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RESUMEN

Debido a la importancia econémica y a la sobre explotacion a la que se ha visto
sometido ¢l erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus en Baja California, es
necesario implantar medidas para la recuperacion del recurso, y una de ellas es la
produccion de juveniles en laboratorio para repoblamiento y cultivo, como una
alternativa para incrementar la produccion. Con este fin se analizaron mediante
cuatro experimentos en un cultivo piloto comercial de larvas de erizo rojo tres
aspectos basicos de su alimentacion: densidad, periodicidad en €l suministro de
alimento y racion alimenticia, para evaluar sus efectos y avanzar en el desarrollo de
una biotecnologia de produccién de semilla para producir juveniles en cantidades
suficientes y hacer costeable esta actividad. Los reproductores fueron colectados en
la Bahia de Todos Santos, B.C. ¢ inducidos al desove por medio de una inyeccion
intracelémica de una solucion salina de Cloruro de Potasio. Las larvas se cultivaron
desde ¢l estadio larvario prisma hasta la pluteus 8B competente a la metamorfosis.
En el experimento uno se utilizaron dos densidades de cultivo 1.6y 3.2 larvas por
mililitro. En el segundo experimento se compard la sobrevivencia de las larvas que
se alimentaron con la microalga Rhodomona sp. cultivada con dos medios de
cultivo diferentes: F/2 de Guillard y un fertilizante agricola. En el experimento tres
se evalud la periodicidad en el suministro de alimento, alimentando diariamente
con 2500 cel/ml y cada dos dias con 5000 cel/mi. En el cuarto experimento se
evaluaron tres diferentes raciones 3000, 5000 y 7000 cel/ml. La temperatura vario
entre 15 y 18 ° C. La duraci6n del estadio larvario fue de 21-24 dias. La densidad
baja de 1.6 larvas/ml presentd mejores sobrevivencias, recomendéndose por ello su
utilizaciéon. El fertilizante agricola como fuente de nitrégeno para producir el
alimento es una opcion viable y econdémicamente mas rentable. El suministro de
alimento cada dos dias presenté mejores resultados. Con la racién inicial de 7000
cel/ml se obtuvieron mejores sobrevivencias en las larvas.
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INTRODUCCION

Tl erizo rojo es un equinodermo pertencciente a la familia  Strogylocentrotidae, son
orpanismos de cuerpo esférico achatado por los polos, con simetria pentaradial, un
exoesqueleto compuesto por cinco placas de carbonato de calcio de aproximadamente 10 em
de diametro, cubierto por espinas que alcanzan los 5 cm de longitud. Su coloracién es café a
café rojizo (Brandon y Rockop, 1985) y algunas veces parpura obscuro. Es un organismo

benténico, herbivoro y didico, sin dimorfismo sexual.

Son desovadores libres, con larvas de vida pelagica llamadas equinoplutei
(Strathmamm, 1987). La larva se alimenta principalmente de fitoplancton y otras particulas
suspendidas como: diatomeas, dinoflagelados, cocolitoféridos, silicoflagelados y tintinidos

(Strathmam, 1975).

La época reproductiva del erizo rojo es muy variable dependiendo de cada zona
(Kato y Schoeter, 1985); esta estacionalidad puede estar relacionada con la disponibilidad de
alimento (Bemard,1977). Las génadas se desarrollan dwante el invierno y algunos de los
organismos en la parte central de California estin maduros desde Febrero (Hyman,1955;
Smith y Carlton, 1975), aunque la mayoria desova en Abril o Mayo. En el sur de California la

estacion reproductiva es mas temprana y algunos desoves se han registrado en invierno.

Presenta una distribucion geoprafica que comprende las costas de Norteamérica,
desde Alaska (Estados Unidos) hasta Isla de Cedros en la costa Occidental de Baja
California (México), también se encuentra en las costas de Japdn (Ricketts ef a/., 1968) donde
es muy apreciado por sus gonadas. Habita los substratos rocosos entre 5 y 10 metros de
profundidad, aunque es posible encontrarlos en la zona de enfremareas o hasta los 125 metros

de profundidad. (Mottet, 1976).

Su importancia comercial es debida al delicado sabor de sus génadas, que son muy
apreciadas en Oriente ya que se consideran comparables con el caviar. (Smith y Carlton,

1975; Brandon y Rockop, 1985).




Japon es el principal consumidor de las génadas de erizo. Buscando satisfacer su
demanda y cuidando no sobreexplotar su recurso, se vio obligado a importar gonadas de

erizo de ofros paises como Canada, Estados Unidos y México. (Farias-Sanchez, 1980)

En México la pesca comercial del erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus — se¢
inicié en 1972 en las costas de Baja California (Farias-Séanchez, 1980). Debido a su
importancia econdmica la poblacion de erizo ha sido sometido a una sobreexplotacion lo que
causO una disminucién en los stocks naturales, problemas en el reclutamiento y baja en la

tasa de reproduccion, (Tegner y Danton, 1977).

En México este decaimiento es facilmente apreciable en estadisficas de pesqueria, y
aungue las capturas a través del tiempo han presentado fluctuaciones (Palleiro-Nayar, 1982),
en los altimos afios la captura por unidad de esfuerzo cayd en un 60 % lo cual puede indicar

una disminucion del recurso que pone en peligro la pesqueria. (Palleiro-Nayar, 1994).

Debido a que el erizo rojo es un recurso de gran importancia pata la regién, se ha
puesto especial atencidn a estos problemas. En 1982 se implementaron medidas regulatorias
para la proteccién del recurso, estableciéndose uua talla minima de captura de 80 mm de
didmetro de testa y una temporada de veda que comprende de Febrero a Julio; pero también
es necesario implementar medidas para la recuperacion del recurso,.entre ellas la acvacultura,
que si bien no remplazara la pesca (Bardach ef af., 1986) si puede servir como apoyo para la
produccion de juveniles en laboratorio para el repoblamiento de las dreas mas afectadas y el
desarrollo de sistemas de cultivo, para asi poder incrementar la produccion de erizo

rojo en las costas de Baja California,

Para Hevar a cabo esto, es necesario conocer los aspectos biolégicos
fundamentales para la produccion de los juveniles en iaboratorio como son, la densidad de
cultivo, el alimento y la racion adecuada para los diferentes estadios larvarios, asi como la
respuesta a variables fisicas y quimicas que influyen sobre el desamrollo de los organismos.

