para el
cultivo de larvas de erizo; Strathmann (1971) logré llevar a través de la
metamorfosis a larvas de S. purpuratus, pero no hizo descripciones detalladas del
proceso. Colby (1979), realizo algunas comparaciones del desarrollo larvario entre
el erizo morado y el rojo, cultivados a 14°C con una dieta consistente del alga
Dunaliella primolecta. A pesar de que el erizo morado S. purpuratus fue
observado por un tiempo de 42 dias, el trabajo carece de observaciones del
proceso de asentamiento y la metamorfosis.

Dietas distintas que aportan resultados similares en cuanto a tiempo de
duracion del desarrollo larvario, tamafio y sobrevivencia de los organismos,
pueden ocasionar diferencias importantes de sobrevivencia al final de la

metamorfosis. Bustos ef al. (1991), mencionaron que las especies de microalgas




satisfacen en distinto grado los requerimientos alimenticios de las larvas. Ellos
utilizaron Chaetoceros gracilis e Isochrysis sp como alimento para larvas del erizo
Loxechinus albus. No encontraron diferencias significativas en los tamarios ni en
el tiempo de desarrollo alcanzado al final del estadio larvario, sin embargo,
reportan una notoria diferencia entre la sobrevivencia de larvas alimentadas con
Isochrysis sp (14%) y aquellas alimentadas con C. gracilis (46%).

Gonzalez et al. (1987), evaluaron el efecto de dos dietas microalgales en
larvas de L. albus. La primera fue una dieta mixta en proporciones iguales de
Dunaliella tertiolecta e Isochrysis galbana y la segunda consistiéo Unicamente de
D. tertiolecta. A pesar de que el crecimiento y la sobrevivencia en los cultivos
larvales con ambas dietas fueron similares, los autores recomiendan el uso de la
dieta mixta, basandose en las diferencias observadas en el porciento de juveniles
obtenidos al término de la metamorfosis. Asi, los autores sefialan que D.
tertiolecta no contiene los requerimientos nutricionales 6ptimos para L. albus, por
lo que es necesario complementarla con /. galbana.

En experimentos preliminares al presente trabajo, se utilizaron dos dietas
mixtas como alimento para larvas de erizo rojo y morado. Las dietas fueron: 1)
Rhodomonas sp e Isochrysis aff. galbana (Clone T-lso) (50-50%) y 2)
Rhodomonas sp y Dunaliella sp (50-50%). Se observé mejor sobrevivencia a la
metamorfosis en las larvas de ambas especies alimentadas con la primera dieta
(Salas-Garza, com. pers.). Posteriormente Salas-Garza y Parés-Sierra (2000),

alimentaron larvas de S. purpuratus con la mezcla microalgal compuesta de
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Rhodomonas sp e Isochrysis galbana y con Rhodomonas sp Unicamente; con la
dieta mixta obtuvieron porcentajes de sobrevivencia de 47% y con la dieta
monoaligal 39%.

Algunos autores han sefialado las ventajas del uso de dietas mixtas para el
cultivo de larvas de equinodermos, ya que satisfacen mejor sus requerimientos
nutricionales (Metaxas y Young, 1998a; Metaxas y Young, 1998b). Si se
considera que las larvas asimilan completamente la variedad de especies de
microalgas ingeridas, se puede explicar por que las dietas monoalgales no
satisfacen de igual forma los requerimientos para el crecimiento y desarrollo
larvario (Boidron-Métairon, 1995). La heterogeneidad del alimento proporciona
una mejor calidad de éste. Pedrotti y Fenaux (1993), mencionan que al
proporcionar dietas mixtas, la calidad del alimento puede ser mas significativa
para el crecimiento y desarrollo larvario, que suministrar altas concentraciones de
una dieta monoalgal.

Para observar el efecto del alimento en el tamafo, morfometria,
sobrevivencia y metamorfosis de las larvas del erizo verde Strongylocentrotus
droebachiensis (Mueller), De Jong-Westman et al. (1995), suministraron dietas
artificiales que diferian en contenido de proteinas y otros aditivos. Las tasas de
desarrollo larvario resultaron ser mejores en la dieta enriquecida con mas
proteinas; las larvas presentaron brazos mas largos, un rudimento de mayor
diametro, bandas ciliadas mas grandes y un porcentaje alto de metamorfosis. En

este caso el mejor desarrollo larvario coincidié con altas tasas de metamorfosis.
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Los autores también mencionan que las dimensiones morfometricas de las larvas
pueden ser utilizadas como un indicador de la condicién de la larva.

Algunos autores mencionan que la composicion bioquimica de la larva
indica las condiciones ambientales, ya sea en campo o en laboratorio; cambios en
la composicion bioquimica larvaria reflejan cambios en la calidad del ambiente
(His y Maurer, 1988; Ferreiro ef al., 1990). Farias ef al. (1998), mencionan que
evaluar la composicién bioquimica de la larva es una herramienta importante para
estimar la energia metabdlica y la condiciéon nutricional de bivalvos cultivados.
Ellos hacen un analisis de la composicion bioguimica, tanto del alimento
proporcionado, como de huevos, larvas y poslarvas del bivalvo chileno
Argopecten purpuratus y relacionan dichas composiciones a través del desarrollo
larvario hasta el final de la metamorfosis. Las proteinas y lipidos contenidos en el
alimento proporcionado, influencié la composicién bioquimica, la sobrevivencia y
el desarrollo de las larvas.

Existe informacion disponible concerniente a la composicién bioquimica de
varias especies de microalgas, algunas de las cuales, han sido utilizadas
exitosamente en cultivos larvarios de erizo, tales como Rhodomonas sp,
Isochrysis aff. galbana (Clone T-lso) y Chaetoceros muelleri (Fernandez-Reiriz et
al., 1989; Nufiez-Cebrero, 1994; Brown et al., 1997, Lafarga, 1997),

Como parte fundamental del desarrollo de la tecnologia en la produccion
de semilla de erizo morado S. purpuratus, el presente trabajo tiene la finalidad de

conocer el efecto de dietas microalgales en la sobrevivencia y crecimiento, tanto
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en el desarrollo larvario como a través de la metamorfosis, hasta la obtencion de
juveniles. Conjuntamente se espera conocer acerca de los requerimientos
nutricionales para el éptimo desarrolio en las larvas con el objetivo de lograr altos

porcentajes de obtencion de juveniles.
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OBJETIVO

Conocer el efecto de seis dietas microalgales en el desarrollo larvario,
metamorfosis y sobrevivencia de juveniles del erizo morado Strongylocentrotus

purpuratus.




13

METODOLOGIA

Se colectaron organismos adultos del erizo morado Strongylocentrotus
purpuratus, del medio natural, por medio de buceo libre. Se colocaron dentro de
hieleras de plastico con hielo “blue ice” y se cubrieron con macroalgas para evitar
la deshidratacion. Asi, se trasladaron en seco al Laboratorio de Moluscos y
Equinodermos del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (110) de la UABC.
Ahi fueron colocaron en recipientes de 360 litros de capacidad, con flujo continuo

de agua de mar y con macroalgas como alimento.

Desove y fertilizacion de gametos
Para la induccién al desove se siguié el método descrito por Strathmann

(1987), en el que se utiliza cloruro de potasio (hasta 3 ml 0.5M), inyectado a
través de la membrana bucal hacia la cavidad celomica. Los gametos de los
organismos de ambos sexos fueron colectados por separado en frascos de vidrio
que contenian 500 ml de agua de mar previamente filtrada y esterilizada con
rayos ultravioleta (U.V.).

Se diluyé un mililitro de évulos en 100 ml de agua de mar filtrada y
esterilizada. A su vez, se diluy6é una gota de espermatozoides en 50 ml de agua
de mar filtrada y esterilizada. Para la fecundacion de los gametos se diluyd un
mililitro de la solucién de espermatozoides en la solucion de 6vulos. La mezcla fue

agitada constantemente para asegurar un mayor porcentaje de oOvulos
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fecundados. Después de 15 minutos se colectd en un filtro de 48 um a los 6vulos
asentados, se lavaron con agua de mar filtrada (1um) e irradiada con luz
ultravioleta para eliminar el exceso de esperma. Concluido el lavado, se
concentraron los évulos en 50 ml de agua de mar y se tomaron tres muestras al
azar de 1ml para observarlas al microscopio. Por medio de un conteo de 6vulos
con presencia de la membrana de fecundacion, se determind el porcentaje de
fecundacién. Por ultimo, los 6vulos fecundados se colocaron en recipientes de 18
litros sin aireacion durante 60 horas, tiempo en el cual, se desarrolla el estadio
larvario prisma, en el cual se inicia la alimentacién. Al concluir 48 horas se realiz6
un lavado de los recipientes y se efectué un cambio total de agua. El agua
utilizada fue filtrada a 1 pm e irradiada con luz ultravioleta.

Las larvas se concentraron en un recipiente de 5 litros para ser
cuantificadas. Se homogenizé el contenido del recipiente con un agitador manual
y se tomaron diez muestras de 1 ml cada una. Se calcul6 el nimero promedio y
se extrapold al volumen de 5000 ml. Posteriormente, se distribuy6 la larva en
recipientes conicos con 45 litros de agua de mar a una densidad de 2 larvas ml™.
Cada recipiente tuvo un suministro de aireacién permanente e independiente para
evitar que las larvas permanecieran en el fondo. Cada dos dias se realizaron
cambios de agua de 50% y cada semana un cambio total; el agua utilizada para el
cultivo fue filtrada e irradiada con luz U.V.

Para los cambios de agua asi como para las evaluaciones de sobrevivencia

fue necesario tamizar el contenido de los recipientes para concentrar la larva.
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Para esto fue necesario pasar el contenido de cada recipiente por dos tamices. El
primero fue un tamiz con una luz de malla mayor que la larva y el segundo con
una luz de malla menor que ella. Por esto, durante el experimento se usaron

tamices de 45, 50, 70, 90, 108, 160, 180, 215, 430 y 800 pm.

Disefio experimental
Para la realizacién del experimento se siguié un disefio aleatorio simple con

tres réplicas por tratamiento. Se evalué el efecto de seis dietas, con temperatura
ambiental, en larvas provenientes de un desove simultdneo de cuatro machos y
ocho hembras. Las dietas fueron seleccionadas tomando como base trabajos
anteriores (Gonzalez et al., 1987; Bustos et al., 1991; Rogers-Bennett et al., 1994;
Colby, 1979) qué sefialan la efectividad de dietas mixtas compuestas de
microalgas como Rhodomonas sp, Chaetoceros muelleri e Isochrysis aff. galbana
(Clone T-Iso), en larvas de erizo, ademas de los experimentos preliminares
realizados con S. purpuratus en el Laboratorio de Moluscos y Equinodermos del
IlO ( Salas-Garza y Parés-Sierra, 2000).

