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LOS ANIMALES SABEN

les bétes savent
Samuel Beckett, Comment c'est

Discurso sobre los cangrejos

En la costa se afirma que los cangrejos
son animales hechizados.

Son seres incapaces de volverse

para mirar sus pasos.

De las tercas mareas aprendieron
la virtud del repliegue,

el ocultarse

entre rocas y limo.

Caminantes oblicuos,

en la tenacidad de sus dos pinzas
sujetan al vacio que penetran

sus ojillos feroces como cuernos.,

Némades en el fango o habitantes

en dos exilios:

extrajeros '
ante los pobladores de las aguas

y ante los animales de la tierra.

Trepadores nocturnos,

armaduras errantes,

hoscos y eternamente fugitivos,
siempre rehdyen la inmortalidad
en imposibles circulos cuadrados.

Su fragil caparazén
incita al quebrantamiento,
al pisoteo,

(Hércules vengoé asi la mordedura,

y Jupo que lo envié contra este obsceno
personaje de feria,

contra este charlatan de la edad herdica,
para retribuirlo situé a Cancer

entre los doce signos del Zodiaco,

a fin de que sus patas y tenazas
encaminen-al sol por el verano

-el tiempo en que germinan las semillas.)

Ignoro en cudl momento dié su nombre

a ese tumor que rompe los tejidos

y ain al comenzar el final tercio

sel siglo veinte _

permanece invencible

-y basta su mencién para que el miedo
cruce el rostro de todos los presentes,
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I.- INTRODUCCION

En el litoral del Pacifico y Golfo de California; en la zona
correspondiente a los Estados de Baja California y Baja California
Sur de México se han distinguido por su gran variedad de especimenes
marinos con un alto valor nutritivo, entre los cuales se encuentra
la jaiba, la cual ha sido explotada en cantidades relativamente ba-
jas. Esto es en virtud de que la mayor parte de las personas que se
dedican a actividades pesqueras, manifiestan que esta especie es ex-
traida en baja escala, debido a la poca demanda y al bajo costo que
tiene en el mercado de consumo. Comparativamente, otros Crustdceos
como la Langosta, cuyo contenido es aprovechado casi en su totalidad
y qdemés que tiene una buena aceptacién mercantil, compite fuertemen-

te con Cancer antennarius, del cual solo se aprovechan las tenazas y

muy pocas veces el caparazén. Esto puede ser debido a la falta de pro
paganda y proyeccién en el mercado, ya que existen especies tradicio-
nales de las cuales en la actualidad se obtienen mayores dividendos

como la Almeja (Tivela stultorum) y el Abulén (Haliotis sp.).

En general los estudios de la alimentacidén en los diferentes es-
tadios larvales de esta especie, no han sido investigados sistemdtica
mente y constituyen un aspecto fundamental en la depuracidn de una

técnica Aquacultural.

Las invgstigaciones relativas a este género son muchas, pero en
particular en relacidn a esta especie y especificamente en los proble
mas de alimentacidén en los estadios larvales, con las perspectivas -
que ofrece la Aquacultura, no se han encontrado hasta el momento, al

menos en México, ninguna informacidn.



Sin embargo, en descripciones de desarrollo de larvas. se han
publicado varios trabajos (Poole, 1966; Mir, 1961; Trask, 1969; -

Buchanan y Milleman, 1969; Roesijadi, 1976; Sastry, 1977).

También se ha estudiado el crecimiento tanto de larvas (Reed,
1969; Anderson y Ford, 1976) como de adultos (Bennet, 1973; Hartnoll,
1974) y ademds se ha investigado el consumo de oxigeno en larvas por

Belman et al., 1973 y Vargo y Sastry, 1977.

El efecto de insecticidas en estadios larvales fué estudiado por

Buchanan EE El‘ en 1970.



IT.- ANTECEDENTES

De acuerdo con la informacién obtenida hasta 1978, la explota-
cién de esta especie ha sido relativamente baja debido a que el volé
men de extraccién (Tonelaje anual) ha ftluctuado marcadamente. Esto
probablemente, se debe a que las instituciones de Crédito no han es-
tado en condicicnes de otorgar financiamientos crecientes, tendien-
tes a promover el incremento de la extraccién y venta de este produc-
to. En la grafica 1 se puede observar que durante los afios 1971 y 1975,

la recoleccidén de Cancer antennarius fué superior a los tres afios in-

termedios, observdndose a partir de este Gltimo, un aumento gradual
de la pesqueria, para llegar en 1978 a una produccidn de un 70% mds
alta de la observada en 1976. Asi en ocho afios estadisticos, el pro-
medio anual extraido fué de 29,5 toneladas por afio. La distribucidn

geografica de Cancer antennarius se muestra en la fig. 1.

Durante los Ultimos diez meses, se ha platicado informalmente
con muchas personas que se dedican a la explotacidén de los recursos
del mar, insinudndose, gue este animal no se le ha dado la importan-
cia que tiene en cuanto a la colocacidén en gran escala en el mercado,
no porque no tenga aceptacidén, sino porque durante los Gltimos ocho
aflos referidos, su extraccidén se ha reflejado en conflictos de tipo

politico y econdmico.

Por otra parte, dada la diferencia de precio de venta de este
organismo, el cual comparado con otros (Langosta $ 160.00 M.N./Kgr.
y Abulén $ 150.00 M.N./ Kgr.) éste solo-es extraido,en los casos en
que el Abulén y la Langosta estdn vedadas, ocasionandose entonces

. . . ”  # »
una disminuciodon en la extraccion de Cancer antennarius por las em-
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presas del Sistema Cooperativo y Privados.