(Bardach et a/., 19806).




2. ANTECEDENTES

En 1989, en Hawaii se tratd de realizar un cultivo piloto comercial, (entendido como
una face que permite evaluar el comportamiento de las condiciones optimas para pasar a un
nivel comercial) de erizo rojo Strongylocenirotus franciscanus (Miller, 1989), el cual no se
pudo desarrollar por falta de infonmacion basica acerca de las condiciones necesarias para la

produccion de las larvas a gran escala,

En Japon, actualmente se realizan con éxito, cultivos de dos especies de erizo,
Strongylocentrotus intermedins (Saito ef al, 1989) y de Anthocidaris cressispina. Gracias a
estos estudios y resultados, se incrementé el interés por aplicar nuevas técnicas enfocadas a
taboratorios de produccién, donde diversos autores han encontrado que en la produccion de
las larvas de erizo, lo mas importante es dar a las larvas el alimento y racién adecuada
(Gonzalez ef al, 1987; Bustos ef al, 1991), asi como controlar las densidades de cultivo

(Hinegardner, 1969).

Gonzalez ef al (1987), en experimentos realizados en Chile con larvas de erizo
Loxechinus albus, utilizd como alimento dos diferentes microalgas Dunaliella rertiolecta e
Isochrisis aff. galbana, y evalud dos dietas diferentes. La primera dieta estuvo compuesta
compuesta por una mezcla de iguales proporciones de ambas microalgas, con la que obtuvd
buenos resultados. Utilizd raciones de 3000 células por mililitro cada dos dias en las
primeras etapas det desavollo y una vez al dia hacia el final del desarrollo. Con la segunda
dieta compuesta Gnicamente por Dunaliella tertiolecta, 1o obtuvo buenos resultados. En
trabajos realizados con la microalga Dunailiela tertiolecta como alimento para las larvas de
erizo rojo, Miller (1989) sefiala que la metamorfosis ocurre entre los 30 y 50 dias después de

Ia {extilizacion.

En cultivos alimentados con dietas mixtas a 10°C, la larva equinopluteus de
Strongvlocentroius franciscanus  completa su desairollo en aproximadamente 35 dias

(Strathmann, 1971; Emlet ef af, 1987), y Strathimann (1978) reporta que a un intervalo de
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temperatura de  7° y 13°C completa su desarrollo larvario en aproximadamente 51 dias,
mientras que con Rhodomona lens como alimento las larvas de erizo rojo alcanzaron la
melamorfosis 45 dias después de la fertilizacién a uma temperatura de 12 °C. (Cameron y

Schroeter, 1980).

En experimentos desarrollados en México, en el Instifuto de Investigaciones
Oceanoldgicas, Zufiiga (1994), menciona que las larvas de erizo rojo presentan un mejor
desarrollo alimentandolas con la microalga Rhodomona sp., Martinez (1994) encontrd que
utilizando Rhodomona sp. como alimento asegura el requerimiento nutvicional para el

desarrollo normal de las larvas hasta alcanzar 1a metamorfosis.

Strathinann (1987), recomienda para las larvas de erizo rojo  una racion de 3000
células por mililitro utilizando Rhodoniona lens como alimento y una densidad de cultivo
menor a una larva por mililitro. Sin embargo, Martinez (1994) recomienda en los primeros
estadios larvarios (hasta pluteus 4B) una dosis de 5000 células por mililitro y duplicar esta
racion hacia el final del desarrolio, asi como una densidad de 2 larvas por mililitro, pero las

sobrevivencias que obtuvo en las larvas fue baja, menor de 10%.

En un cultivo de larvas, las bajas densidades evitan la competencia por espacio y
alimento, y se disminuyen los efectos por la acumulacién de deshechos metabolicos. Sin
embargo, el presente frabajo pretende evaluar diferentes vaciones y densidades para asi
poder llegar a determinar Ias condiciones necesarias para poder producir larvas de calidad
capaces de soportar el procesos de Ia metamorfosis obteniendo asi una mayor produccion de
juveniles de erizo rojo Strongylocenirotus franciscanus en laboratorio para las condiciones

ambientales de la zona.




OBJETIVO

- Evaluar el efecto dela densidad asi como fres diferentes variables que intervienen
en la alimentacién de las larvas de erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus en un cultivo

piloto comercial.,

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar el efecto de la densidad en un cultivo de larvas de erizo rojo Strongylocentrofus

Jranciscanus en base a la sobrevivencia.

Evaluar el efecto de la periodicidad en el suministro de alimento en un cultivo de larvas de

erizo rojo Strongylocenirotus franciscanus en base a la sobrevivencia.

Evaluar las concentraciones de 3000, 5000 y 7000 células por mililitro de alimento con la
microalga Rhodomona sp. como alimento, en un cultivo de larvas de erizo T0j0

Strongylocentrotus franciscanus en base a la sobrevivencia.

Comparar el efecto de dos diferentes medios de cultivo (un fertilizante agricola y el medio
F/2 de Guillard) para producir la microalga Rhodomona sp. utilizada como alimento en un

cultivo de larvas de erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus en base ala sobrevivencia.




4. MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE LARVAS

4.1 Obtencidn de los reproductores.-

Se colectaron organismos entre los 8.0 y 9.0 centimetros de didmetro de testa fueron
colectados en diferentes localidades de la Bahia de Todos Santos y en Punta Banda  al sur
de la Bahia, a una profundidad entre los cuatro y diez metros por medio de buceo libre.
Fueron trasladados al laboratorio, en seco, dentro de cubetas de plastico, cubiertos con algas
o en bofes cerrados con agua para evitar la deshidrataciéon. Generalmente se mantuvieron en
tanques de 350 litros con flujo continuo de agua de mar por periodos de 12 a 24 horas antes

de ser utilizados para los desoves y en ocasiones, fueron inmediatamente inducidos al desove.