Las dietas usadas se presentan en la tabla |. Las dietas se disefiaron
tomando como base el peso organico seco de cada especie de microalga,
determinado en los primeros dias del experimento. Se us6 una racidn de alimento
basada en 10,000 cél mi™!, cantidad determinada por Martinez-Lépez (1994) para
larvas del erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus. Cada dieta bialgal se ofrecié

con una proporcion de peso organico seco de 70% de la microalga base con 30%
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de la microalga complementaria. Esta proporcion fue decidida arbitrariamente
buscando encontrar un contraste en el efecto de cada microalga en las larvas. El
alimento fue proporcionado diariamente y cada dos dias se proporciond solo el

50% de la racion inicial.

Tabla I.- Dietas usadas en el experimento con larvas del erizo morado Strongylocentrotus

purpuratus.
Dieta Microalgas que la componen Proporcion respectiva
R Rhodomonas sp 100%
c Chaetoceros muelleri 100%
Ri Rhodomonas sp e Isochrysis aff. galbana (Clone T-Iso) 70-30%
Cl Chaetoceros muelleri e Isochrysis aff. galbana (Clone T-Iso) 70-30%
RC Rhodomonas sp y Chaetoceros muelleri 70-30%
CR Chaetoceros muelleriy Rhodomonas sp 70-30%

Las microalgas utilizadas en el experimento fueron cosechadas durante su
fase exponencial para que el contenido nutricional del alimento fuera
aproximadamente el mismo. Se realizaron conteos diarios para conocer el
crecimiento del cultivo y su recuperacion a las diluciones realizadas diariamente
lasd cuales, en la primera semana fueron de 27% y de la segunda semana en

adelante fueron de 17%. Las microalgas fueron proporcionadas por el Laboratorio
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de Microalgas del 110. El medio de cultivo utilizado fue el “f/2" de Guillard (1975),

con silicatos para el caso de la microalga Chaetoceros muelleri.

Parametros fisico-quimicos

Se llevo un registro de las caracteristicas fisicoquimicas del agua en la que
se cultivaron las larvas. Se midié la temperatura diariamente (termometro de
mercurio Spartan con escala de —20 a 110°C con +1°C de precision). En los dias
en que se realizaron cambios de agua, las mediciones se realizaron antes y
después de estos. Se midié el oxigeno disuelto (oximetro YSI modelo 51B) y el
amonio (Ammonia electrode. Orion Research Inc. Modelo 95-12) antes y después

de los cambios de agua.

Desarrolio y sobrevivencia larvaria
A partir de la obtencion de los gametos se realizaron observaciones cada

dos dias, por medio de un microscopio compuesto, con el fin de conocer los
cambios morfolégicos en los embriones, durante el desarrollo larvario, el periodo
de asentamiento y la metamorfosis.

Para el conteo de las larvas contenidas en cada recipiente, éstas se
concentraron en una cubeta de cinco litros. Después de haber homogenizado el
contenido, se tomaron seis muestras de 1 ml de la solucion y se colocaron en una
camara de conteo para ser observadas en un microscopio compuesto; se
contaron las larvas en cada muestra y el promedio de ellas se extrapolo al

volumen total contenido en cada cubeta.
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Se considerd la duracion del desarrollo larvario para cada dieta, desde la
fecundacién de los gametos hasta el inicio de la metamorfosis. La sobrevivencia
larvaria se estimé por periodos; el primer periodo corresponde del dia 1 al 10, el
segundo del dia 10 al 19 y el tercero del dia 19 al 26. Esto se realizo debido a que
un nimero importante de larvas durante el experimento, fue extraida de los
tanques como muestras para realizar analisis bioquimicos. Por lo anterior no fue
posible conocer la sobrevivencia final de los cultivos, sin embargo, esta fue
calculada aplicando el porcentaje de sobrevivencia encontrado en los periodos del
dia 10 al 19 y del dia 19 al 26, al porcentaje de sobrevivencia encontrado a los 10
dias de cultivo.

Estoes,S=a*b*c

Donde:

S= sobrevivencia final estimada

a= porcentaje de sobrevivencia encontrado el dia 10 de cultivo

b= porcentaje de sobrevivencia correspondiente al periodo del dia 10 al 19

c= porcentaje de sobrevivencia correspondiente al periodo del dia 19 al 26

Crecimiento de larvas

Para evaluar el desarrollo de las larvas, éstas fueron medidas un dia antes
de cada evaluacién de sobrevivencia. El primer muestreo se realizé a los nueve

dias de haber comenzado con la alimentacién; el segundo muestreo se llevd
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acabo el dia 18 y el ultimo el dia 25, un dia antes de la induccion a la
metamorfosis. Las biometrias se realizaron en diez larvas tomadas al azar de
cada tanque (30 para cada tratamiento); se colocaron en una camara de conteo y
fueron medidas con un micrometro en el microscopio compuesto. Se midio la
longitud y ancho del cuerpo en vista ventral (Figura 1). En el muestreo del dia 25
no fue posible realizar las biometrias de ancho del cuerpo debido a que las larvas
comenzaban la transformacion morfoldgica que ocurre cuando se encuentran

competentes a la metamorfosis.

Figura 1.- Mediciones realizadas a larvas del erizo morado Strongylocentrotus purpuratus
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Determinacion de biomasa y composicion bioquimica de microalgas
Para llevar a cabo los analisis bioquimicos del alimento se realizaron cinco

muestreos de las tres especies de microalgas usadas durante el experimento. El
primer muestreo se efectué el dia en que se inicio la alimentacion de las larvas y
los cuatro muestreos restantes cada cinco dias. Por otro lado, para conocer el
contenido bioquimico de las larvas, se llevaron a cabo cuatro muestreos. El
primero ‘se efectud antes de la primera alimentacion, durante el estadio prisma;
los dos muestreos siguientes se realizaron cada nueve dias y el Ultimo seis dias
después, cuando las larvas mostraron los cambios que indican la competencia a
la metamorfosis.

Para la determinar el peso organico seco de la biomasa algal, se filtraron
volimenes conocidos de los cultivos de microalgas que variaron entre 35y 90 ml
de cultivo. Las muestras se filtraron a través de filtros de fibra de vidrio GF/C de
1.2 pm (marca “Whatman”), de 47 mm de diametro, previamente lavados,
incinerados en una mufla a 490 °C y pesados. Para cada microalga se realizaron
muestreos por cuatriplicado. Las muestras filtradas fueron lavadas con formato de
amonio al 3% para eliminar sales. Los filtros con las muestras se colocaron en
una estufa a 60°C por 12 h para obtener el peso seco constante, posteriormente
se calcinaron en una mufla durante 12 h para determinar la cantidad de cenizas y

por diferencia, se obtuvo el peso orgénico seco (Sorokin, 1973).
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Para determinar los componentes bioquimicos principales, carbohidratos,
lipidos y proteinas de las microalgas, se filtraron volimenes conocidos (entre 10y

30 ml) por cuadriplicado, en filtros de fibra de vidrio GF/C de 1.2 pm y 25 mm de

diametro (marca “Whatman”).

Determinacién de biomasa y composicion bioquimica de larvas
Para conocer el contenido biogquimico de las larvas, se lievaron a cabo

cuatro muestreos. El primero se efectud antes de la primera alimentacion, durante
el estadio prisma; los dos muestreos siguientes se realizaron cada nueve dias y el
altimo seis dias después, cuando las larvas mostraron los cambios que indican la
competencia a la metamorfosis.

Para la determinar el peso orgénico seco de las larvas, se tomo una
cantidad conocida de éstas que varié entre 200 y 1000 larvas, dependiendo del
volimen que ocupaban segtn su estadio larvario y su crecimiento adquirido con
los diferentes tratamientos. Las muestras fueron tomadas por triplicado y se
filtraron a través de filtros de fibra de vidrio GF/C de 1.2 um (marca “Whatman”) y
de 25 mm de diametro, previamente lavados, incinerados en una mufla a 490 °C y
pesados. Las muestras filtradas fueron lavadas con formato de amonio al 3% para
eliminar sales. Los filtros con las muestras se colocaron en una estufa a 60°C por
12 h para obtener el peso seco constante, posteriormente se calcinaron en una
mufla durante 12 h para determinar la cantidad de cenizas y por diferencia, se

obtuvo el peso organico seco (Sorokin, 1873).
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Para determinar los componentes bioquimicos principales, carbohidratos,
lipidos y proteinas de larvas se colocé un numero conocido de organismos de
cada recipiente de cultivo en tubos para centrifuga de 1.5 ml (marca “Eppendorf”)
por triplicado. La cantidad de larvas por muestra varié segun el tamarno de éstas;
algunos tratamientos presentaron larvas pequefias por lo que su contenido
organico también es menor. Por esta razon, fue necesario tomar mas organismos
de aquellos tratamientos con larvas pequefias. En el primer muestreo, debido a la
abundancia y homogeneidad de tamario de la larva prisma, se dispuso de 12,480
organismos; en el segundo muestreo se usaron 500, 760 y 1,000 larvas,
dependiendo del tamano de éstas en cada unidad experimental; para efectuar el
tercer tratamiento se necesitaron 300 larvas de cada réplica en todos los
tratamientos y 200 para el altimo.

Tanto para microalgas como para larvas, las técnicas utilizadas fueron:
proteinas por el método de Lowry et al. (1851) (modificado por Lopez et al., 1985),
el analisis de carbohidratos segin el método colorimétrico del fenol-acido sulfarico
de Dubois et al. (1956) (modificado por Lopez et al., 1995); y los lipidos por el
método de Pande et al. (1963) (modificado por Lopez et al., 1995), previa
extraccion con el método de Bligh y Dyer (1959). Para las curvas de calibracion se
utilizaron como estandares, albtmina de bovino en el caso de las proteinas,
glucosa anhidra para los carbohidratos y tripalmitina para lipidos.

En el presente trabajo los porcentajes de contenido bioquimico en

microalgas y en larvas estan basados en el peso organico seco (PO).
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Composicién bioquimica de mezclas bialgales

Con la finalidad de representar de una manera mas clara la composicion
bioquimica del alimento proporcionado a las larvas, se calculd el contenido
bioquimico tedrico de las mezclas bialgales. Esto se realizd sumando el
porcentaje de contenido de los componentes bioquimicos de la microalga base y
de la complementaria, tomando como base la proporcion de peso organico seco

de cada una de éstas.

Con la finalidad de tener una vision general de lo sucedido durante el
experimento, se realizaron graficas que describen el comportamiento de las
proteinas en el alimento y su relacion con los organismos que las aprovecharon.
También se relacionaron los porcentajes de proteinas del alimento y de las larvas
con la longitud de las mismas para observar la existencia, o la ausencia, de

efectos nutricionales de las dietas en el tamafio de las larvas.