Cancer antennarius vive en sustratos arenosos, rocoscs y lodo-

sos. Tiene diferentes nombres vernaculares dependiendo del lugar de
origen, como por ejemplo, cangrejos de roca o jaiba como se le denomi

na en la localidad de Baja California.

La captura .de la jaiba en la regién de la Bahia de Todos Santos
se inicid en mayor escala cuando a los pescadores se les vedd por -
temporadas la Langosta (Palunirus, ERD), encontrandoe en Cancer ante-

narius, un substituto aceptable en el mercado regional.

Normalmente se utilizan dos tipos de trampas en la pesca de Cancer
y éstas son las mismas que para la Langosta. Uno de los artes de pes-
ca es de forma rectangular y construido con alambre galvanizado y en
cuya parte superior se localiza la entrada a la trampa. El otro arte
es de madera y su forma es una piramide truncada, donde en la cara su-
perior se encuentra la entrada al sistema y es donde se coloca la car-

nada.

En las numerosas salidas que se realizaron con los pescadores, -
estos hicieron notar que invariakblemente en el arte de madera se atra-
paban mas animales que en el de alambre, lo cual los llevd paulatina-
mente a construir casi todas las trampas solo de madera. Si bién ambas
trampas son de un disefio similar, no hay una explicacién razonable en
la preferencia de jaibas a uno y a otro arte. Esto requeriria una in-

- . P’ .
vestigacion especial.

Si bién estas trampas fueron desarrolladas localmente y en base a

la experiencia de los pescadores, el Instituto Nacional de Pesca - -



(I.N.P.) Ensenada, ha recomentado un disefio que por su importancia
se transcribe "Para los cangrejos del género Cancer se utiliza una
puerta de entrada que mide 235 mm. de largo por 111 mm. de altura.

Para los cangrejos del género Callinectes y Portunus las medidas -

son mas reducidas debido a que son mds pequefios, adaptdndose mejor

a la trampa una boca de entrada de 160 mm. de largo por 90 mm., de
altura, preferentemente esta debe quedar a un tercio de altura total,
siendo las modificaciones posibles en este caso en funcidén de la -
puerta o la boca de entrada, ya que la carnada puede ser la misma que
se usa para la Langosta, aunque tiene mds preferencia por el pescado"

(Camacho, 1973).
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Por lo general los pescadores ceban sus trampas un dia antes de
la captura para permitir que la carnada entre en un proceso de des-
composicidén u que el olor disuelto en el agua atraiga con mayor faci-
lidad a la presa. Las trampas se instalan con su respectivoc aparejo
a una profundiad que varia entre 25 a 30 brazas (1 braza = 1,83 m).
La recoleccion de las trampas se realiza aproximadamente a las 6.00
a.m., y los pescadores sacan los animales atrapados, remplazan el ce-
bo previamente preparado, dejando las trampas listas para el siguien-

te dia.

Durante el viaje de retorno a la costa, los pescadores se dedi-
can a escoger los animales de talla comercial y a los cuales mutilan
los pereiopodos mayores regresando al mar el resto del organismo.
También auscultan el sexo de los animales y las hembras ovigeras por
lo general, las devuelven al mar o bien les arrancan el pledn para

. . . . . : P
comerciarlas. QOtros pescadores no realizan ninguna diferenciacion en
el estado bioldégico de las hembras y las llevan a la costa para su

ulterior venta.

El desove y la maduracion de los huevos en esta especie, ocurre
principalmente en los meses de Abril a Septiembre, en los otros meses,
las hembras maduras son mds bién escasas y se localizan en lugares ba-
jos cerca de la costa, sin embargo, en la Bahia de Todos Santos (Lat,N
31° 40’ Long.116°*36), es posible encontrar jaibas ovigeras todo el afio.

Las hembras fertilizadas desovan después del apareamiento alrede-
dor de seis o siete meses después, como pudo ser comprobado directa-
mente en el laboratorio. Los huevos son adheridos a los pleopodos,

donde se realiza un cuidado meticulcoso para permitir una adecuada ai-

reacién y proteccién durante el desarrollo embrioldgico.
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Los huevos tienen una coloracién inicial anaranjado brillante
que a medida que se forma la larva cambia a diferentes tonalidades
de gris, debido a la reabsorcion del deutoplasma y también es posi-
ble observar a través del huevo la formacién de los ojos bien dife-

renciados.

Se ha observado en el laboratorio que estos organismos prefieren
un sustrato arenoso en el cual se entierran cubriendo casi todo el
caparazén. Las razones de este comportamiento especial no fué estu-
diado a profundidad, sin embargo, no deja de llamar la atencién que
la actitud al parecer, no permitiria un intercamhio gaseoso adecuado
como comparativamente fué visto en acuarios sin fondo de arena, en
los cuales se observo como las hembras movian ritmicamente el telson.
Es posible que en la naturaleza el comportamiento real sea mas comple-
jo de lo registrado hasta el momento. Es de esperar que la Etologia
de estos animales pueda ser resuelta en un estudio direccionado a es-

ta problemdtica.

La tendencia de extraccidén de la jaiba, indicada en la Grdfica 1,
permite visualizar la posibilidad de un aumento progresivo en la ex-
plotacién. La tarea de la Aquacultura es principalmente la de preve-
nir hacia el futuro la conservacién de las poblaciones de animales
y plantas. Es en este sentido, en el que se plante6 este proyecto,
es decir, lograr el cultivo de la especie antes de que se manifiesten

los primeros sintomas de sobreexplotacidn.