4.2 Induccion al desove.-

Debido a que los organismos no pueden ser sexados exteriormente, fueron desovados
individualmente. Las gametas fueron obtenidas mediante una inyeccion intracelémica de 1.5
ml de una solucion salina de cloruro de potasio (KC1) a una concentraciéon  0.55 M.

(Stephens, 1972; Hinegarduer, 1975; Strathmann, 1987).

4.3 Fertilizacion

Se diluyd una gota de una solucién densa de esperma en 50 m! de agua de mar
filtrada. Se tomo una alicuota y se observd al microscopio  para ver la actividad del
esperma. Posteriormente se tomé un mililitro de una solucion densa de ovulos y se puso en
100 ml de agua de mar filtrada, se agregd un mililitro de la solucion diluida de esperma y se

agitd constantemente.




Después de 10 a 15 minntos se dejaron sedimentar los dvulos; se colectaron y lavaron
en un filtro de 48pm con agua de mar filirada para eliminar el exceso de esperma.
Posterionnente se tomaron muestras de los ovulos vy se observaron al microscopio para
determinar el porcentaje de fertilizacion, {evidenciado por la aparicién de la membrana de
fertilizacion). Si este era menor al 95 % se desechaban los ovulos y se procedia a repetir el
proceso con Ovulos de ofros organismos. Por ultimo los 6vulos fertilizados fueron colocados
en recipientes de 15 littos y sin aireacion durante 48 horas, fiempo que tarda en desarroliarse
Ia larva prisma. En este estadio de desarollo se iniciaron los experimentos, pues es cuando

la larva comienza su alimentacion en el medio naturat.

4.4 Conteo de las larvas

Después de 48 horas, ya desarroliada la larva prisma, se conté y distribuyd en
tanques de 350 litros a la densidad que correspondio a cada experimento. Para contar las
larvas, €stas se concentraron en un volimen conocido, de dos o tres litros, y se tomaron
cinco alicuotas de 0.2, 0.5 0 1 ml (dependiendo de la cantidad de larva presente). Las
larvas  fueron colocadas en una camarilla de conteo y contadas con la ayuda de un
microscopio compuesto. Se detemind el mimero promedio de larvas por mililitto y se
multiplicd por el total del volumen, para conocer el total de larvas. Las larvas fueron
contadas al inicio del expertmento, a los 8, 14 y 22 dias después de haber iniciado cada

experimento,

4.5 Sistemas de Cultivo

Se utilizaron tanques de fibra de vidrio de 350 litros y con fondo plano. El 50 % del

agua de mar filtrada (1) y pasada por radiacién UV, fue renovada cada dos dias y en

un 100% cada semana.




Para los cambios de agua del 50 % se utilizaron sifones cubiertos con malla de
48um  para evitar la perdida de las larvas en los tanques. El cambio total se llevd a cabo
vactando todo el contemido a través de un tamiz con luz de malla de 48 pm la primer
semana , de 106 pm la segunda semana y 160 um la tercera, para retener las larvas y dejar
pasar particulas, restos de alimento, y otros organisimos. El tamiz se mantuvo sumergido en

una charola con agua de mar filtrada para evitar el maltrato de la larva.

Después del cambio total de agua los tanques fueron lavados con agua y jabon. Al
término de cada recambio de agua, a las larvas se les proporciond como alimento la

microalga Rhodomona sp. en la proporcion correspondiente al tratamiento en turno.

4.6 Experimentos

En el periodo de Mayo 1995 - Marzo 1996, se llevaron a cabo cuatro experimentos
diferentes por duplicado, en tanques de 350 litros de capacidad (Tabla 1). El experimento 1
(E1) fud para evaluar el efecto de la densidad de cultivo de las larvas en la  sobrevivencia.
Se utilizaron dos densidades de cultivo 3.2 larvas por mililitro y 1.5 larvas por mililitro. Se

alimentaron ambos con 5000 células por mililitro de la microalga Rhodomona sp.

En el experimento 2 (E2) se evalué el efecto en sobrevivencia larval proporcionando
como alimento la microalga Rhodomona sp. cultivada con dos medios diferentes de cultivo:
a) medio /2 de Guillard y b) un medio enriquecido con una mezcla de fertilizantes (NO3;
P205; FeDTA; MuS04; ZnS0O4 y CuS04), proporcionado por el Instituto de Investigaciones
Oceanolégicas. Se utilizo una densidad de una larva por mililitro y una racién alimenticia de

5000 células/ml.

Se realizé un tercer experimento (E3) para evaluar el efecto de la forma de
alimentaciéon. A un tanque se le suministré alimento cada dos dias con una racidon de 5000
células/ml y al otro se le proporciond 2500 cel/ml diariamente, lo que nos da un niimero
igual de células para klos tanques cada dos dias. Se utilizd una densidad de 1.6 larvas por

mililitro.




TABLA I .- Descripcion de los tratamientos (T) efectuados por duplicado, en los cuatro
experimentos {E) para evaluar : el efecto de la densidad de larvas (E1); medios de cuitivo
para la microalga Rhodomona sp. utilizada como alimento de las larvas (E2); suministro del
alimento (E3) y racién alimeticia (E4) sobre la sobrevivencia de las larvas de erizo rojo
Strongylocentrotus franciscanus.