Sobrevivencia después de la induccién a la metamorfosis

Cuando se observd que el 80% de las larvas del cultivo presentaron los
cambios morfoldgicos y de comportamiento que caracterizan a la competencia a
la metamorfosis, se seleccionaron 200 larvas de cada recipiente. Estos
organismos fueron seleccionados al azar y coiocados en cubetas de pléstico de
cuatro litros para ser inducidos a la metamorfosis. Las cubetas fueron inoculadas
con microalgas benténicas silvestres dos semanas antes y contaban con un

sistema abierto de agua de mar y con aireacion. En la primera semana el sistema
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de agua y de aire no fue conectado para evitar que las larvas que aun nadaban se
salieran. La limpieza de las cubetas se realizé cada cinco dias.

A los 10 y 20 dias de la induccién a la metamorfosis se realizaron
observaciones para conocer si las poslarvas habian alcanzado su estadio juvenil.
Para evaluar el nimero de organismos por cubeta, éstas fueron colocadas sobre
una lampara de nedn blanca. Ahi se conto a los organismos sin desprenderlos del
sustrato para evitar su muerte o estrés. Solo fueron removidos cinco poslarvas de
cada cubeta para revisar su parte oral. Al término de la metamorfosis se contd a
los organismos, considerandolos como juveniles al tener la mandibula funcional e
iniciar la alimentacion como organismo bentdnico (Rogers-Bennett et al., 1994).
Esa observacién se realizé con un microscopio estereoscopico, colocando las
poslarvas sobre la base de una caja de petri con suficiente agua para evitar que
murieran. También se buscaron rastros de ramoneo en la pelicula de diatomeas
sobre el fondo y paredes de la cubeta con la finalidad de detectar el comienzo de
la alimentacion.

Debido a que en la mayoria de los casos los datos no cumplieron con el
requisito de normalidad y homogeneidad de varianzas, ademas de la presencia de
algunos datos extremos, se utilizo la prueba estadistica no-parametrica de
Kruskal-Wallis a un nivel de significancia del 5%. Cuando se detectaron
diferencias estadisticas, se procedié a la realizacion de pruebas a posteriori de

contraste multiple de Tukey (Zar, 1984; Steel y Torrie, 1986).
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RESULTADOS

Desove y fertilizacion de gametos
Se llevé a cabo el desove de organismos adultos, extraidos del medio

natural, con buenos resultados. Se observo un porcentaje de fertilizacion de 99%.

Parametros fisico-quimicos
La temperatura promedio del agua de cultivo durante el experimento fue de

16.5°C. Ocho dias después del inicio del exberimento, la temperatura del agua
bajé a 14.2°C y ocho dias antes de su finalizacion se incrementé hasta 18.1°C.
Esta variacion representd el intervalo mayor de temperatura a lo largo del
experimento. En algunos casos durante las mediciones diarias se detectaron
variaciones de 0.5°C entre los recipientes. Esas diferencias no significativas
(H=0.002 P=1.000) fueron ocasionales ya que por lo general se encontré la
misma temperatura en cada recipiente (Figura 2).

El oxigeno disuelto en el agua de los recipientes de cultivo no cambio
significativamente a lo largo del experimento (H=0.528, P=1.000). Siempre se
mantuvo en el intervalo comprendido entre 7.4 y 8.0 mg L. Por su parte, el
amonio disuelto en el agua de los tanques de cultivo fue bajo y no representd un

factor variable (H=18.395, P=0.364) ya que se mantuvo entre 0.02y0.05mgL™".
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Figura 2- Temperatura del agua en el cultivo de larvas del erizo Strongylocentrotus
purpuratus

Sobrevivencia larvaria
Las dietas C y Cl produjeron sobrevivencias nulas en los tres recipientes de

cada tratamiento (Figura 3a). A pesar de que no se encontraron diferencias entre
las cuatro dietas que proporcionaron los requerimientos necesarios para el
desarrollo de las larvas (H=6.015, P=0.1109), se observaron mejores resultados
con la dieta RI (23.7%). Uno de los porcentajes de sobrevivencia mas bajos los
proporciond la dieta R (9.8%); sin embargo, cabe hacer notar que la dieta CR
(8.4% de sobrevivencia) registré una sobrevivencia nula en una réplica (Figura
3d).

La sobrevivencia larvaria correspondiente a los primeros diez dias de

alimentacion, no registro diferencias entre las dietas (H=3.812, P=0.5767). A
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pesar de esto, se observaron tendencias que pueden diferenciar los efectos de la
alimentacion. La dieta que propicid la mejor sobrevivencia a los diez dias de
alimentacién fue Rl (90.4%) y la que proporciond la sobrevivencia menor fue la
dieta C (45.3%). Con excepcion de la sobrevivencia larvaria propiciada por C, ésta
nunca fue menor de 87% en los primeros diez dias en todos los tratamientos
(Figura 3b).

Para el periodo del dia 10 al 19 de cultivo la sobrevivencia de larvas
alimentadas con C fue nula; la de larvas alimentadas con Cl fue cercana a cero,
ya que solo se encontraron cerca de 100 larvas vivas, por lo que también se
consideré nula. Entre las cuatro dietas restantes que si proporcionaron los
requerimientos nutricionales para la sobrevivencia de las larvas no se encontraron
diferencias significativas (H=6.59, P=0.0862), sin embargo, la sobrevivencia
obtenida con la dieta R (32.1%) fue menor que las demas (R, 76.6%; RC, 73.3%;
y CR, 74.6%; Figura 3c).

No se encontraron diferencias en la estimacion de la sobrevivencia larvaria
en el periodo que comprendié del dia 20 al 26 de alimentacion (H=4.560,
P=0.2070), sin embargo, es importante mencionar algunas tendencias observadas
en los ultimos siete dias. De nuevo la dieta Rl aporté la mejor sobrevivencia
(36.7%). La dieta CR propicio la sobrevivencia mas baja (16.8%); ademas se
encontrd una sobrevivencia nula en una de las réplicas de este tratamiento

(Figura 3d).
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Figura 3.- Sobrevivencia de larvas alimentadas con seis dietas microalgales. R:
Rhodomonas sp. C: Chaetoceros muelleri. Rl: mezcla de Rhodomonas sp e Isochrysis aff.
galbana (Clone T-iso). Cl: mezcla de C. muelleri e 1. aff. galbana (Clone T-Iso). RC: mezcla de
Rhodomonas sp y C. muelleri. CR: mezcla de C. muelleriy Rhodomonas sp. a)
sobrevivencia general calculada a lo largo del experimento; las barras representan el error
estandar de los tratamientos b) sobrevivencia correspondiente al periodo del dia 1 al 10. ¢)
sobrevivencia correspondiente al periodo del dia 10 al 19. d) sobrevivencia correspondiente
al periodo del dia 19 al 26. Los circulos negros representan cada una de las réplicas y los

circulos blancos representan el promedio de las mismas.
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Crecimiento de larvas
La longitud y ancho inicial de las larvas fue de 179 (#4.2) y 84 (£3.1) um

respectivamente. A los nueve dias de cultivo las larvas alimentadas con C y ClI
fueron las que presentaron los valores de longitud y ancho mas bajos (334.4
(+24.5) pum y 196.8 (¥23.3) um; 3555 (£34.7) um vy 239.8 (£32.3) um
respectivamente), mientras que las alimentadas con R presentaron los valores
mas altos (455.5 (+30.3) um de largo y 351.9 (£43.1) um de ancho; Tabla Il). En
este periodo de nueve dias, las larvas alimentadas con C y ClI fueron diferentes a
las alimentadas con las otras cuatro dietas (H=56.384, P=0.000).

A los 18 dias de cultivo el efecto de las dietas en la longitud de las larvas
fue diferente en todos los tratamientos (H=24.553, P=0.0001). Solo hubo dos
excepciones que sugirieron igualdad entre tratamientos; la primera entre larvas
alimentadas con R y las alimentadas con Rl y la segunda entre las alimentadas

con RC y las alimentadas con Cl.

No se encontraron diferencias entre las mediciones de larvas alimentadas
con las distintas dietas para el dia 25 de cultivo (H=6.480 P=0.0905), sin
embargo, se observd una tendencia de crecimiento mayor en larvas alimentadas
con las dietas compuestas por Rhodomonas sp y menor en las alimentadas con
las dietas compuestas por la microalga C. muelleri (Tabla II). Cabe mencionar que
para el muestreo del dia 18, la sobrevivencia de larvas alimentadas con C y con
Cl se considero nula, sin embargo, fue posible medir larvas del tratamiento Cl

debido a la existencia de unas cuantas de ellas en el cultivo.
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Tabla Il.- Biometrias promedio (um) de larvas alimentadas con seis dietas microaigales a los
9, 18 y 25 dias de cultivo. R: Rhodomonas sp. C: Chaetoceros muelleri. Rl: mezcla de
Rhodomonas sp e Isochrysis aff. galbana (Clone T-Iso). Cl: mezcla de C. muelleri e |. aff.
galbana (Clone T-Iso). RC: mezcla de Rhodomonas sp Y C. muelleri. CR: mezcla de C.

muelleriy Rhodomonas sp. La desviacién estandar se indica entre paréntesis.

dia 9 dia 18 dia 25

largo ancho largo ancho largo
R 455.5 (30.3) 351.9 (43.1) 571.8 (45.5) 556.1 (46.1) 623.8 (84.3)
c 334.4 (24.5) 196.8 (23.3)
RI 418.9 (32.6) 328.3 (41.3) 587.4 (57.7) 569.4 (63.4) 600.8 (104.5)
cl 3555 (34.7)  239.8 (32.3) 487.9 (59.7)  472.9 (67.4)
RC 438.9 (31.7) 322.2 (30.7) 487.2 (38.7) 485.8 (46.2) 559.7 (22.35)
CR 4315 (28.2) 3256 (37.7) 561.7 (85.4)  526.4 (94.4)| 553.8 (100)

ivamente.

n=30. Largo y ancho inicial (larvas prisma)=1/9 (4.2) ¥ 85.2 (3.1) respect

Determinacion de crecimiento celular y biomasa de microalgas

Los cultivos de las microalgas, Chaetoceros muelleri, Isochrysis aff.

galbana (Clone T-1so) y Rhodomonas sp, registraron un promedio aproximado de

2.6x10° 5.4x10%y 0.9x10° cél ml”" respectivamente.

La biomasa de las microalgas utilizadas se expresa como peso seco total

(PST) en pg mi™, peso organico seco (PO) en ug ml" y porcentaje de cenizas

(PC). Entre C. muelleri e I. aff. galbana (Clone T-Iso) no se registraron diferencias

en la biomasa producida en el cultivo (H=1.306 P=0.9713). Por su parte,

Rhodomonas sp fue diferente a las otras dos microalgas en el dia 6, 11y 16 (dia
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6 H=8.000, P=0.0395; dia 11 H=6.000, P=0.0298; dia 16 H=8.000 P=0.040).
Tanto en el muestreo del dia 1 como en el 21 no hubo diferencias entre las tres
microalgas (dia 1 H=0.178 P=0.8793; dia 21 H=5.115 P=.8768). En el caso
particular de cada microalga, se encontraron diferencias entre el muestreo del dia
6 y el 21 en cada especie (C. muelleri, H=14.979 P=0.0048; /. aff.galbana (Clone
T-Iso), H=10.506 P=0.0327; Rhodomonas sp, H=9.488 P=0.0046;Tabla Ili).