La Aquacultura para ser rentable requiere de un numero inicial
apreciable de larvas para obtener una produccién masiva de estadios

metamorfoseados. Hasta el momento solo se ha llegado en contadas oca-
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siones en el género Cancer al estadio Megalopa (Anderson y Ford,
1976; Trask 1969 y Sastry, (a) 1977), el cual marca una fase mas es-
table del desarrollo larval de estos organismos.

Artemia salina (Anderson y Ford, 1976) (Poole, 1964) (Trask, 1969)
(Mir, 1960) (Sastry, 1977) fué utilizada como alimento principal en

el cultivo de Cancer magister, Cancer antennarius, Cancer anthonyi y

Cancer irroratus. Otros menos comunes como huevos de Arbacia (Mir,

1960), como también el primer estadio nauplio de los Balanus tintinna-

bulum y B. amphitrite: Tetramin (alimento para alevines); mejilldén
molido (Mylitus spp) (Reed, 1969) e higado de res (Mir, 1960). Ademds

se han llevado a cabo experiencias con Skeletonema costtata y Thalla-

siosira pseudonana con una densidad de 25,000 cel/ml. (Fisher y Nel-

son 1977),

Con todos estos antecedentes, se planted la manera de buscar por
medio de la técnica estadistica de Andlisis Factorial aplicado a ex-
perimentos bioldgicos, el o los alimentos maAs adecuados para cultivar

las larvas de Cancer antennarius y tratar de optimizar el cultivo

desde la larva Zoea I hasta Megalopa, aumentando la materia orgdnica
presente en el mar (0.005 mg/l) (Jgrgensen, 1954) a cien y quinientas
veces mads. También se propuso el desarrollo de un sistema experimen-
tal que permitiera posteriormente implementar las bases para el cul-

tivo masivo de cualquier Crustdceo,
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III.- MATERIALES Y METODOS

1.- Origen del material bioldgico.

Debido a la importancia que tiene la viabilidad de los huevos
para la realizacidén de experimentos dirigidos al cultivo de larvas,
se tomaron medidas preventivas. Con los pescadores afiliados a las
Cooperativas de Ensenada se programaron varias salidas. Las pescas
se hicieron al amanecer y para controlar las condiciones basicas y
evitar el stress por manipulacign mecanica, se dispuso de un termé-
metro, un oxigendmetro y hieleras que contenian bolsas de agua de
mar congeladas. Con estos elementos se iban controlando las condicio
nes de oxigeno disuelto y temperatura duraante el traslado de los -
animales al laboratorio, ubicado aproximadamente a cuatro kilémetros
del lugar de recoleccién, En varias oportunidades se acompafid a los
pescadores en una lancha Zodiac para acortar el tiempo de traslado

al midximo posible (dos horas).

El material bioldégico que se eligié fueron hembras cuyos huevos
se encontraban al inicio de la maduracidén, es decir, que presentaban
una coloracidén anaranjado brillante, Esta etapa, requiere de un gran
cuidado y de una preparacidén previa ya que los organismos deben lle-
gar a estanques bien aireados y bién acondicionados. La aclimatacidn
se hizo incrementando gradualmente la temperatura a intervalos regula-
res, evitando cambios bruscos yue afectaran tanto a la hembra como a
los huevos y por consiguiente directamente ligado a la viabilidad de
las futuras larvas.

El procedimiento antes descrito se hizo para todos los experimen-

tos excepto para los dos Ultimos, en los que se tuvo condiciones muy
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particulares como se describe a continuacidn.

Algunas hembras de las cuales se dispuso de sus larvas para los
experimentos fueron conservadas en cautiverio con la presencia de
machos para observar el comportamiento. Los animales se mantuvieron
en un filtro bioldgico de sustrato arenoso y de una capacidad de 8001

- . Ed . » I 4 -
aproximadamente, proporcionandose condiciones optimas para la sobre-
vivencia de estos adultos. En este acuario fué posible observar que

dos hembras fueron fertilizadas.

Los desoves que sucedieron después de aproximadamente siete meses,
se encontraron desde su origen aclimatados a las condiciones que pre-
valecieron en el laboratorio durante la madurez y después en el desa-

rrollo de los experimentos.

2.~ Sistema experimental de cultivo.

A) .- Acuarios

El sistema se encuentra montado en un tangque de fibra de vidrio
de una tonelada de capacidad (Fig.3-1) que descansa sobre una base de
madera (Fig.3-2). En la parte superior del estanque tiene una estruc-
tura reticulada de acrilico de 13 mm. de espesor que deja libre cien
cuadrados de 9x9 cm. (Foto, 1). Estos cuadrados son la estructura de

sostén para los acuarios.

Cada acuario estd constituido por cuatro partes de las cuales -
las dos primeras es un ensamble de dos piezas de material ABS (fig.
3-3) que sostiene a una bolsa de pldstico tubular (Fig. 3-4) de 75
cm. de largo. En el extremo tiene un embudo (fig. 3-5) sellado con

un tapén de goma del nimero 000 con un orificio en el centro por el_

cual tiene conectada una manguera de aire (3-7 de 0.04 mm. de didme-
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Fig. 3

l.-Estanque de 1 Ton.,2.-Base,3.-anillo de sustentacion de acuario ,4.-
acuario vertical (bolsa de plastico) ,5.-embudo , 6.,-malla ,7.-linea de
aire seco ,8.-distribuidor de aire seco,9.-llave de paso,10.-filtro de
aire seco ,ll.-transformador,l2.-bomba de aire,l3.-alimentador ,l14.-bom-
ba multicanal ,15.-bomba de agua ,16.-torre de agua, l6a,-aireador,17.-
filtro de agua,l18.-tubo de reparto de agua ,19.-rebalse,20.-control de
niveles, 2l.-fuente de agua .