VARIABLE El E2 E3 E4

Densidad de Medios de Suministro de } Racion alimenticia

Cultivo cultivo para el | alimenfo

alimento

TI T2 T1 T2 Tl T2 Tl T2 T3
No. inicial de 800 400 277 277 400 |400 [380 {346 |380
larvas (x1000)
Densidad de 32 1.6 1.0 1.0 1.6 I.6 1.4 14 1.4
cultivo (No. de
larvas/ml)
Suministro de c/dos c/dos c/dos c/dos | diario | o/dos ] ¢/dos | ¢/dos | c/dos
alimento dias dias dias dias dias dias dias dias
Racién 5000 5000 5000 5000 | 5000 | 5000 33000 | 5000 | 7000
alimenticia celinl | celml | celml | cel/ml | celin! | cel/mi { celinl | celml | cel/ml
Racion para la 10000 | 10000 | 10000 | 10000 | 10000 { 10000 § 6000 | 10000 ; 14000
tercera semana | cel/ml | cel/ml J cel/ml | cel/nl | cel/ml | cel/ml | cel/m! | cel/ml | cel/ml
Medio utilizado ] F/2 F/2 F/2 FT F/2 Ff2 F2 Ff2 F/2
para cultivar el
alimento
Recambio de ¢/3er c/3er c/3er ¢/3er fof3er |cfler | cfler | cf3er | cf3er
Agua dia dia dia dia dia dia dia dia dia

Para determninar et efecto de la racidn alimenticia

se Hevd a cabo un

cuarto

experimento (E4), cuya densidad de cultivo fue de 1.4 larvas por mililitro. Los tratamientos

para el experimento fueron tres raciones, de 3000, 5000 y 7000 células por mililitro de la

microalga Rirodomona sp.
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Darante los experimentos se midieron parfimetros ambientates antes y después de los
cambios de agua. Los parametros medidos fueron Salinidad (medida con un refractometro),

Temperatura, pH (inedido con una pluma para pH), y Oxigeno (inedido con un oximetro).

4.7 Alimento

La microalga Rhodomona sp utilizada como alimento de las larvas de erizo rojo s¢
cultivé en el Instimto de Investigaciones Oceanoldgicas. Las microalgas fueron cultivadas en
medios enriquecidos con medio F/2 de Guillard para todos los experimentos. Para el
experimento dos (E2), adenas se cultivaron microalgas en un medio enriquecido con un
fertilizante agricola.

Las microalgas s¢ contaron en un hematocitémetro. Los conteos del cultivo de
microalgas se realizaron tomando dos muestras de un mililitro del alimento a utilizar, se
fijaron con lugo! y se contd por duplicado. Posteriormente se realizaron los calculos para

deteriinar la racion de cada tanque.

4 8 Analisis Estadistico

A los datos obtenidos de los confeos se les aplicd un analisis de normalidad
(Kohnogorov - Smimov). Posteriormente se sometieron a una prueba de homogeneidad de
varianzas (Barttlet) que determind la utilizacién de wn Andlisis de Varianza (ANOVA) de una
via, y donde se encontraron diferencias significativas (0<0.05) se les aplico un analisis
a posteriori de Tukey. Todos los andlisis anteriores fueron realizados en el paquete

estadistico STATGRAPHICS (Version 6.0), aun nivel de confianza del 95%. (0=0.05).
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5. RESULTADOS

5.1 Parametros fisicogquimicos.

El oxigeno presenté valores entre 7.5 y 7.6 mg/l en todos los experimentos antes del
recambio de agua de los tanques, y entre 7.0 y 7.8 después del cambio. El pH antes y
después del cambio de agua se mantuvo en 8.1 en todos los experimentos. La temperatura no

fue controlada y varid entre 15°y 18° C.

5.2 Desarrollo larvario

Las larvas no presentaron diferencias en la duracion del periodo larvario para las dos
épocas en las que se trabajd; invierno y primavera, siendo ligeramente menor ¢l tiempo de
desarrollo para los experimentos E1 y E3 realizados en la época de primavera, teniendo una
duracién de 21-22 dias, mientras que para los experimentos realizados en imvierno E2 y E4

Tue de 22-24 dias.

5.3 Efecto de la densidad de cultivo.

Los experimentos con una densidad larvaria de 1.6 larvas/ml  fueron los que

presentaron fa mayor sobrevivencia. (Tabla II, Figuras 1 y 2)

Las mortalidades mas importantes durante el experimento en ambas densidades se
observaron las dos primeras semanas, donde la mortalidad fue de més del 75% en ambos

casos , aunque fue mas notable para el el cultivo con mayor densidad.

Al término del experimento se encontrd wn efecto significativo (p< 0.05) de la
densidad en la sobrevivencia de las larvas. La mayor sobrevivencia, con 58,400 larvas
(14.6%), ocwrid con la densidad de cultivo baja de 1.6 larvas/ml, mientras que solamente
sobrevivieron 45,000 larvas, equivalentes a un 5.62 % con la densidad afta, de 3.2 larvas/ml

(Figuras 1y 2, Tabla II).
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FIGURA 1.- Sobrevivencia de las larvas de erizo rojo Strongylocentrofus
Sfiranciscanus con dos densidades de cultivo. E1 T1 (O) con una densidad de 3.2 larvas por
mililitro y el T2 (V) con una densidad de 1.6 larvas por mililitro. Las barras verticales
representan la desviacion estandar(c=0.05). (Los muestreos fueron realizados en la misina

fecha pero se muestran desfasados para evitar trasiape.)
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Figura 2.- Sobrevivencia en porcentaje de las larvas de erizo rojo Strongylocentrotus
[franciscanus con dos densidades de cultivo. El T1 (O) con una densidad de 3.2 larvas por
mililitro y el T2 (13 ) con una densidad de 1.6 larvas por mililitro.




TABLA 1II .- Sobrevivencia de las larvas de erizo rojo en cada tralamiento de los
experimentos realizados. En el dia 22 se completé el desarrollo larvario y se inicié la
metamorfosis. ( En el experimento 1* las larvas completaron su desarrollo larval el dia 21y
enel experimento 2** las larvas completaron su desarrollo larval ¢l dia 24).