La microalga Rhodomonas sp presento los valores mas bajos de POy PST
del promedio de los muestreos (112.14 pg mi™y 164.43 ug mi”' respectivamente)
mientras que Chaetoceros muelleri e Isochrysis aff. galbana (Clone T-lIso)
presentaron valores similares (124.84 y 124.95 pg mlI' (PO) y 189.35 ug mi™ y
181.99 pug ml™ (PST) respectivamente). En las tres especies de microalgas el

porcentaje de cenizas se mantuvo alrededor del 30% (Tabla lll).
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Tabla lll.- Peso seco total (PST, ug mi™), peso organico seco (PO, ug mi™"), porcentaje de
cenizas (%PC) y concentracion de células por mililitro x10 ¥(cél) de las tres microalgas
utilizadas. Las muestras se tomaron en cinco dias diferentes durante el experimento de
alimentacion de larvas de erizo S. purpuratus.

C. muelleri |. aff.galbana (T-1so) Rhodomonas sp

cél  PST PO %PC |cél PST PO %PC [cél PST PO %PC
dia01 26 24467 152.00 37.9 69 19767 15167 233 1.0 19857 14143 288
dia0é 21 137.14 99.56 27.4 47 12844 91.59 287 06 7673 6530 149
dia11 24 167.76 11896 29.1 44 167.69 11040 34.2 1.0 14534 10699 264
dia16 22 19556 10531 46.1 8.0 14932 109.44 26.7 08 16153 9148 434
dia21 39 20163 14835 26.4 62 26681 161.65 394 1.5 24000 15550 35.2
Prom 188.35 124.84 334 ! 181.99 124.85 305 164.43 11214 297

Composicion bioquimica de microalgas:

Carbohidratos
El mayor porcentaje de carbohidratos registrado fue de Rhodomonas sp

(13.1%) y el menor fue de C. muelleri (7.5%; Figura 4 ). El intervalo en el que se
mantuvieron los porcentajes de carbohidratos de las microalgas son: C. muelleri
entre 5.5 y 10.7%, Isochrysis aff. galbana (Clone T-lso) entre 8.1 y 13.3% vy
Rhodomonas sp entre 9.8 y 15.8%. El porcentaje promedio de carbohidratos
durante el experimento varié entre las especies de microalgas; el de C. muelleri
fue menor al de /. aff. galbana (Clone T-Iso) y al de Rhodomonas sp (H=22.845
P=0.000). En los muestreos realizados a lo largo del experimento, se encontrd
una tendencia de incremento en el porcentaje de carbohidratos de las tres
especies de microalgas (Figura 5). Hubo diferencias entre los muestreos del dia 6

y 21 de C. muelleri (H=12.193 P=0.0068) y entre los muestreos del dia 16 y 21 de
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| aff. galbana (Clone T-lso) (H=12.691 P=0.0054). En el caso de Ia microalga
Rhodomonas sp el muestreo del dia 6 fue diferente al del 16 y al del 21 (H=12.397

P=0.0061; Figura 5).
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Figura 4.- Porcentaje promedio de carbohidratos, lipidos y proteinas de las tres microaigas
utilizadas como alimento para larvas del erizo S. purpuratus. C=Chaetoceros muelleri,
I=Isochrysis aff. galbana (Clone T-Iso), R=Rhodomonas sp. Las barras indican el error

estandar.
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Figura 5.- Porcentaje de carbohidratos, lipidos y proteinas en cada muestreo (dia 1, 6, 11, 16
y 21) de las microalgas usadas como alimento para larvas del erizo S. purpuratus. Las
barras representan el error estandar.
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Lipidos
Rhodomonas sp fue la microalga con menos contenido lipidico (17.7%),

mientras que C. muelleri presenté los valores mas altos (22.6%; Figura 4). No se
encontraron diferencias entre el contenido de lipidos de C. muelleri e I. aff.
galbana (Clone T-Iso) y ambas fueron diferentes a Rhodomonas sp (H=12.265
P=0.0022).

El porcentaje de contenido lipidico de las tres especies varid con el
transcurso del tiempo durante el experimento (Figura 5). Estas variaciones
difirieron segun la especie y no siguieron ningun patron. Los intervalos en los que
se mantuvieron los porcentajes de lipidos en las microalgas son: C. muelleri entre
18.5 y 31.9%, Isochrysis aff. galbana (Clone T-lso) entre 16.3 y 23.1% vy
Rhodomonas sp entre 14.0 y 20.2%. El muestreo del dia 11 de C. muelleri resultd
ser mayor a los otros muestreos (H=12.490 P=0.0059). La microalga /. aff.
galbana (Clone T-Iso) presenté variaciones significativas entre el dia 6yel21de
cultivo (H=8.684 P=0.0338), mientras que Rhodomonas sp presentd menor

cantidad de lipidos en el muestreo del dia 21 (H=12.281 P=0.0065).

Proteinas
De las tres microalgas, Rhodomonas sp fue la que presentd porcentaje de

contenido proteico mas elevado (45.4%; Figura 4) y fue diferente a Chaetoceros
muelleri (33.8%) e Isochrysis aff. galbana (Clone T-lso) (35.8%; H=24.329

P=0.000).
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Los intervalos en los que se mantuvieron los porcentajes de proteinas en
las microalgas son: C. muelleri entre 27.8 'y 37.5%, Isochrysis aff. galbana (Clone
T-Iso) entre 29.2 y 39.4% y Rhodomonas sp entre 36.1y 53.1%. Hubo diferencias
entre los muestreos del dia 1y el dia 11 de la microalga C. muelleri (H=13.758
P=0.008). Por su parte la microalga Rhodomonas sp mostro diferencias entre el
muestreo del dia 1y los muestreos de los dias 6y 11 (H=16.171 P=0.0028). Para

la microalga /. aff. galbana (Clone T-lso) el muestreo del dia 21 fue el que se

diferencio de los demas (H=14.929 P=0.0049; Figura 5).

Composicién bioquimica de mezclas bialgales:

Carbohidratos
Debido a que no se realizaron andlisis bioquimicos de las mezclas

bialgales, no fue posible analizar estadisticamente los datos, los cuales fueron
calculados a partir de la composicion bioguimica de cada especie de microalga. El
valor mas alto en las dietas de mezcla lo present6 la dieta compuesta de
Rhodomonas sp e Isochrysis aff. galbana (Clone T-Iso) (RI), 12.4%. Este valor fue
superado solamente por la dieta monoalgal de Rhodomonas sp (R), 13.1%. En la
dieta compuesta por C. muelleri e /. aff. galbana (Clone T-Iso) (Cl) el promedio de
los porcentajes de carbohidratos fue 8.4%. Este valor representa el porcentaje
mas bajo de todas las dietas de mezcla y solo la dieta monoalgal compuesta por

C. muelleri (C) registré un porcentaje menor, 7.5% (Figura 6y 7).
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Figura 6.- Porcentaje de contenido bioquimico aproximado de las mezclas bialgales por
muestreo (dia 1, 6, 11, 16 y 21). Rl: mezcla de Rhodomonas sp e Isochrysis aff. galbana
(Clone T-Iso). Cl: mezcla de C. muelleri e I. aff. galbana (Clone T-lso). RC: mezcla de
Rhodomonas sp y C. muelieri. CR: mezcla de C. muelleriy Rhodomonas sp.
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Figura 7.- Porcentaje promedio de carbohidratos, lipidos y proteinas de las seis dietas
proporcionadas a larvas de erizo S. purpuratus. R: Rhodomonas sp. C: Chaetoceros
muelleri. Rl: mezcla de Rhodomonas sp € Isochrysis aff. galbana (Clone T-Iso). Cl: mezcla
de C. muelleri e |. aff. galbana (Clone T-Iso). RC: mezcla de Rhodomonas sp y C. muelleri.
CR: mezcla de C. muelleriy Rhodomonas sp.

Lipidos
El valor promedio mas alto de lipidos en dietas de mezcla correspondié a la

dieta Cl, 22.2%, solo superado por la dieta monoalgal C, 22.6%. La dieta RI
proporciond el valor promedio de porcentaje méas bajo, 18.8%; solo la dieta

monoalgaIAR registrd un valor menor, 17.7% (Figura 6y 7).
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Proteinas
El porcentaje promedio de contenido proteico mas bajo en las dietas

bialgales fue el de Cl, 34.4% y el mas alto fue el de R, 42.5%. Ambos valores son

superados por valores provenientes de dietas monoalgales (Figura6y 7).

Determinacién de biomasa de larvas
La biomasa de las larvas alimentadas con las diferentes dietas se expresa

en peso organico seco (PO) en pg larva™, peso seco total (PST) en pg larva™ y
porcentaje de cenizas (PC). Las diferencias entre el peso de la biomasa se
encontraron generalmente entre larvas alimentadas con las dietas que contenian
la microalga C. muelleri, ya sea como Unico componente 0 como parte principal
de la dieta, y las alimentadas con dietas que incluyeron principalmente o
tnicamente a Rhodomonas sp (H=39.645 P=0.000). Se observod que en larvas
alimentadas con C. muelleri la produccién de biomasa fue escasa (316.03 pg
larva™ (PO); 534.33 pg larva™ (PST)), y el PC que las compone es alto, ya que
corresponde al 40.6% del PST (Tabla IV). Contrariamente a lo que sucedié con
las larvas alimentadas con C. muelleri la mayor cantidad de biomasa fue
producida por larvas alimentadas con Rhodomonas sp (3716.41 pg larva™ (PO);
4473.72 pg larva™ (PST)) las cuales presentaron valores de PC que corresponden
al 21.72% del PST (Tabla IV).

En todas las dietas se observé que el incremento diario de peso fue mayor

en los Ultimos siete dias. Las larvas que se alimentaron con la dieta R mostraron
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el mayor incremento en peso por dia (Figura 8), siendo éste dos veces mayor que

los valores de las cinco dietas restantes.

Tabla IV.- Peso seco total (PST) en pg larva™, peso organico seco (PO) en pg larva™, y
porcentaje de cenizas (%PC) de larvas alimentadas con seis dietas microalgales. R:
Rhodomonas sp. C: Chaetoceros muelleri. Rl: mezcla de Rhodomonas sp. € Isochrysis aff.
galbana (Clone T-Iso). Cl: mezcla de C. muelleri e I. aff. galbana (Clone T-Iso). RC: mezcla de
Rhodomonas sp. y C. muelleri. CR: mezcla de C. muelleriy Rhodomonas sp.