(Foto 1)
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metro externo. (foto 1)-

A trece centimetros del borde superior del embudo se instalé un
sistema para sostener‘una malla de 100 micras cuya funcién es permi-
tir la salida del agua de recambio-. (Foto 1),

Los acuarios tienen una capacidad de cuatro litros pero pueden
ser regulados al ;olﬁmen que se requiera; ocupan un espacio minimo
por lo que es posible instalar hasta 96 acuarios, lo gue redunda en
una amplitud grande de sposibilidades experimentales-

b).- Sistema de aireacidn.

El suministro de aire se realiza con una bomba "Conde" (Fig. 3-
12) en cuyo recorrido se seca y filtra en una unidad de vidrio (Fig.
3-=10) rodeadé de una resistencia eléctrica conectada a un transfor-

mador de 20 watts-(Fig. 3-11).

La resistencia mantiene la unidad caliente y el aire que circula
se seca y se filtra con carbdn activado antes de entrar al sistema
de acuarios- El objetivo de esta unidad es filtrar el aire y evitar
que el sistema se humedezca y se contamine con protozoos. El aire
filtrado pasa por una valvula de regulacidn general y a un distribui-
dor (Fig- 3-8) que lo reparte uniformemente a cada uno de los acﬁa—

rios (Fig. 3-7).

c).- Sistema de cambio de agua.

El suministro de agua al sistema es impulsado por una bomba de
agua de una capacidad maxima de 1800 ml/min. (Ministaltic-Manostat)
(Fig. 3-15) que lleva el flujo a la parte superior del sistema a una
torre de acrilico transgarente (Fig. 3-16) que tiene en su parte su-

perior un rebalse (Fig. 3-19) y en la inferior un filtro (Fig. 3-17)
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de algoddén pldstico. (Foto 2). El flujo se transfiere a un tubo de
‘distribuicién (Fig. 3-18) que mantiene una cantidad constante de
agua para homogenizar la salida de 72 mangueras, 36 en cada lado -
del sistema, con sus respectivas llaves de paso (Fig. 3-9). El flujo
baja a cada uno de los acuarios por medio de una red de tuberias que

recorren todo el sistema.

De ésta manera, el goteo constante en cada acuario (8 ml./min.)
incrementa el nivel de agua en cada acuario y en conjunto todos los

acuarios aumentan el nivel del tanque de agua.

Fuera del tanque se instald un sistema de control de niveles
(Fig. 3-20) que regula el complemento constante de agua por medio de
un mecanismo de sifon que se acciona cuando el nivel sube a un punto
prefijado. Este sistema ofrece las ventajas, de mantener una limpie-
za constante del acuario eliminando los catabolitos de los cultivos
y el alimento que no fué ingerido por los animales cultivados. Tam-
bién es posible regglar la altura de la columna de agua del estanque

y por ende de los acuarios al volumen de agua que se se requiera,

d).- Sistema de alimentaciédn.

Para dosificar el alimento a los experimentos, se instald una se-
rie de cajas de acrilico de cuatro litros de capacidad cada una (Fig.
3-13). Estos alimentadores fueron distribuidos segin las combinacio-
nes establecidas en los experimentos (A,B,C,AB,BC,CA,ABC,"1").

Cada caja tiene una paleta de acrilico gque es movida por un meca-
nismo de poleas (Foto 3) y accionado por un motor de 1/100 HP de 32
RPM montado en la parte superior de un estanque (Foto 4). De cada =
una de las cajas parten cinco mangueras que se conectan a las bom-

bas peristdlticas (Fig. 3-14) de veinte canales cada una (Foto 2) -
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(Manostat Modelo Standart de 115 Voltios). Las mangueras usadas fue-
ron de 1/16 de pulgada de didmetro interno. Estas boﬁbas operan por
medio de un sistema de Cassettes que al girar impulsan el alimento
liquido. Los alimentos impulsados por las bombas se dirigen a travez
de mangueras a cada acuario individualmente y su reparto se hizo al

azar de tal forma que la distribuciodon final fué la siguiente:

CA A CA AB

¢ BC A "I BC BC AB  ABC nymoonn
B B B A C BC AB  ABC  ABC A
Cc C AB B CA  ABC CA ABC
"i" ¢ B A

Diagrama de distribucidén de los alimentos dentro del sistema ex-

perimental, 36 combinaciones. (Tabla 1).



(Foto 3)
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EXPERIMENTO ALIMENTO S
NUMERO
| A B c ABC AB BC CA -
| Yema Almeja Levadura Yema Yema Almeja Levadura
Almeja Almeja Levadura Yema
Levadura
Yema Almeja Levadura Yema Yema Almeja Levadura
I Almeja Almeja Levadura Yema
Levadura '
Yema Al./Gato | Skeletonema Yema Yema Al./Gato | Skeletonema
1 Vit.C Vit. C Vitamina C Al./Gato Al./Gato Skeletonema Yema Vit.C
Skeletonema | Vitamina C | Vitamina C | Vitamina C
Vitamina C |
Yema Macerado | Protein 96 Yema Yema "Macerada: | Protein 96
v de huevo | de huevos Macerado de huevo Pratein96 Yema
de jaiba Protein 96 |[M.deh. jaiba
Yema Harinas de | Protein 96 Ye_rnu Yema Harinas Protein 96 Coles
v de huevo |maiz, trigo Harinas Harinas Protein 96 yema tarsl
Colesterol| soya samiinades combinadas Colesterol
y Protein 96
Yema |Brachionus| Protein 96 YeBn::cdheigxﬁzo Yema huevo Brachionus Protein 96 Col
VI | dehuevo | plicatilis | Colesterol | plicatilis | Brachionus ;tllicc:fi?i‘; Yo ’re(:oels-
Colesterol | Colesterol Protein 96 | Plicatilis Colesterol
Colasteral | Colesteral Colesterol
GIOILrY Protein 96

Tabla | - Lista de alimentos y sus combinaciones proporcionados en todos los
experimentos .
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e).- Procedimiento experimental.