SOBREVIVENCIA
TRATAMIENTO | Primera evaluacion | Seganda evaluacion | Tercer evaluacion
No. de Yo No, de % No. de Yo
Jarvas larvas larvas
Experimento 1*
Tratamiento 1 421500 52.6 78250 9.7 45000 5.6
3 larvas/ml
Tratamiento 2 298000 745 | 84500 21.1 58400 14,6
1.6 larvas/ml
Experimento 2**
Tratamiento 1 208125 75.1 104000 37.5 15700 5.6
F/2 de Guillard
Tratamiento 2 223000 80.4 169200 61.0 189006 6.8
Fertilizante agricola
Experimento 3
Tratamiento 1 354600 88.6 | 228600 57.1 29800 7.4
Alimentacion diaria
Tratamiento 2 280000 70.6 | 253200 63.3 63400 15.8
Ahmentacion cada
2 dias
Experimento 4
Tratamiento 1 335400 88.2 | 65000 17.1 0 0
3000 cel/ml
Tratamiento 2 258400 745 136620 394 22400 0.4
5000 cel/ml
Tratamicnto 3 378650 99.6 189200 497 36500 9.6
7000 cel/ind
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5.4 Efecto del medio de cultivo empleado para la microalga Rhodomona sp utilizada como

alimento de las larvas.

Al final de este experimento no se presentaron diferencias significativas (p>0.05) en
la sobrevivencia de las larvas que se alimentaron con la microalga Rhodomona sp, cultivada
con un fertilizante agricola y el medio ¥/2 de Guillard. No obstante, a los 14 dias, el niimero
de larvas fue significativamente diferente (p<0.05) ya que, con el fertilizante agricola el
ntimero de larvas fue de 169,200 que comespondiente al 61%, mienttas que con el medio

F/2 de Guillard solamente fueron 104,000 equivalente a 37.52% (Figuras 3 y 4, Tabla I1).

5.5 Efecto del suministro de alimento.-

Al final del experimento se presentaron diferencias significativas (p<0.05) en la
sobrevivencia enlre tas larvas que se alimentaron diario y las larvas que se alimentaron cada
dos dias. Para esta 0ltima fue del 15.85% con 63,400 larvas, mienfras que con alimentacion
diaria, sélo se obtuvieron 29,800 larvas equivalentes a 7.45% (Figuras 5 y 6, Tabla II). En
las evaluaciones de los 10 y 16 dias no ocmricron diferencias significativas, debido a que se

presentd una gran variabilidad entre las réplicas.

5.6 Efecto de la Racidon Alimenticia.-

El mayor suministro de alimento con 7000 cel/ml de la microalga Rhodomona sp.,
proporciond fa mejor sobrevivencia. Desde la primera evaluacion (dia 8), presento diferencia
significativa (0<0.05) en la sobrevivencia de larvas entre los fratamientos de 3000 cel/ind

(T1) y los de 5000 (T2) y 7000 células/m] (T3). (Figura 7 y 8, Tabla 11)

El T3 presenté menor mortalidad con solamente el  0.37 % de las larvas en la
primera evaluacion.(Tabla 11). Para la segunda evaluacion (dia 14) no se encontrd diferencia

entre los tratamientos T1 y T2, pero si se encontré diferencia de ambos con el T3 .




En la Gltima evaluacion (dia 22) se encontvd diferencia significativa entre los tres
tratamientos presentando fa mayor sobrevivencia el T3 con el 9.6 % (36,500 larvas). EI T1

presentd una mortalidad del 100% (Figwas 7y 8, Tabla Il ).
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FIGURA 3.- Sobrevivencia de las larvas de erizo rojo Sfrongylocentroius
franciscanus al evaluar el efecto del medio de cultivo usado para cultivar la microalga
Rhodomona sp. wtilizada como alimento. Ef T1 (O) alimentado con microalgas cultivadas
con medio F/2 de Guillaad y el T2 (V) con un fertilizante agricola. Las barras verticales
representan la desviacion estandar, (¢=0.05). (Los muestreos fizeron realizados en la misia
fecha pero se muestran desfasados para evitar traslape.)
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Figura 4.- Sobrevivencia en porcentaje de las larvas de erizo rojo Strongylocentrotus
franciscanus  al evaluar el efecto del medio de cultivo usado para cultivar Ia microalga
Rhodomona sp, utilizada como alimento. El T1 (J) alimentado con microalgas cultivadas
con medio F/2 de Guillard y el T2 (Q) con un fertifizante agricola.
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FIGURA 5.- Sobrevivencia de las larvas de erizo rojo Strongylocenirolus
Sfranciscanus  como efecto de la periodicidad en el suministro de alimento. El T1 (Q) fue
alimentado diariamente con 2500 cel/m! y el T2(V) se¢ alimenté con 5000 cel/mi cada dos
dias. Las barras verticales representan la desviacion estandar (¢0=0.05). (Los muestreos fueron

realizados en la inisma fecha pero se muestran desfasados para evitar traslape.)
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Figura 6.- Sobrevivencia en porcentaje de las larvas de erizo rojo Strongylocenirotus
franciscanus  como efecto de la periodicidad en el suministro de alimento. El T1 (O) fue
alimentado diariamente con 25000 cel/ml y el T2 (0) se alimentd con 5000 cel/mi cada dos

dias.
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FIGURA 7.~ Sobrevivencia de las larvas de erizo rojo Sfrongylocentrotus
franciscanus como resultado de la racion alimenticia. EI T1 (A) se alimenté con 3000 cel/ml,
el T2 (O) fue alimentado con 5000 cel/ml y el T3 (V) con 7000 cel/ml. Las barras verticales
representan la desviacién estandar (0=0.05). (Los mnuestreos fueron realizados en la misma

fecha pero se muestran desfasados para evitar traslape.)
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Figura 8.- Sobrevivencia en porcentaje de las larvas de erizo rojo Strongylocenirolus
franciscanus  como resultado de la racion alimenticia. El T1 (O) se alimenté con 3000
células por mililitro, el T2 (1) con 5000 células por mililiro y el T3 (A) con 7000 células
por mililitro,
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6. DISCUSION

6.1 Parametros fisicoquimicos

En los experimentos de este trabajo, el pH y el oxigeno mantuvieron un
comportamiento estable, por lo que se considera que favorecieron en todos los experimentos

el desarrollo del cultivo y 1a sobrevivencia de las larvas.