R c RI Cl RC CR
dia 10 1423.08 534.33 1209.01 714.83 1326.04 1051.84
PST dia 19 4386.11 2585.19 3138.89 2442.59
dia 26 10079.17 5293.06 5791.67 4816.67
PROM 4473.72 534.33 3029.08 714.83 3418.86 2447.68
R c RI Ci RC CR
dia 10 867.95 316.03 762.43 420.08 822.74 709.45
PO dia 19 3719.44 2396.30 2746.30 2179.63
dia 26 8554.17 4087.50 4536.11 3300.00
PROM 3716.41 316.03 2415.41 420.09 2701.72 1858.06
R c Ri Ci RC CR
dia 10 321 40.6 356 42.7 35.6 32.2
%PC dia 19 156.3 7.3 12.7 10.5
dia 26 16.1 23.4 211 33.2

PROM 217 40.6 221 42.7 23.1 246




41

700 —

600 - mmmm Dia 1al 10
Dia 10 al 20
2 Dia 20 al 26

500 -

400 1

300

200 -

incremento de peso diario (pg larva™)

100 -

dieta

Figura 8.- Tasa de incremento de peso diario de larvas del erizo morado S. purpuratus
alimentadas con seis dietas microalgales. R: Rhodomonas sp. C: Chaetoceros muelleri. Rl
mezcla de Rhodomonas sp e Isochrysis aff. galbana (Clone T-Iso). Cl: mezcla de C. muelleri

e I. aff. galbana (Clone T-Iso). RC: mezcla de Rhodomonas sp y C. muelleri. CR: mezcla de
C. muelleriy Rhodomonas sp.

Composicién bioquimica de larvas:

Carbohidratos
El analisis realizado a larvas prisma que aun no eran alimentadas, registro

una composicion de carbohidratos de 5% (Figura 9). El contenido de
carbohidratos varid entre larvas alimentadas con dietas monoalgales y las
alimentadas con dietas bialgales (H=33.458 P=0.000). Las larvas alimentadas con
las dietas Rl vy CI. presentaron los mayores porcentajes de contenido de
carbohidratos (4.4 y 5.1% respectivamente), mientras que el valor mas bajo
(3.2%), se registré para aquellas larvas que se alimentaron con la dieta C (Figura

9).
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Carbohidratos
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Figura 8- Porcentaje de carbohidratos, lipidos y proteinas de larvas de S. purpuratus
alimentadas con seis dietas microalgales en cuatro muestreos distintos (dia1, 10, 19 y 26).
R: Rhodomonas sp. C: Chaetoceros muelleri. Rl: mezcla de Rhodomonas sp e Isochrysis
aff. galbana (Clone T-Iso). Cl: mezcla de C. muellerie I. aff. galbana (Clone T-Iso). RC:
mezcla de Rhodomonas sp y C. muelleri. CR: mezcla de C. muelleriy Rhodomonas sp. Las
barras indican el error estandar.
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Se encontraron algunas diferencias en la comparacion de porcentajes de
carbohidratos en larvas alimentadas con las distintas dietas durante el
experimento. En el muestreo dgl dia 10, las larvas alimentadas con las dietas C y
Cl fueron diferentes a las alimentadas con las otras dietas y diferentes entre si
(H=30.407 P=0.000; Figura 9). Cl fue la dieta que mas carbohidratos aport6 a las
larvas; por su parte, la dieta C fue la dieta que menos carbohidratos aporté.

Para el dia 19 se observaron diferencias entre larvas alimentadas con la
dieta Rl y las alimentadas con la dieta RC (H=10.697 P=0.0135). En el muestreo
del dia 26, las diferencias principales se dieron entre larvas alimentadas con la
dieta R y las alimentadas con las otras dietas (H=16.733 P=0.0008). Cabe hacer
notar que en el dia 19, todas las larvas alimentadas con C ya habian muerto
(Figura 9 y 10). Lo mismo sucedi6 con las larvas alimentadas con Cl en la fecha

en que se realiz6 el cuarto y ultimo muestreo.

Lipidos
El contenido de lipidos en larvas que se alimentaron con las distintas dietas

no cambio significativamente (H=10.341 P=0.0661; Figura 9y 10).

Las larvas prisma estuvieron compuestas de 17% de lipidos. Con el uso de
todas las dietas fue evidente la acumulacién de lipidos a partir del inicio de la
alimentacién (Figura 9 y 10). En el muestreo del dia 10, las larvas con el mayor
porcentaje de lipidos registrado (37.4%) fueron las alimentadas con Cl, y el menor
porcentaje fue de las alimentadas con RC (23.8%). A pesar de no haber

diferencias en el muestreo del dia 10 (H=6.408 P=0.2685), es notorio que la




% de composicion

cantidad de lipidos en dietas compuestas principalmente por Chaetoceros
muelleri, fue mayor al encontrado en dietas compuestas principalmente por
Rhodomonas sp. En el muestreo del dia 26 se detectaron diferencias entre larvas

alimentadas con R y las alimentadas con Rl y RC (H=10.454 P=0.0151).

50
I Carbohidratos
=] Lipidos
— (] Proteinas T I
40 - T L
0 Ll K [ J :
Prisma R C RI Cl RC CR

dieta

Figura 10.- Porcentaje promedio de carbohidratos, lipidos y proteinas de larvas de S.
purpuratus alimentadas con seis dietas microalgales. R: Rhodomonas sp. C: Chaetoceros
muelleri. Rl: mezcla de Rhodomonas sp e Isochrysis aff. galbana (Clone T-lso). Cl: mezcla
de C. muelleri e I. aff. galbana (Cione T-Iso). RC: mezcla de Rhodomonas sp y C. muelleri.

CR: mezcla de C. muelleriy Rhodomonas sp. Prisma: estadio larvario en el que comienza la
alimentacion. Las barras indican el error estandar.
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Proteinas
En general, las dietas compuestas por la microalga Rhodomonas sp,

aportaron cantidades proteicas mas elevadas (cercanas al 40%). Por su parte, las
larvas alimentadas con las dietas C y Cl presentaron los porcentajes de proteinas
menores (H=36.029 P=0.000; Figura 9y 10).

El porcentaje de composicién de proteinas encontrado en larvas prisma fue
de 42.2% y fue, en general, mayor al de estadios méas avanzados a través del
cultivo. Para el dia 10 de cultivo, las larvas alimentadas con la dieta C presentaron
el porcentaje mas bajo de proteinas (14.6%; H=23.627 P=0.0003). Tanto en el
muestreo del dia 19 como del dia 26, el contenido proteico de los organismos
alimentados con las cuatro dietas que aportaron los requerimientos para el
desarrollo larvario, no mostré diferencias (H=2.520 P=0.472, H=6.361 P=0.0953
respectivamente). En los dos ultimos muestreos, las larvas alimentadas con las
dietas C y Cl ya habian muerto.

Se encontré una relacién entre cantidad de proteinas en las dietas y
cantidad de proteinas en larvas a los 10 dias del experimento (r=0.7). Se observo
que las proteinas de microalgas y larvas, y la longitud y ancho de las mismas
también estan relacionadas (r=0.9; Figura 11b, ¢, d y ). En los periodos del dia
10 al 19 y del 19 al 26 se encontraron algunas concordancias pero no se
observaron relaciones altas (Figura 12y 13).

La cantidad de lipidos de microalgas en el periodo del dia 1 al 10, también
mostré una relacion alta con la fraccion lipidica en larvas (r=0.7; Figura 14a). La

relacién de la longitud y ancho de larvas con la cantidad de lipidos de las dietas,
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es inversa a la relacion existente con la fraccion proteica (r=1.0). La fraccion de
lipidos de larvas también se relacion negativamente con la longitud y ancho de

las mismas (r=-0.8 y -0.7 respectivamente; Figura 14cy d)
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Rhodomonas sp. C: Chaetoceros muelleri. Rl: mezcla de Rhodomonas sp e Isochrysis aff.
galbana (Clone T-Iso). Cl: mezcla de C. muelleri e I. aff. galbana (Clone T-lso). RC: mezcla de
Rhodomonas sp y C. muelleri. CR: mezcla de C. muelleriy Rhodomonas sp. La “r” indica el
valor de la relacion (Pearson).
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Rhodomonas sp. C: Chaetoceros muelleri. Rl: mezcla de Rhodomonas sp e Isochrysis aff.
galbana (Clone T-Iso). Cl: mezcla de C. muelleri e I. aff. galbana (Clone T-Iso). RC: mezcla de
Rhodomonas sp y C. muelleri. CR: mezcla de C. muelleriy Rhodomonas sp. La “r” indica el
valor de la relacion (Pearson).
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mezcla de C. muelleri e . aff. galbana (Clone T-Iso). RC: mezcla de Rhodomonas
sp y C. muelleri. CR: mezcla de C. muelleriy Rhodomonas sp. La “r” indica el valor de la
relacion (Pearson).
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Sobrevivencia después de la metamorfosis
No se encontraron diferencias en la sobrevivencia de larvas alimentadas

con las diferentes dietas a los 10 dias de haber inducido a la metamorfosis
(H=5.344 P=0.1483); sin embargo, es importante sefalar la baja sobrevivencia
que aporto la dieta CR (15.4%), si es comparada con la obtenida con las otras
tres dietas (51.2% RC; 43.3% R; 38.8% RI; Figura 15). Después de diez dias de la
induccién a la metamorfosis no se encontraron organismos completamente
metamorfizados. En todas las poslarvas se observo la presencia de una
membrana que aun cubria la mandibula. Tampoco se encontraron rastros de
ramoneo en la pelicula de diatomeas en las paredes de las cubetas.

A los 20 dias de la induccidn a la metamorfosis se encontraron diferencias
entre la dieta RC, con el porcentaje de sobrevivencia mas alto (38.1%) y CR con
el porcentaje mas bajo (11.9%; H=7.848 P=0.0500; Figura 15). Se observo que
las larvas finalizaron el proceso fisiologico de la metamorfosis en las unidades
experimentales de todas las dietas. Las poslarvas comenzaron a alimentarse vy
desde ese momento se consideraron “juveniles”.

Los calculos realizados para obtener valores hipotéticos de juveniles
obtenidos se expresan en porciento. Estos calculos indican que la dieta Rl es la
que aportd mejores condiciones para el desarrollo larvario y para los cambios
morfofisiologicos a los cuales se enfrentan las larvas durante la metamorfosis.
Esto se puede observar a los 10 dias (9.2% de sobrevivencia) y al concluir la

metamorfosis, a los 20 dias (6.6% de sobrevivencia). En contraste, la dieta CR
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resultd ser la que hubiera aportado el menor numero de juveniles a los 10 dias

(1.5% de sobrevivencia) y a los 20 dias (1.3% de sobrevivencia; Tabla V).
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Figura 15.- Porcentaje de sobrevivencia después de 10y 20 dias de la induccion a la
metamorfosis de larvas de S. purpuratus alimentadas con seis dietas microalgales. R:
Rhodomonas sp. C: Chaetoceros muelleri. Rl: mezcla de Rhodomonas sp € Isochrysis aff.
galbana (Clone T-iso). Cl: mezcla de C. muelleri e |. aff. galbana (Clone T-Iso). RC: mezcla de
Rhodomonas sp y C. muelleri. CR: mezcla de C. muelleriy Rhodomonas sp. Los circulos
negros representan cada uno de las réplicas y los circulos blancos representan el promedio
de las mismas.