Después de la fase de aclimatacidn y de la espera de la madura-
cidén de los huevos a punto de eclosionar (Foto 5), las hembras fueron
transferidas a estanques con un volumen prefijado de agua de mar fil-
trada. Durante esta fase, las hembras ovigeras recibieron alimenta-
cidén controlada con el objeto de evitar la descomposicién del alimen-
to no ingerido.

Al empezar la eclosién de las larvas se mantuvo una aireacién mo-
derada, para impedir que fueran arrastradas al fondo del estanque y
que se formaran aglutinamientos, en los cuales y por la alta densidad
que se forma, la muerte de una larva constituye un foco de infecciédn
para las otras. Cuando todas las larvas habian eclosionado, la hembra
fué transferida para facilitar el manejo del cultivo y extraer del
fondo del acuario todas las excretas despositadas durante el proceso y
evitar la proliferacidén de bacterias.

La eclosién de las larvas demora aproximadamente 24 horas y por
la general se inicid al atardecer o en la noche.

Las larvas recién eclosionadas mudan de Pre-Zoea Zoea I en los pri
meros 15 min. (Mir, 1961; Buchanan y Millemann, 1969).

Para conocer el nimero de larvas del cultivo, el contenido del es-
tanque se homogenizé con una paleta de acrilico de 50 cm. de largo tra
tando de revolver el agua en varias direcciones. Los muestreos de cin-
co alicuotas se realizaron en el estanque con una botella de Van Dorn
modificada a un volimen de 36 ml. (Buckle et al, 1976), (Fig. 4). El
volimen del muestreador se calculé con el conocimiento previo del nu-
mero inicial de larvas, que se iban a utilizar por acuario y el volu-
men de estos, que para los efectos de estos experimentos, se calcul$d

en base a Cochran, 1978 (Anexo 3).



Fig.4.- Esquema del muestreador modificado de Van Dorn de 36 ml.
en posicion abierta. a.-cilindro de acrilico b.-varilla de plastico
de sosten. c.- eldstico d.-pelota de goma e.-nylon.
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Con las larvas del estanque de desove, se procedia a calcular una
alicuota tal, que transferida a los acuarios de experimentacién (Foto
1), diera la concentracidn de larvas deseadas en el experimento en
turno. En los primeros experimentos se decidié trabajar con 2.5 lar-
vas/ml. en un volimen de 3500 ml. ¥y en los dos dltimos, la mitad de

esta cifra.

Introducidas las larvas a los acuarios, se iniciaba el funciona-
miento del sistema de recambio de agua estabilizado a un volumen de

8 ml./ min./ acuario.

La preparacién del alimento para el culéivo se realiz6 con dife-
rentes sustancias, las cuales eran pesadas en una balanza Sartorius
Modelo 1204 MP y molidas manualmente en un mortero de porcelana. La
concentracidn del alimento se establecid en base a la concentracién
de la materia orgdnica en el mar que es de aproximadamente 0,005 mg/1
(Jgrgensen, 1954). Los alimentos molidos eran disueltos en agua de
mar estefilizada, en una cantidad suficiente como para llenar los
acuarios del sistema de alimentacidn (4 litros). A cada combinacién
se le restaba la concentracidén del o los alimentos de tal forma de
mantener la concentracidén original. Como el flujo del sistema de agua
proporcionaba 8 ml/min. (414 1/dia en 36 acuarios de experimentacidn)
fué necesario auﬁentar la concentracidn del alimento de 0,007 grn/lto
a 0,815 gr./1t., que con ese flujo se administraba al cultivo de lar-
vas la concentracién de alimento deseada.

Los alimentos utilizados en los experimentos se indican en la ta-
bla 1, y la composicion gquimica de algunos de ellos se indican en el

anexo 1. Todos los experimentos se condujeron a una salinidad de 32°/00
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Para tomar la informacidn requerida en el transcurso de los ex-
perimentos se siguid una rutina en la cual se establecié un orden de
muestreo para evitar equivocaciones; y en un momento pre-determinado
en el cual los acurics tenian un volUmen de agua conocido. Antes de
tomar una muestra con la botella modificada de Van Dorn, se homoge-
nizaba la columna de agua del acuario para permitir la distribucién
uniforme de las larvas. De cada acuario experimental se tomaron dos
muestras que se transferian a cajas de Petry reticuladas y en las
cuales se determinaba el nimero de animales vivos y muertos, es de-
cir, porcentaje de s9brevivencia. Cada una de las muestras fué pre-
servada con el fijador Bouin para observar el estado de desar;ollo

de las larvas.

Por lo general en muchas investigaciones se utilizan para la res
puesta a la hipotesis planteada, la técnica‘de estudiar un pardmetro
a la.vez, lo que conlleva a un estudio a veces muy largo y tedioso,
por el hecho de que el o los parametros rastreados necesitan ser re-
petidos varias veces antes de obtener una idea general del fendémeno
en estudio. Se suma a esto, que en la realizacidon de los experimen-
tos no siempre los animales se encuentra, por ejemplo, en el mismo
estado bioldgico, lo cual dificulta mds la investigacidén. Sin embar-
go, és posible en muchos casos reducir notablemente el tiempo y el
trabajo prdctico de la investigacidén, cuando se utiliza el método del
Analisis Factorial en el disefio del o de los experimentos.