La temperatura fue determinante para la duracion del periodo larvario (hasta iniciar la
etamorfosis), que para este frabajo se alcanzo de 21 - 24 dias después de la fertilizacion, a
una temperatura de 15 a 18° C. Lo anterior fue similar al tiempo reportado por Martinez

(1994) para la misma zona.

6.2 Desairolio larvario

En ninguno de los experimentos se observo un retraso en el desarrollo de fas larvas. Lo
unico que afecto la duracion del periodo larvario fue la temperatura, que en la época de
primavera fue ligeramente mayor, y el periodo larvario mas corto. Lo anterior concuerda con
lo obtenido por Gonzalez ef al (1987), con larvas de Loxechinus albus que frabajo con dos
regimenes de temperatura 10 - 12 °C y 16 - 19 °C, y encontrd que a mayor teinperatura, es
menor la duracién del periodo larvario hasta la metamorfosis; pero menciona que el tamaiio
méximo alcanzado por las larvas es menor a temperaturas mayores y Martinez que considera
que la temperatura es el pricipal factor que controla la duracién de los diferentes estadios
larvarios, y reporta que la metamorfosis de las larvas de erizo rojo ocurre entre 23 y 28 dias

a una temperatura de 16 - 18 ° C.
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6.3 Densidad de cultivo.

I.as mejores sobrevivencias se obfuvieron con la densidad larvaria mas baja (1.6
larvas/ml) y se pudo observar que una densidad alta (> de 3 larvas/mi), resulta perjudicial
para la sobrevivencia de las larvas. Esto es facilmente apreciable en la alta mortalidad que

se presentd en el tratamiento 1 (T1) que fué mayor al 94% .

Aunque en ambos trafamientos se presentaron altas mortalidades, la cantidad de larvas
muertas con la densidad mas alta (T1) fue significativaimente mayor que para el T2, ya que
éste inicid con menor nimero de larvas (50% menos). Estas altas moitalidades demuestran
que una densidad alta tiene un efecto perjudicial en la sobrevivencia de las larvas,
posiblemente debido a que se presenta‘ un incremento  en fa competencia por espacio y
alimento. También se puede presentar un aumento en la concentracion de los desechos
metabdlicos (Martinez,1994), efecto que en los experimentos realizados no se considerd

como causa de la alta mortatidad larvaria,

Estos resultados contrastan con los obtenidos por Martinez (1994), que trabajé con
larvas de erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus con densidades de 2 y 4 larvas por
mililitro y Bustos ef al (1991) con larvas de Loxechinus albus y densidades de 0.25, 0.5 y |
larva por mililitro, quienes no encontraron efecto de la densidad en los cultivos. A este
respecto Martinez (1994), menciona que una alta variabilidad en sus réplicas pudo haber
enmascarado el efecto, pero sefiala que obtuvo un mayor nimero de larvas sobrevivientes en
los tratamientos con densidad larvaria baja (2 larvas/ml), por lo que recomienda la
utilizacion de densidades bajas de cultivo. Lo anterior puede deberse a que las densidades
utilizadas fueron bajas y se enconiraban por debajo de los limites criticos, aunque menciona
que si existe un efecto sobre el tamario de los juveniles que iniciaron su metamorfosis. Por
otro lado Buckle e al (1978), trabajé con larvas de Loxechinus albus, y realizo cultivos con

densidades altas (7 larvas/ml), pero no logré la metamorfosis de las larvas.
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Otros autores han sugerido que densidades de 1 larva por mililitro y 0.1 larvas por
milifitro son los 1ndximos adecuados para cultivos de las larvas de erizo rojo
(Hinegardner, 1975 y Strathmann, 1987, respectivamnente). Estos frabajos antes mencionados
fueron realizados a una escala muy pequeiia, por lo que las densidades que soportaban los
sistemas de cultivo eran mas bajas. Sin embargo en cullivos a escala comercial, Hagen

(1996), menciona que en Japon se utilizan densidades iniciales de 1.5 larvas por miliitro.

Por lo anterior y los resultados obtenidos en este trabajo, se recomienda la utilizacién
de densidades de cultivo bajas para obtener mayores sobrevivencias. Sin embargo, para
minimizar los costos de produccién lo ideal seria poder utilizar la mayor densidad de cuitivo

sin que se presenten los efectos negativos,

6.4 Efecto del medio empleado para cultivar ta microalga Rhodomona sp utilizada como

alimento

No se encontvaron diferencias significativas entre los tratamientos, lo que nos puede
indicar que no existieron diferencias en la aceptacién de las microalgas. Tampoco se
manifestd un retraso en el desatrollo de las larvas, por lo que se podria pensar que no hubo

diferencias en 1a calidad del alimento.

Las demandas existentes de alimento y los altos costos involucrados en su
produccién, hacen necesaria la busqueda de nuevas fuentes de nutrimentos para el cultivo de
microalgas utilizadas para la alimentacion de organismos. Una alternativa la constituyen los

fertilizantes agricolas como tnica fuente de nifvégeno.

Al respecto, Dunstan y Menzel (1971) demostraron que el agua de mar enriquecida
con fertilizantes tanto orgénicos como inorganicos genera una adecuada produccién de

alimento para las larvas y adultos de bivalvos.

i
i
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Herrera (1988) y Jiménez (1991), desarrollaron cultivos masivos de Tetraselmis
suecica ¢ Isochrysis tahitiana respectivamente, utilizando como fuente de nitrdgeno
diferentes fertilizantes agricolas y no encontraron diferencia en la densidad poblacional, ni
en el crecimiento de las microalgas con respecto a las cultivadas con el medio F/2 de Guillard

y los fertilizantes.