Tabla V.- Porcentaje de sobrevivencia a la metamorfosis hipotéticos de larvas de S.
purpuratus alimentadas con seis dietas microalgales. R: Rhodomonas sp. C: Chaetoceros
muelleri. Rl: mezcla de Rhodomonas sp € Isochrysis aff. galbana (Clone T-Iso). Cl: mezcla
de C. muelleri e |. aff. galbana (Clone T-lIso). RC: mezcla de Rhodomonas sp y C. muelleri.

CR: mezcla de C. muelleriy Rhodomonas sp.

Dieta 10 alas 20 dias

R 4.6 3.3
RI 9.2 6.6
RC 6.4 4.9

CR 1.5 1.3
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DISCUSION

Desove y fertilizacion de gametos
Debido a que se observé un porcentaje de fertilizacion de 99%, se decidio

proseguir con el cuidado de los embriones. Un porcentaje alto de fertilizacion
indica que los huevos se encuentran en condiciones favorables para desarrollar
los distintos estadios por los que pasa la larva hasta la metamorfosis. En cambio,
un porcentaje de fertilizacién bajo, puede significar que los gametos femeninos no
se encuentran maduros aun y por lo tanto las larvas no tendran una condicién de
reserva energética para alcanzar el estadio prisma y su subsecuente desarrollo

(Quintana-Rodriguez, 1999).

Parametros fisicoquimicos
Un factor importante en el tiempo del desarrollo larvario es la temperatura

del agua. A mayor temperatura, el tiempo del desarrollo larvario disminuye
(Zimmerman y Pechenik, 1991). El experimento comenzoé a finales del mes de
febrero y en el onceavo dia de cultivo se registré la temperaturé mas baja, 14.2°C
(Figura 2). A partir de ese dia, hasta el final del experimento, se observd un
aumento en la temperatura del agua hasta los 18°C. Se ha establecido que la
temperatura ideal para el cultivo de larvas de S. purpuratus es 15°C (Hinegardner,
1975), sin embargo, se ha determinado que el intervalo de 15 a 20°C también es
adecuado, ya que en estas temperaturas las larvas sobreviven sin dificultades

(Strathmann, 1987). En este experimento las larvas concluyeron su crecimiento
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con la temperatura del agua dentro del intervalo aceptable para su desarrollo, por
lo que, se descarta la posibilidad de que los organismos hayan sido afectados por
el incremento de temperatura en los Gltimos dias.

Debido a los continuos cambios de agua y a la aireacion proporcionada en
los recipientes, la concentracion de oxigeno (entre 7.4y 8.0 mg L") y amonio
(entre 0.02 y 0.05 mg L") en los cultivos no fueron factores que hayan afectado a
las larvas durante el cultivo. Preciado (2000) midi6 salinidad y pH en un sistema
de cultivo similar dentro del mismo laboratorio (110, UABC). Determiné que no hay
variaciones importantes debido a los frecuentes cambios de agua. A pesar de que
en el presente trabajo no fue evaluada la salinidad y el pH, lo anterior sirve como
base para descartar la posibilidad de que las larvas fueron afectadas por

variaciones drasticas de estos factores.

En este trabajo se uso la aireacion como método para resuspender a las
larvas. Strathmann (1971) menciona que la aireacion, como mecanismo de
resuspension, puede provocar deformaciones en las larvas. Sin embargo, en
experimentos preliminares se démostré que la aireacion no provoco ningun dano
a larvas de esta especie, por lo que se consider6 como un factor que no

repercutio en la sobrevivencia larvaria.

Sobrevivencia larvaria
Aunque el efecto de las diversas dietas mostré diferencias claras en la

sobrevivencia larvaria, ésta se considera baja, ya que la mayor sobrevivencia fue
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de 23.7%, obtenida con la dieta RI. En un cultivo de larvas del erizo chileno
Loxechinus albus, Gonzalez et al. (1987), obtuvieron sobrevivencias de 94% con
una dieta compuesta de Dunaliella tertiolecta e Isochrysis aff. galbana. Por su
parte, Bustos et al. (1991), con la misma especie chilena, lograron obtener
sobrevivencias de 20-40% proporcionando la microalga Chaefoceros sp como
alimento.

La diferencia encontrada en los resultados de sobrevivencia respecto a
otros trabajos pueden deberse a los métodos de cultivo. Gonzalez et al. (1987)
criaron a las larvas en recipientes de cinco litros y utilizaron una densidad de 0.05
larvas mi”'. Pedrotti y Lemée (1999) obtuvieron 85% de sobrevivencia alimentando
larvas del erizo Paracentrotus lividus con la microalga Chricosphaera elongata, sin
embargo la técnica de cultivo que usaron no es efectiva si se pretende cultivar
larvas con fines acuacuiturales, ya que los recipientes que usaron fueron de un
litro de capacidad. Salas-Garza y Parés-Sierra (2000), alimentaron a larvas de S.
purpuratus con la mezcla microalgal compuesta de Rhodomonas sp e Isochrysis
galbana (proporcién 50-50%) y con Rhodomonas sp Unicamente, usando
recipientes de cultivo de 100 litros. Mediante esas condiciones de cultivo, ellos
obtuvieron porcentajes de sobrevivencia de 47 y 39% respectivamente.

La calidad del agua o la frecuencia en el cambio de la misma, son factores
que, ademas de las dietas proporcionadas, pueden afectar a un cultivo de larvas
(Bustos et al., 1991). Dependiendo de la calidad del agua, se propician

condiciones ambientales que favorecen la proliferacion de bacterias, que pueden
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ser patdgenas para las larvas (Santiago, 1996). Por su parte, la frecuencia en los
cambios de agua es un factor que afecta directamente el cultivo, ya que, a mayor
frecuencia de cambio, mayor manipulacion de los organismos. Las caracteristicas
microbianas del agua en donde se mantuvieron las larvas no fueron evaluadas en
el presente trabajo, pero la manipulacién de larvas es un factor que si pudo haber
perjudicado la sobrevivencia.

Debido a la necesidad de tomar muestras con cierta cantidad de larvas
para realizar los analisis bioquimicos, las larvas cultivadas en este trabajo fueron
manipuladas fuertemente. Sin embargo, la manipulacién de los cultivos fue la
misma para todos los recipientes, por lo que el dafio producido fue similar en

cualquier tratamiento.

El alimento ofrecido a las larvas satisfizo la demanda durante todo el
desarrollo. Esto se establecié con las observaciones realizadas diariamente a los
recipientes, un dia después de la alimentacion y momentos antes de la misma, en
donde era visible la existencia de alimento. Debido a la mortalidad larvaria en los
tratamientos, se propicia mayor cantidad de alimento disponible por larva; a su
vez, el incremento del tamafio de los organismos propicia mayor demanda
alimenticia; por esta razon se considerd que la racion alimenticia inicial fue
suficiente y no fue modificada. Para la elaboracion de las dietas se tom6 como
base el peso organico seco de las microalgas y se aproximo la racién a 10,000
cél/ml, cantidad que se considera satisfactoria para el erizo rojo (Martinez-Lépez,

1994).
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La asimilacién de materia organica disuelta del agua de mar por el epitelio
de larvas de equinodermos ha sido descrita por pocos autores (Dixit, 1973 y
Pavillon, 1976; citado por Fenaux 1982). Dixit (1973), observé cambios en el
sistema de transporte de glicina durante el desarrollo larvario de
Strongylocentrotus purpuratus. Por su parte, Pavillon (1976), prob6 que al agregar
al agua de cultivo los aminoacidos acido glutamico y glicina, incrementa el tamafio
de las larvas de Arbacia lixula y Paracentrotus lividus. La logistica y el disefio
experimental establecido en el presente trabajo, no permitieron la evaluacion de la
asimilacion de materia organica disuelta; sin embargo, es un aspecto que puede
ser de gran utilidad para el conocimiento de la nutricion de larvas de erizo en un

laboratorio de produccion de semilla.

La duracion del estadio larvario es un indicador indirecto de la eficiencia de
las dietas suministradas que, ademas, juega un papel importante en los costos de
produccion de semilla. La dieta que resultd ser la mas apropiada para el
desarrollo larvario de S. purpuratus fue Rl. Esta dieta se formulé con una
proporcién de 70% de contenido orgénico de la microalga Rhodomonas sp y 30%
de Isochrysis aff. galbana (Clone T-Iso). Con el uso de esta dieta se obtuvo un
tiempo de desarrollo larvario de 26 dias. Salas-Garza y Parés-Sierra (2000),
lograron larvas competentes de S. purpuratus en 28 dias. Aparentemente la mejor
dieta encontrada por Salas-Garza y Parés-Sierra fue la misma con la que se
observaron mejores resultados en el presente trabajo (Rl), sin embargo, la dieta

fue ofrecida en un porcentaje de composicion diferente y no fue basada en el
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peso organico seco de las microalgas. Por su parte, Miller y Emiet (1999),
alimentaron con una dieta compuesta de Chaetoceros gracilis y Rhodomonas lens
a larvas de S. purpuratus, las cuales completaron su desarrollo larvario en 29 dias
(13-15°C). Esta dieta no fue basada en el peso organico seco de las microalgas,
sin embargo, si se asume que el contenido organico de estas especies es similar
al encontrado en el presente estudio, la proporcion que ofrecieron fue cercana a
50-50%. En el presente trabajo se encontré que la diatomea Chaetoceros muelleri
no presenta los requerimientos necesarios para ser utilizada como unico alimento
de larvas de S. purpuratus. Cuando se mezcla Rhodomonas sp con C. muelleri y
se ofrece como alimento, este cumple con los requerimientos larvarios de S.
purpuratus. La microalga C. muelleri debe ser proporcionada en bajas cantidades
para obtener resultados favorables de sobrevivencia de esta especie de erizo. Las
diferencias encontradas entre el presente trabajo y ofras investigaciones,
confirman que, en respuesta a una dieta deficiente, se incrementa el tiempo del

periodo de desarrollo larvario (Pedrotti y Fenaux, 1993).