Esta técnica ampliamente difundida en los estudios agrondmicos
(Cochran y Cox, 1976; Snedecor y Cochran, 1973) permite analizar el

o los factores, los niveles y combinaciones de diferentes érdenes mas

probables y éptimos de cultivo.
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Esta investigacion se plantedé inicialmente como un experimento
factorial de tres vias (Snedecor ¥y Cochran, 1970). Los alimentos
fueron representados por sus concentraciones (xl, x2, x3,.....xn)
que para poder combinarlos se normalizaron de tal manera que x1 +

x2 + x3 = 1.

R= réplicas, x= alimento 1" = testigo.
R x1 x2 X3
5 i | 0 0
5 0 1 0
5 0 0 1
4 +D o 0
4 0 5 &0
4 &3 0 o5
5 «33 33 + 33
4n 0 0 0

El nimero de réplicas R= 36 se distribuyé asi para que en un eje
de coordenadas de x, y, z queden bien representadas, asegurando ante

todo sus limites externos y el centro.
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IV.- RESULTADOS

EXPERIMENTO I

El 18 de Julio de 1979 se iniciaron por primera vez las inves-
tigaciones experimentales debido a que el montaje del sistema requi
rié de un trabajo continuo de alrededor de ocho meses. Los acuarios
fueron montados con 10,200 larvas cada uno. Los alimentos que se -
eligieron para este experimento fueron yema de huevo, almeja fresca

molida (Tivela stultorum) y levadura en polvo comercial.

La temperatura promedio de el experimento fué de 20° C. El re-
sultado de este experimento fué negativo. Se observé que 1g almeja
molida en una licuadora, producia mucha espuma y que la levadura en
polvo se precipitaba en las cajas de alimentacidén rapidamente. Am-
bos alimentos produjeron después de corto tiempo mal olor que permi-
ti6 un fuerte incremento de las bacterias en los acuarios.

Pese a estas dificultades se decidié considerar este experimen-
to como un ensayo preliminar y repetirlo con los mismos alimentos,
pero tratando de eliminar el perturbamiento por manejo de los proge-

nitores,

EXPERIMENTO II

Este se inicidé el 26 de Julio, con una densidad de 10,000 lar-
vas en cada acuario de 3,500 ml.

Los parametros de oxigeno y temperatura tuvieron ligeras varia-
ciones de 4-5 ppm y de 21 - 23 grados C respectivamente. El cambio
de agua se liev6 a cabo cada doce horas sustituyéndose 1,200 ml en

cada acuario como en el Experimento I.
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Los alimentos proporcionados en este experimento, fueron nueva-
mente yama de huevo, almeja molida y levadura con los cuales se hi-
cieron siete combinaciones con tres réplicas cada una y un testigo
a su vez con tres réplicas. Los alimentos se molieron y se tamizaron
a travez de una malla de 110 micras, y a pesar de esto, la levadura
presenté problemas de decantacién y obstruccién de las tuberias den-
tro de las bombas peristalticas.

Después de seis dias de ensayo, el desarrollo larval no aicanzé
el estadio de Zoea II.

Los valores obtenidos experimentalmente en todos los experimentos
fueron transformados a logaritmos naturales, para conocer las pendien
tes respectivas; las cuales son una expresion de el porcentaje de so-
brevivencia de cada una de las poblaciones de larvas. (Tabla 3)-

Antes de hacer un andlisis particular de los experimentos, todos
los resultados de éstos, (del exp. II al Exp. VI) se sometieron a un
analisis de Varianza Simple (Schefler, 1569) el cual indico que nin-
guno de los alimentos proporcionados en esta investigacién fué mejor
que otro. F 0.05 (7,24)= 2.42 Fs= 0.69671. (Anexo 2).

Tabla 2 Andlisis de ANVA general de todos los experimentos II-1IV

SS
Fuepte'ée Bl de las pendientes s e
Variacion
Entre grupod 7 1.0234 .20985 0.69671
alimentos
Intra grupog 24 5.0364 . 14620 -
alimentos
Total 31

Las pendientes promedio de las diferentes combinaciones en el

Experimento II fueron:
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A B C ABC AB BC CA nign

K=-1.01 -1.17 -1.66 -1.56 -1,28 -1.57 -1.31 -1.66

Con las pendientes promedio y el tiempo (dias de experimenta-

cidn) se obtuvo el indice e_kt:

Experimento II JULIO 26 - JULIO 29
COMBINACION DE ALIMENTOS.

DIA A B C ABC AB BC CA nin
0 1 1 1 1 1 1 1 1
1 a7 W30 19 s 0 27 0 20 . 26 039
3 08 03 - . 009 .02 .009 .019 -

4 .02 .009 - - - - - -

La grafica correspondiente se presenta en la Fig. 5.

Las pendientes de cada uno de los alimentos fueron comparados
con un Andlisis de Varianza Simple indicando que para la probabi-
lidad de 0.05 % el estadistico no fué significativo (Rohlf y -
Sokal, 1969). F = 0,05 ( 7; 18 ) = 2.58 Fs= 0.93 por lo tanto no
se rechaza Ho (Tabla 3-1.)



EXPERIMENTO Il

DIAS DE EXPERIMENTACION

6

= =2 -3 ol -5

LOGARITMO DE LA PENDIENTE PROMEDIO Ln K

F1G.5.- CONTRASTACION DE LAS PENDIENTES PROMEDIO
DE LOS ALIMENTOS Y LOS DIAS DE EXPERIMENTACION.