En trabajos realizados para cultivar la microalga Pablova lutheri, Ocampo (1990)
utilizd tres fuentes de nitvdégeno : dos fertilizantes y el medio F/2 de Guillard, para la
alimentacion de las larvas de Mytilus edufis. Obtuvo una sobrevivencia total mayor al 87%,
y no existieron diferencias entre los tratamientos. Moreno {1991}, wutilizé fertilizantes
agricolas para cultivar la microalga Paviova lutheri para alimentar mejillones Mytilus
gatloprovincilis en su etapa de materidad, y observd que el mejor crecimiento de semilla

se registrd con microalgas cultivadas con fertilizantes.

Los fertilizantes agricolas también han sido utilizados para producir alimento para
larvas de crustaceos. Pérez (1992), manifesté que para las larvas de Panaeus vanmaniei en la
etapa de postlarva 1 no presentan diferencias en la sobrevivencia al alimentarlas con
Chaetoceros gracilis cultivadas con fertilizante agricola, y menciona que éstos son una

alternativa viable en el cultivo de microalgas para la alimentacién de camarones.

Por lo anterior y los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir que con la
microalga Rhodomona sp. tampoco se presenten diferencias. Lo que nos indica que puede ser
cultivada con cualquicra de los medios (F/2 de Guillard 6 con fertilizante agricola) y

garantizar los requerimientos nutricionales de las larvas.

En cuanto a los costos de produccion los fertilizantes agricolas representan un gran
ahorro en comparacién con la utilizaciéon del método tradicional ¥/2 de Guillard. Diversos

autores concuerdan en sefialar que el ahorro es importante.

Wilburn (1990), estima que los costos de produccion con los fertilizantes agricolas se
reducen hasta en un 99 %, Jiménez (1991) encontré un ahorre del 90 % y Herrera (1988),

calculd un costo 32 veces menor con un fertilizante agricola respecto al medio F/2 de
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Guillard. Lo que resultaria muy ventajoso, ya que se reducirian  de forma importante los

costos de produccion.

6.5 Periodicidad en el suministro de alimento,

La mejor sobrevivencia se obtuvo con el T2, en el cual se proporcion6 el alimento
cada dos dias . En este experimento se tuvieron las desviaciones estandar mas altas de todo el
trabajo lo cual podria explicar porqué no se encontraron diferencias significativas en la
primera y segunda evaluacion (Figura 5). En la filtima evaluacion se obtuvieron diferencias
significativas con mayor sobrevivencia del T2, que presentd el doble (15.85 % ) que ¢l T1
(7.45 % ), lo que nos indica que suministrar el alimento cada dos dias proporciona mejores

resuitados.

Los resultados obtenidos concuerdan con los de Gonzalez ¢t al (1987), que reporta
buenos resultados con este modo de suministrar el alimento. Sin embargo, al pasar al estadio
de pluteus 8B, en lugar de duplicar el alimento y continuar suministrandolo cada dos dias,
cambian a alimentar con la misma racion pero diariamente. Por otra parte Saito ef o/ (1989),
trabajo con larvas de Strongylocentrotus intermedius, y recomienda alimentar las larvas
diariamente con 5000 células por mililitro hasta el estadio pluteus 4B y aumentar 5000 células

para cada estadio subsecuente.

Bustos ef al (1991) aliment6 las larvas de Loxechinus albus diariamente con una
raciom  de 40000 células por mililitro y obtuvo una sobrevivencia aproximada al 30 %. Por
estas razones se podria esperar que con en el T1, que se aliment6 diariamente se presentaran
mejores sobrevivencias, lo cual no sucedid, esto posiblemente se debié a que la cantidad de
alitmento suministrada no fué suficiente para cubrir las necesidades nutricionales de las

larvas,
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En los trabajos presentados por los autores antes mencionados, se utilizan densidades
menores, asi como una menor cantidad de larvas por fanque y una cantidad de alimento

mayor ala utilizada en este trabajo.

Por lo anterior se recomienda la realizacién de estudios similares al presente, pero
anmentando ta cantidad de alimento para que esta no sea considerada como un factor que
afecta en la sobrevivencia larval, como se puede ver en ¢l E4, y asi determinar el régimen

adecuado de alimentacion.

6.6 Efecto de 1a racion alimenticia,

Las raciones utilizadas en el experimento no cubrieron las necesidades de las larvas,
ya que no se obtuvieron los resultados esperados, lo anterior pudo deberse a que las raciones
recomendadas por otros autores como Strathmann (1987), de 3000 cel/ml y Martinez
(1994), de 5000 cel/ml fueron utilizadas en experimentos a una escala menor (nenor a 15
litros) y al ser utilizadas en un experimento a escala piloto comercial, no se obtuvieron los

resultados esperados.

Gonzéalez ef al (1987), menciona gue una racion alimenticia adecuada, asi como una
microalga que satisfaga las necesidades nutricionales es fundamental para el buen desarrolio
de las larvas. Por ello, las diferencias significativas obtenidas al final del experimento pueden
ser atribuibles a una falta de alimento. En el presente trabajo con la racién inds baja de 3000

cel/mi (T'1), se obtuvo al final una mortalidad total.

Esto posiblemente debido a que la falta de alimento ocasiond un debilitamiento en
las larvas y trajo con ello la alta mortalidad. Esto nos indica que dicha racion en un cultivo
piloto comercia no es suficiente para cubrir las necesidades de las larvas y lograr que

completen su desarrollo.

Por lo tanto 1a racion de 5000 cel/ ml aunque ha sido recomendada por otros autores

como Saito (1989), Martinez (1994) y Hagen (1996), no dio los resultados esperados. Esto
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posiblemente se debioé a que el trabajo realizado por Martinez (1994), fue a una escala méas
pequeiia. Saito ef af (1985), también utiliza raciones de 5000 células por mililitro hasta el
estadio pluteus 4B, pero aumenta 5000 células por mililitro para cada estadio signiente. Esto
nos indica que la larva conforme avanza en su desarrollo va requiriendo mayor cantidad de

alimento.

En un cultivo piloto comercial, Hagen (1996), reporta que se inicia igualmente con
una racion de 5000 cel/ml, pero se awnenta para cada estadio posterior a pluteus 4B, hasta
llegar a una racion aproximada de 33000 cel/ml hacia el final del desarrollo. Por ello se
considera que es de suma importancia proporcionar la cantidad adecvada de alimento para

cada estadio, para asi cubrir los requerimientos de las larvas durante su desarrollo.