Crecimiento de larvas
Las larvas de S. purpuratus modifican su morfologia en respuesta a

diferentes dietas. En general, la tendencia encontrada indica que las larvas de
mayor talla son también las que presentaron mejor sobrevivencia (Tabla If; Figura
3). Las larvas alimentadas con Rl y con RC fueron las que mayor tamafno y

sobrevivencia presentaron. Por su parte, las larvas alimentadas con C y con CI
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fueron las mas pequefias y no fueron capaces de sobrevivir después de 19 dias
de cultivo. Esto sugiere que el tamano es una referencia que puede tomarse en
cuenta para la evaluacion de la salud de las larvas. Sin embargo, el tamano no
debe considerarse como Unica referencia, ya que éste puede variar segun la dieta
ofrecida. En este estudio se observd un ejemplo de o anterior; las larvas
alimentadas con R fueron las mas grandes, sin embargo, la sobrevivencia final
obtenida con esta dieta fue la mas baja (9.8 %; Tabla II; Figura 3). De todas las
dietas, Rhodomonas sp proporcioné la mayor cantidad de proteinas a las larvas;
los organismos alimentados con esta dieta, también presentaron la mayor
cantidad de proteinas. Esto sugiere que el contenido proteico de la microalga fue
aprovechado eficientemente por la larva, la cual utilizd este recurso para formar
tejido e incrementar su tamafio. Sin embargo, la sobrevivencia con esta dieta fue
baja. Esto sugiere que Rhodomonas sp carece de algun elemento esencial para la
sobrevivencia larvaria. Es sabido que las dietas mixtas ofrecen una mayor
variedad de componentes bioquimicos que satisfacen los requerimientos de las
larvas (Metaxas y Young, 1998a; Metaxas y Young, 1998b; Pedrotti vy
Fenaux,1993). Aunque Rhodomonas sp ha sido recomendada por diversos
autores para esta especie de erizo (Hinegardner, 1969; Cameron y Hinegardner,
1974: Martinez-Lopez, 1994; Emlet, 2000) es recomendable complementarla con
otra microalga que aporte los componentes que cubran los requerimientos

larvarios.
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Desde los primeros ocho dias de alimentacion fue posible observar las
diferencias nutricionales de algunas dietas que influyeron en el tamafo de las
larvas. El aporte de proteinas por las microalgas y su contenido en larvas, se
relacion6 estrechamente con el crecimiento de los organismos. En particular, las
dietas Rl y C propiciaron resultados de crecimiento contradictorios. La fraccion
proteica en las microalgas estuvo altamente relacionada con la longitud y ancho
de larvas (r=0.9). La fraccion de lipidos en microalgas también se relacion6 con
las biometrias mencionadas, sin embargo, esta relacion fue inversa (r=-1.0)
(Figura 11, 12, 13y 14).

En un estudio con larvas del erizo Psammechinus miliaris, Kelly et al.
(2000), mencionan que el encogimiento de los brazos es un efecto cualitativo del
tipo de dieta y no es una respuesta a la cantidad de alimento disponible.
Considerando lo anterior, podemos inferir que las larvas, al aumentar de tamafio,
pueden incrementar la longitud de las bandas ciliadas (organelos que usan para la
captura de células fitoplanctonicas), lo que les sirve para incrementar el volumen
de alimento capturado. Lo anterior, a su vez, esta relacionado directamente con la
sobrevivencia larvaria. En este estudio, el tamafio de las larvas se asocia mas con

la calidad de las dietas que con la cantidad de alimento disponible.

Crecimiento celular y biomasa de microalgas

El contenido de materia organica en las microalgas utilizadas fue similar a

el reportado por otros autores (Brown et al., 1998; Fernandez-Reiriz et al., 1989;
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Whyte, 1987)). La cantidad de cenizas en las tres especies de microalgas
utilizadas en este estudio también se mantuvieron dentro los intervalos reportados
(Brown et al., 1989; Fernandez-Reiriz et al., 1989; Lafarga, 2000; Tabla lil; Anexo
1). Cerén (2000) menciona que la cantidad de cenizas puede variar debido a la
edad del cultivo. Otro factor que es importante tomar en cuenta para la
determinacién del peso de cenizas es la toma de la muestra. Si no se realiza un
lavado de la sales provenientes del agua de mar, el resultado puede ser
sobrestimado. En el caso del presente trabajo, las muestras fueron correctamente

enjuagadas para eliminar las sales del agua.

Composicion bioquimica de microalgas
En general, el contenido de carbohidratos, lipidos y proteinas que

registraron las microalgas Chaetoceros muelleri, Isochrysis aff. galbana (Clone T-
Iso) y Rhodomonas sp fue similar al reportado por otros autores (Brown et al.,
1989: Fernandez-Reiriz et al., 1989; Cordero y Voltolina, 1994; Renaud et al,
1998: McCausland et al., 1999; Ceron 2000; Lafarga, 2000; Anexo 1). Es
importante sefialar que algunas diferencias entre éste y otros trabajos pueden ser
encontradas, sin embargo, éstas pueden ser el resultado de la metodologia de
deteccion utilizada (Fernandez-Reiriz, 1989; Valenzuela-Espinoza, 1997,
Leonardos y Lucas, 2000).

Aunque las condiciones ambientales en las que se mantuvieron los cultivos

fueron siempre las mismas, no fue posible controlar la temperatura del laboratorio
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de produccion de microalgas, que varié de 16 a 21°C (Valenzuela-Espinoza com.
pers.). Las variaciones de temperatura provocan cambios en la tasa de
crecimiento de las microalgas (Ostroff et al., 1880), lo que a su vez, puede
modificar su composicion bioguimica. Los cambios que se presentaron en la
temperatura del laboratorio de cultivo de microalgas, posiblemente sean la razon
que explique algunas variaciones en los porcentajes de los componentes
bioquimicos registrados a través del tiempo (Figura 5).

El valor nutritivo de las microalgas esta relacionado con su composicion
organica, principalmente de lipidos y su composicion especifica de &cidos grasos
(Pedrotti y Fenaux, 1993; Brown et al., 1997). Asi, microalgas ricas en acidos
grasos y especialmente aquellas ricas en el acido eicosapentanoico (EPA 20:5n-
3) y en el 4cido docosahexanoico (DHA 22:6n-3), han sido usadas en cultivos de
larvas de ostion (Langdon y Waldock, 1981; Pillsbury, 1985; Enright et al., 1986);
ademas se ha mencionado que estos &cidos grasos pueden afectar el desarrollo
de larvas de los erizos Arbacia lixula y Paracentrotus lividus (Pedrotti y Fenaux,
1993).

Algunos autores han comparado la composicion bioquimica de microalgas
usadas en acuacultura, entre las cuales se encuentran las tres utilizadas en este
trabajo (Brown et al., 1989; Fernandez-Reiriz et al., 1989; Volkman et a{., 1989;
Brown et al, 1997: McCausland ef al., 1999). En esas comparaciones se
evidencian las diferencias bioquimicas entre C. muelleri y Rhodomonas sp e

Isochrysis aff. galbana (Clone T-Iso). Entre los &cidos grasos que se han

Valenzuela-Espinoza, E. Instituto de Investigaciones Oceanologicas, UABC. Carretera Tijuana-Ensenada
km 103. Ensenada, Baja California. E-mail: evale@faro.ens.uabc.mx
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considerado como esenciales para algunos organismos se encuentra el
poliinsaturado DHA 22:6n-3 (Volkman et al., 1989; Caers et al., 1998), el cual esta
escasamente presente (de 02 a 1%) en C. muelleri, mientras que en
Rhodomonas sp y en [. aff. galbana (Clone T-Iso) se encuentra abundantemente
(de 5 a 20%) (Volkman et al., 1989; Brown et al., 1997; McCausland et al., 1999).
Lo anterior es una evidencia que sugiere que el acido docosahexanoico es
esencial para el desarrolio larvario de S. purpuratus. La ausencia de dicho acido
graso en C. muelleri pudo ser la causa del bajo rendimiento que presentaron las
larvas alimentadas con esta microalga. Un factor que contribuye a sostener la
aseveracion anterior esta basado en lo siguiente: La microalga Dunaliella
tertiolecta se ha usado exitosamente como alimento para larvas de otras especies
de erizo (Loxechinus albus, Gonzalez et al., 1987, Strongylocentrotus
droebachiensis, Meidel et al., 1999; Psammechinus miliaris, Kelly et al., 2000). Sin
embargo, Salas-Garza y Parés-Sierra (2000) suministraron D. tertiolecta coho
alimento para larvas de S. purpuratus, dando como resultado un elevado
porcentaje de mortalidad y un deficiente desarrollo larvario. Esta microalga
también carece dél acido docosahexanoico (McCausland et al., 1999). Cabe
sefialar que los argumentos usados anteriormente estan basados en revisiones
bibliograficas, por -lo tanto, sirven como base para la interpretacion de los
resultados; sin embargo, es necesario realizar experimentos en los que se evalle

la composicién de acidos grasos, tanto en el alimento como en larvas.




64

Composicion bioquimica de larvas
El cambio en la composicion bioquimica de las larvas a través del tiempo

(desde larva prisma hasta la competencia a la metamorfosis), indica la existencia
de diferencias en la efectividad de las dietas (Tabla IV). Las diferencias
bioquimicas que se encontraron entre larvas alimentadas con C. muelleri y el
resto, coinciden con las grandes diferencias encontradas en la sobrevivencia
larvaria (Figura 3 y 10). Esto puede tomarse como base para sugerir que el
contenido bioquimico (principalmente de proteinas) encontrado en las larvas,
puede servir como un indicativo de la calidad de las mismas, sin dejar a un lado la
importancia que tienen los acidos grasos Y los aminoacidos contenidos en las
dietas.

La adquisicién y almacenamiento de gran cantidad de lipidos, observados
en los primeros dias de cultivo resalta la importancia de este componente como
reserva energética para el desarrollo larvario (Figura 9). Existe una influencia por
parte los lipidos y proteinas en la composicion de los mismos en larvas (Figura
11a y 14a). Lo anterior y la notable asimilacién del contenido organico de las
dietas por las larvas, observado en la tasa de incremento de peso en los primeros
10 dias de cultivo, (Figura 8), debe tomarse en cuenta para lograr sobrevivencias
mejores en dias posteriores.