AzYema de Huevo; BzAlmeja molida, Tivela stultorum;C=Levadura.
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Tabla 3.- Sobrevivencia de las larvas durante el Experimento IT

Experimento II *Réplicas
Alimento rl r2 r3 rd r5 X f‘;egiis ‘Srgzzf;”%
10 7 26 28 31 20.4 2 19.83 %
37 6 17 12 51 15.4 2 14.97 %
23 40 12 19 8 20.4 2 19.83 %
ABC 10 38 19 13 11 18.2 2 17.69 %
AB 16 29 8 8 15.25 2 14.82 %
BC 27 18 12 13 17.5 2 17.01 %
CA 21 11 07 5 13.5 2 13.12 %
Hin 21 21 7 14 15.75 2 15.31 %
11 7 21 14 0 10.6 4 10.30 %
17 0 0 0 0 3.4 4 3.30 %
C 0 0 0 0 0 0.0 4 0.00 %
ABC 0 0 1 O 0 0.8 4 0.77 %
AB 1 2 3 4 2.5 4 2.43 %
BC 1 0 0 0 0.8 4 0.77 %
CA 7 2 (0] i 2.5 4 2.43 %
nn 0 0 0 0 0.0 4 0.00 %

ce



Tabla 3.- Continuacidn

Experimento II *Réplicas '
Alimento rl r2 r3 r4 r5 X figiiﬁ iggzzzi%
A 8 2 0 0] 0 2.0 5 1.94 %
B 2 0 0 0 0 5 5 0.86 %
C 0 0 0 0 0 o 5 0,00 %
ABC ¢ 0 0 0 0 p 5 0.00 %
AB 0 0 0 0 . 5 0.00 %
BC 0 0 0 0 5 0.00 %
CA 2 0 0 0 . 5 0.48 %
LIl 0 0 0 0 5 5 0.00 %

Nimero de larvas de cada uno de los acuarios asignados por combinacidén con sus réplicas.

=
]

=
[

= Promedio total de larvas vivas para cada alimento en el muestreador.

X = ri; donde i =1, 2 ., 5 en las combinaciones A, B, C, y ABC; y de i = 1, 2 ... 4 en las combinacio

nes AB, BC, CA y "1",
Tiempo = Numero de dias de Experimentacidn.

Sobrevivencia % = Porcentaje de sobrevivencia larval de las diferentes dietas.

¥e



Tabla 3.- Continuacién Andlisis ANVA del Experimento I1

Experimento II

Andlisis " ANVA "

ALIMENTO A B g -ABC AB BC CA nyn
K (pendiente) 1.6 1.89 1.66 1.74 1.89 1.77 2.04 1.66
0.76 1.11 1+53 L+ 07 1.53 1.17
0.98 1.15 1.43 0.81 1.41 0.73
0.35 0.'75
0.,77 0.90
1.6 1.25
n 6 6 o | 3 3 3 3 1
K (promedio) | 1.01 1.17 1.66 157 1.28 1.57 1,51 1.66
)
S 0.253 0.=59 0.00 0.025 0.305 0.034 0,444 0.00

e
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Tabla 3-1 Analisis "ANVA" del Experimento II

Fuente de SS

Variacién g1 Pendientes s Fa
Entre Grupos 7 1.30 1857 093
Intra Grupos 18 3,63 . 2016

Total 25 4,93

En vista de este resultado los datos experimentales fueron tra-
tados con el Test "A Priori" (Sokal y Rohlf, 1969) con la finalidad
de realizar un andlisis mds profundo y buscando las diferencias en-
tre tratamientos ya sea con los alimentos puros o combinados. E1 -
resultado de este Test, fué que todas las combinaciones no fueron

significativamente distintas. (Anexo 2)

EXPERIMENTO III

El procedimiento técnico fué muy parecido a los experimentos pre
cedentes con algunas modificaciones en el tipo de alimento que se -
proporciond. E1 30 de Julio se inicid la prueba y se termind el 5 de
Agosto.

Los alimentos fueron yema de huevo, comida de gato comercial y

una alga colonial (Skeletonema costatum). El alga colonial se sumi-

nistrdé inicialmente en densidades de 200,000 células/ml., ya que no
fué posible mantenerla constante. Tampoco la comida de gato comer-
cial se pudo homogenizar bién, por lo que, se tuvieron algunos incon
venientes; ya que este se aglutinaba en las paredes de las cajas ali

mentadoras.
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A todas las combinaciones se les afiadié dcido ascérbico en una
proporcién del 0.25% del peso del alimento seco. La administracién
se hizo a una velocidad de goteo de 1 ml/min. durante 48 horas. Al
cabo de este lapso, el alimento se preparaba de nuevo y de £al forma
que no hubiera una interrupcién de mids de media hora. Asi se realizé
en todos los experimentos de esta investigacién. De cada alimento se
pesaron 7.6 gr y se diluyeron en 9,333 1 de agua de mar filtrada y
esterilizada con rayos ultravioleta; manteniendo dentro del sistema
una concentracién de 0.007 gr/litro. vdlido para todos los experimen-
tos menos el ndmero VI.

No se tuvieron evidencias de muda, el sexto dia fué critico y
las poblaciones de larvas murieron. (Tabla 4).

Las pendientes promedio de las diferentes combinaciones de el

Experimento III fueron las siguientes:

Experimento IIT

A B C ABC AB BC CA L

K -.91 ~1.24 =1,17 =1.04 - B2 =l.44  =.58 -.54

La grafica correspondiente se muestra en la Fig. 6.