Con el T3 que cormrespondié a una racion de 7000 cel/m! se obtuvieron mejores
resultados, v se presentaron buenas sobrevivencias en las primeras etapas del desarrollo, y ya
que terminé con solamente el 9.6% de sobrevivencia, se considera que como racion inicial si
cubre los requerimientos de las larvas, pero es necesario aumentarla conforme estas avanzan
en su desarollo. Al tener sobrevivencias altas {en las primeras etapas de desarollo), la
cantidad de larvas no disminuye por lo que el requeritniento de alimento por tanque es

mayor.

Para los tratamientos T2 y T3 se recomienda aumentar la racion para cada estadio
posterior al pluteus 4B, para evitar que falte alimento para las larvas y garantizar una mayor

sobrevivencia y una mejor produccion de juveniles de erizo rojo en un cultivo,

Existen trabajos en los que se recomienda la utilizacién de una racién inicial de 20000
cel/ml y awmentar esta racién para cada estadio siguiente a pluteus 4B. De acuerdo a lo

obtenido en este trabajo y lo reportado por otros autores esta racion es muy alta e innecesaria.
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En un panorama general 1as condiciones mas adecuadas para el cultivo de larvas de erizo

rojo de acuerdo con los resultados obtenidos de este trabajo serian

a) Utilizar una densidad baja (que para el presente (rabajo fue de 1.6 larvas/ml)
recomendacion que concuerda con la mayoria de los autores. Martinez, 1994; Strathmann,

1987, Hinegardner, 1975,

b) Una alimentacién con la microalga Rhodomona sp. cultivada con fertilizante agricola

como fuente de nitrogeno, lo que reduciria de forma importante los costos de produccion.

¢) Suministrar el alimento a las larvas cada dos dias, lo que contrasta con las metodologias
utilizadas por Bustos (1991) y Saito (1993), quienes obtienen buenos resultados
proporcionando alimentacion diariamente. Debido a que se considera que Ia cantidad de
alimento fue un factor que afecto de forma negativa para la sobrevivencia de los cultivos

posiblemente el efecto de la periodicidad del alimento pudo no habet sido bien apreciado.

d)} Por tltimo se recomienda dar una racion inicial de 7000 cel/inl y aumentar ésta para cada

estadio siguiente a pluteus 4B.
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CONCLUSIONES

- El periodo larvario tuvo una duracion de entre 21 y 24 dias a una temperaturca de

15°-18°C.

- Una densidad inicial baja de 1.6 larvas por mililifro favorece el buen desarrollo y

ta sobrevivencia.

- Los fertilizantes agricolas utilizados como fuente de nitrogeno para la produccion
de las microalga Rhodomona sp. usada como alimento de las larvas de erizo rojo y ¢€s

una alternativa viable y mas  econdémica que el medio F/2 de Guillard.

- El suministro de alimento cada dos dias con una racion de 5000 células por mililitro

proporciona mejores resultados que el suministro de alimento diario con la mitad de

la racion,

- Una racién alimenticia inicial de 7000 células por mililitro mostré ser la mas

adecuada para alimentar las larvas de erizo rojo en nn cultivo pilote comercial.

- Los datos obtenidos sugieren que el suministro de alimento cada dos dias con una
racion inicial de 7000 células por mililitro proporciona los mejores resultados para

alimentar las larvas de erizo rojo en un cultivo piloto comercial.
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TABLA Il1.- Andlisis de Varianza del experimento 1, para determinar el efecto de
dos densidades cultivo ('T1 con 3.2 larvas/ml y T2 con 1.6 larvas /ml) de larvas de erizo rojo
Strongylocentrolus franciscaius.

FUENTE DE GRADOS SUMA DE MEDIA F
VARIACION DE CUADRADOS | CUADRATICA | CALCULADA
LIBERTAD
10 Dias 1 7626 12E5 762612E5 11.102
17 Dias | 195312E5 195312E5 1.169
21 Dias l 897935 8979E5 9.138

TABLA 1V .- Analisis de Varianza del experimento 2, para determinar el efecto del

medio de cultivo (T1 medio F/2 de Guillard y T2

medio preparado con un fertilizante

agricola) para la microalga Rhodomona sp. utilizada como alimento en un cultivo de 1as
larvas de erizo rojo Strongyloceniroius franciscanus.

FUENTE DE GRADQOS SUMA DE MEDIA F
VARIACION DE CUADRADOS | CUADRATICA | CALCULADA
LIBERTAD
8 Dias - - - -
i4 Dias 1 212552E5 212552E5 11.207
21 Dias 1 512E5 S12E5 1.080

TABLA V .- Analisis de Varianza del experimento 3, para determinar el efecto de
la forma de proporcionar el alimento ( T1 alimentando diariamente y T2 alimentando cada

dos das) en un cultivo de larvas de erizo rojo Strongylocentrotus firanciscanus.

FUENTE DE GRADOS SUMA DE MEDIA F
VARIACION DE CUADRADOS | CUADRATICA | CALCULADA
LIBERTAD
10 Dias 1 278258E5 278258E5 1.665
16 Dias 1 302580ES 302580E5 0.2524
22 Dias 1 S6448ES 56448E5 9.957
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TABLA VI .- Andlisis de Varianza del experimento 4, para determinar el efecto de
la racién alimenticia (T1 alimentado con 5000 cel/ml y T2 alimentado con 7000 cel/inl) en el
cultivo de las larvas de erizo rojo Stongylocentrotus franciscanus

FUENTE DE GRADOS SUMA DE MEDIA F
VARIACION DE CUADRADOS | CUADRATICA | CALCULADA
LIBERTAD
08 Dias 1 722402E5 722402E5 26.791
14 Dias 1 138232E5 138232E5 2.6797
22 Dias i 994050E3 994050E3 6.059