En larvas del erizo morado el componente bioquimico principal son las
proteinas, seguidas por los lipidos y por ultimo los carbohidratos. Asi sucede con

larvas de otras especies de invertebrados marinos (Mann y Gallager, 1985, Whyte
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et al., 1987: Ferreiro et al., 1990; Whyte et al., 1992; Farias et al., 1998; D'Souza y
Kelly, 2000). Extrafiamente, las larvas que fueron alimentadas con dietas que
contenian principal o Unicamente C. muelleri no presentaron ese patron de
composicién. Durante los diez dias que vivieron estas larvas, el principal
componente bioquimico fueron los lipidos (Figura 10). De las tres microalgas
utilizadas como alimento, C. muelleri presentd el mayor porcentaje promedio de
lipidos, sin embargo, en los primeros muestreos de esta microalga,
representativos de los pocos dias en que las larvas se alimentaron con C.
muelleri, el porcentaje de lipidos fue similar al de las otras dos microalgas (Figura
5y 14a). Posiblemente las proteinas contenidas en esta microalga no fueron
utilizadas completamente por las larvas. Aunque la calidad nutricional de las
microalgas no estd relacionada necesariamente con la composicion de
aminoéacidos (Brown et al., 1989), la carencia de calidad en las proteinas afecta el
desarrollo de los organismos. Posiblemente la microalga C muelleri carece de
algtin aminodcido que hace a la microalga de calidad deficiente para larvas de S.
purpuratus; sin embargo, otra especie del género Chaetoceros no presento
carencia de ningin aminoacido, comportandose similar a las deméas microalgas
analizadas (Brown et al.,1989). Brown et al. (1997) menciona que el valor
nutricional de una microalga es considerado alto cuando su composicion de
aminoacidos esenciales es cercana a la del animal que se alimenta de esta. Porlo
anterior, es importante realizar estudios mas detallados de la composicion

bioquimica del alimento y de los organismos alimentados.
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Sobrevivencia después de la metamorfosis
Las larvas alimentadas con la dieta Rl se desarrollaron satisfactoriamente y

sobrellevaron los cambios morfofisiologicos al final del desarrolio larvario con
éxito. El valor nutricional de /sochrysis galbana es bajo si se usa como alimento
Gnico para larvas equinoplutei de Loxechinus albus, Paracentrotus lividus y
Arbacia lixula, (Bustos et al., 1991; Pedrotti y Fenaux, 1993); sin embargo, esta
microalga presenta un contenido rico de acidos grasos y aminoacidos que la
hacen utilizable como alimento complementario de organismos marinos
(Hinegardner, 1969; Gonzalez et al., 1987; Whyte, 1987; Volkman et al., 1989;
Brown ef al., 1993: Brown et al., 1997, Brown et al., 1998).

La adiciéon de 30% de /sochrysis aff. galbana (Clone T-Iso) al 70% de
Rhodomonas sp resulté de alto valor alimenticio para los organismos, tanto para
su desarrollo larvario (26 dias), como para tener éxito en la metamorfosis (6.6%),
proporcionando la mayor cantidad de juveniles. Salas-Garza y Parés-Sierra
(2000), usaron una proporcion de 50-50% de Rhodomonas sp e Isochrysis
galbana como alimento para larvas de S. purpuratus. Ellos basaron la dieta en
numero de células y no en el peso organico seco. Asumiendo que las microalgas
que ellos utilizaron presentaron la misma cantidad de materia organica que las
utilizadas en el presente estudio, la dieta proporcionada por los autores contenia
una proporcion aproximada de 85-15% de Rhodomonas sp € Isochrysis galbana

respectivamente. Los autores mencionan que la dieta mixta no proporcioné tantos
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juveniles como la dieta monoalgal compuesta por Rhodomonas sp; sin embargo,
si se aplica el porcentaje de sobrevivencia a la metamorfosis al porcentaje de
sobrevivencia larvaria, se puede concluir que ambas dietas hubieran
proporcionado cantidades similares de juveniles, en porcentajes cercanos al 35%.
Las diferencias entre el presente trabajo y el publicado por Salas-Garza y Parés-
Sierra (2000), pueden explicarse por la cantidad de material organico disponible
como alimento para las larvas. Los autores, al proporcionar las dietas con base en
el numero de células, ofrecieron mayor cantidad de alimento a las larvas que
fueron alimentadas con Rhodomonas sp, por lo que, posiblemente, se produjeron
sobrevivencias similares con ambas.

Es importante hacer notar la variacion que present6 la dieta RC. Se
encontré que en este tratamiento una réplica no se comportd de forma similar a
las otras dos. Presenté una sobrevivencia elevada que supero por mucho a la
sobrevivencia de las otras dos réplicas (Figura 15). Esta variacion no tuvo una
explicacion evidente. No se encontr6 algun factor que halla provocado mortalidad
de poslarvas de forma distinta en las réplicas. Por lo anterior, se consider6 que las
diferencias entre réplicas se deben a variaciones aleatorias propias del
tratamiento.

Como se menciond anteriormente, la microalga Chaetoceros muelleri no
satisfizo los requerimientos nutricionales de las larvas. De las dietas que
contenian en mayor proporcion o bien unicamente esta microalga, solo la dieta

CR proporciond los nutrientes necesarios para la finalizacién del desarrollo
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larvario. A pesar de que CR proporciono mejor sobrevivencia larvaria que la dieta
R, no satisfizo los requerimientos necesarios para que las larvas sobrellevaran el
desgastante proceso de metamorfosis. Las considerables sobrevivencias larvarias
positivas propiciadas por CR, se debieron posiblemente a las caracteristicas
nutritivas de la microalga Rhodomonas sp.

No fue posible encontrar, dentro de los datos de contenido bioquimico de
las larvas, algin elemento que pueda explicar el bajo porcentaje de sobrevivencia
a la metamorfosis de larvas alimentadas con la dieta CR. Las proteinas y los
lipidos son la fuente de energia primaria de muchos invertebrados marinos
(George et al., 1990) y aunque no hubo diferencias en el contenido proteico de
larvas, las alimentadas con CR presentaron el mayor porcentaje de proteinas
(Figura 10). Finalmente se puede asegurar que la dieta CR no ofrecié los
componentes requeridos por las larvas durante el proceso de la metamorfosis, ya
que Unicamente cerca del 10% de las larvas inducidas completaron el proceso.

A pesar de que la microalga C. muelleri no fue efectiva como unico
alimento para larvas de S. purpuratus, cuando fue complemento de la microalga
Rhodomonas sp (RC), proporcion¢ resultados favorables. La dieta RC resultoé ser
la segunda mejor dieta para el desarrollo de larvas (s6lo superada por la dieta Rl
Figura 3). Ademas, con RC se observaron los mejores porcentajes de
sobrevivencia a los 10 y a los 20 dias de la induccion a la metamorfosis. Por otro
lado, a pesar de la deficiente sobrevivencia larvaria que propicio la dieta R, su uso

proporcion6é mayor éxito en el proceso de la metamorfosis que las dietas Rl y CR
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(sélo superada por RC; Figura 15). Aunque la mayoria de los autores se refieren
Unicamente a la sobrevivencia en el desarrollo larvario, la efectividad que el uso
de la microalga Rhodomonas sp representa como alimento para larvas de erizo,
ya ha sido reportada (Cameron y Hinegardner, 1974; Martinez-Lopez, 1994
Emlet, 2000).

El calculo para conocer el porcentaje hipotético de juveniles obtenidos fue
de gran utilidad para establecer las diferencias finales entre los efectos de las
dietas. Por medio de este calculo se visualizaron diferencias que no habian sido
mostradas con los resultados de sobrevivencia a la metamorfosis de larvas de S.
purpuratus. La dieta Rl aporté los mejores resultados en la sobrevivencia al
desarrollo larvario; después, los organismos alimentados con esta dieta
presentaron un porcentaje de sobrevivencia a la metamorfosis de 27.5%,
ubicandose por debajo de RC, 38.1% y de R, 33.5%. Estos resultados pueden ser
valorados equivocadamente si no se observa el calculo del porcentaje hipotético
de juveniles obtenidos (Tabla V). La dieta Rl pudo haber proporcionado mas
juveniles que ninguna otra dieta (6.6%), alin mas que la dieta RC (4.9%), que
proporcioné el porcentaje mas alto de sobrevivencia a la metamorfosis.

Los requerimientos dietéticos durante la vida de una larva pueden cambiar
(Pedrotti y Fenaux, 1993). Los resultados encontrados en este trabajo sugieren
que las distintas dietas microalgales afectaron de diferente forma a las larvas de
S. purpuratus. Se confirma la hipotesis que expone que el alimento que resulta

efectivo para el desarrollo larvario, puede no servirle al organismo para
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sobrellevar el proceso de metamorfosis o viceversa. Esto es importante para fines
acuaculturales, ya que del éxito obtenido en el proceso de la metamorfosis
dependeré el nimero de juveniles que se obtengan. Por lo anterior, el efecto de
cualquier dieta para larvas de erizo debe ser observado tanto en el desarrolio
larvario, como en el proceso de metamorfosis Yy finalmente en la obtencion de

juveniles.
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CONCLUSIONES

- De las dietas probadas, RI satisfizo mayormente los requerimientos
nutricionales de larvas de S. purpuratus, ya que proporcion6 los mejores
resultados de sobrevivencia larvaria y obtencion de juveniles.

- La microalga C. muelleri no es un buen alimento para larvas de S.
purpuratus si se usa como unica fuente de alimentacion. Sin embargo, si esta
microalga se usa como complemento de Rhodomonas sp en una proporcién de
70-30%, puede ser un alimento que proporcione sobrevivencias altas, tanto en el
desarrollo larvario como en el éxito a la metamorfosis.

- El alimento que cubre los requerimientos alimenticios en estadios
larvarios, puede no ser el mas adecuado para sobrellevar el proceso de
metamorfosis.

- La composicién bioguimica del alimento (principalmente proteinas)
influencié y modifico la composicion de las larvas de S. purpuratus. Las larvas que
registraron mayor cantidad de proteinas, crecieron mas, sobrevivieron mas y

fueron alimentadas con microalgas de alto contenido proteico (Rhodomonas sp).
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ANEXO 1.- Composicion bioquimica de los géneros Rhodomonas, Isochrysis y Chaetoceros por diversos autores.

Especie de

% de % de % de % de
Microalga Autor Observaciones Carbohidratos Lipidos Proteinas Cenizas
Rhodomonas sp Trabajo presente Fase exp; medio /2 13.10 17.70 45.40 29.70
Rhodomonas sp Lafarga, 2000 Fase exp; medio /2 18.30 12.70 21.00 47.80
Rhodomonas sp Fernandez-Reiriz ef al., 1989 Fase exp; medio Walne 12.60 27.86 16.50 49.33
Rhodomonas sp Ferreiro et al., 1990 1.42 11.91 4.15
Rhodomonas salina McCausland, 1999 Medio f¢ 19.00 19.00 59.00 10.00
Isochrysis aff. galbana (T-Iso) Trabajo presente Fase exp; medio f/2 10.60 21.30 35.80 30.50
Isochrysis galbana (T-1s0) Whyte, 1987 Fase exp 25.06 33.44
Isochrysis sp (T-1so) McCausland, 1999 medio /2 30.00 24.00 34.00 13.00
Isochrysis galbana Fernandez-Reiriz et al., 1989 Fase exp; medio f/2 156.21 28.60 39.97 49.01
Isochrysis sp Cerdn, 2000 Fase exp; medio {/2 10.00 11.62 23.70
Chaetoceros muelleri Trabajo presente Fase exp; medio f/2 7.50 22.60 33.80 33.40
Chaetoceros calcitrans Cerdn, 2000 Fase exp; medio /2 9.00 14.37 23.36
Chaetoceros calcitrans Fernandez-Reiriz et al., 1989 Fase exp; medio /2 2.42 11.76 2.60 69.33
Chaetoceros calcitrans McCausland, 1999 medio /2 23.00 19.00 47.00 23.00