. -kt - .
Los indices e fueron los siguientes:

Experimento III JULIO 30 - AGOSTO 5

COMBINACIONES DE ALIMENTOS

DIA A B C ABC AB BC CA AT
0 1 1 1 1 1 1 1 1
1 .40 .28 « 30 033 o 44 .24 207 .06

3 .06 .02 .03 .04 .08 .01 «19 .00




Tabla 4.- Sobrevivencia de las larvas durante el Experimento TTI

Experimento III

*Réplicas

Alimenfo rl r2 r3 rd rd X ﬁ{eiiis iggii;i%
52 125 17 56 57 61.4 3 59.69 %

66 35 lr 43 25 39,2 3 38.11 %

: 71 36 55 82 46 58.00 3 56,38 %
ABC 55 38 23 20 35 54,8 3 33.25 %
AB 32 19 17 43 27470 5 26.97 %
BC 76 19 48 18 40,25 3 39.13 %
CA 72 81 45 33 57.75 3 56,14 %
nyn 54 79 70 32 58.75 3 57.11 %
A 2 i 0 0 13 3.20 5 3.11 %

1 0 3 2 1.75 5 1,70 %

1 0 0 0 0 0.20 5 0.19 %
ABC 11 2 2 8 1 4,80 5 4,60 %
AB 18 4 21 4 11.75 5 7.60 %
' BC 0 1 0 0 0.25 5 0.24 %
CA 15 40 15 9 19.75 5 19.20 %
nyn 1 1 0 0 0.50 5 0.48 %




Tabla 4.- Continuacién Andlisis Estadistico ANVA del Experimento IIT

Experimento 1II

Analisis " ANVA "

ALIMENTO A B C ABC AB BC CA N L
K (pendientes)|0.54 0.94 0.56 1.10 1.30 0.99 0.56 0.54
0.99 1.30 1.30 1.03 0.73 1.53 0.55
1.24 1.49 1.67 1.00 0,45 1.80 0.55
n 3 3 3 3 3 3 3 1
K (promedio) 0.91 1.24 1.18 1.04 0.83 1.44 0.55 0.54
S2 0.138 0.076 0.319 0,002 0.188 0.170 0.00003

6¢



EXPERIMENTO 111

DIAS DE EXPERIMENTACION

= -2 -3 -4 -5

LOGARITMO DE LA PENDIENTE PROMEDIO Ln K

F16.6 - CONTRASTACION DE LAS PENDIENTES PROMEDIO
(Ln K}-DE LOS ALIMENTOSY LOS DIAS DE EXPERIMENTACION

A=Yema de Huevo; B=Comida de gato C=Skeletonema costatum,

40



Tabla 5.- Analisis " A PRIORI " para mostrar la mejor combinacién del Experimento IIT

Experimento I1I ANALISIS "A PRIORI"

Alimento ; A B C ABC AB BC CA Hin
A o o o o * o * *

B %* A& * % * 4 * E

c a o o o % o ¥ *
ABC 9 * o o * o * ok *
AB * * * * * * 0 *
BC o * o o * o * ok *
CA * * x * % * ¥ * * * % * * %
nn * * * * * * * o

* Significativo ** Altamente significatlivo

° No Significativo

187
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El Anélisis de Varianza para este Experimento indicé que para
la probabilidad del 0,05% no fué significativo; F 0.05 (7314) = 2,76

FS = 1.9795 si F es mayor que FS no se rechaza Ho (Tabla 4-1).

Tabla 4 -] Analisis ANVA del Experimento III

Fuente de

Variacién gl 25 M Fe
Entre Grupos 7 1.76 22514 1.9795
Intra Grupos 14 1.7892 1278

Total 21 3.549

Aldn teniendo el resultado de ANVA no significativo, se aplicé el
Test "A Priori' de comparacidn entre medias, con F 0,05 (1314) =4.60
y B, = 12,222, Siendo el resultado significativo se rechazé Ho y se
acepta una diferencia entre las combinaciones, que se expresan en la

siguiente Tabla.

Tébla.§—l Andlisis "A Priori'" Experimento III
fﬁ?z;giglon - Rggientes P (Teopta) i Yalor
B vs todos 12,222 F0.05(1,14)=4.60|.1278 Significativé
A vs ABC .0234 | FO.05(1,14)=4,60]|.1278 No significativo
A vs AB .009 F0.05(1,14)=4,60|,1278 No significativo

Testigo vs todos| 3.7997 | FO.05(1,14)=4.60|.1278 | No significativo

CA vs todos 20,564 | F0.001(1,14)=17.1.1278 | Altamente signifvo.

AB vs todos 16,694 | FO,005(1,14)=11,.] 1278 | Significativo

AB vs CA .0970 | FO.05(1,14)=4.60|.1278 No significativo
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EXPERIMENTO IV
_ Este se inicid el 10 de Agosto y se probaron 1os_éiguiente$ -

alimepfos: yema de huevo, un macerado de huevyos de jaiba y un com-
puesto en polvo de nombre Pfotein 96,

El-oxigeno y la temperatura oscilaron entre 4-3 ppm y 22-23 gra-
dos Celsius,

Los muestreos se hicieron el 11 y el 13 de Agosto. (Tabla 6).

Durante este, y los experimentos anteriores se sigui¢ teniendo
problemas con la decantacién de los alimentos dentro de las cajas
alimentadoras, lo que llevé a modificar el sistema, instalando un
mecanismo especial que consistid en una paleta de acrilico movida -
mecanicamente por un pequefio motor (Foto 4).

Las pendientes promedio de las diferentes combinaciones fueron:

Experimento IV

A B C ABC AB BC cA M

K =78 »1.19 =:81 -.88 -.64 =109 =71 ~1.08

La grafica correspondiente se muestra en la Fig. 7, y el indice
e-kt obtenido de la pendiente promedio y de los dias de experimenta=-

e P s « P
cion a continuacion:

Experimento IV AGOSTO 10-13 1979

COMBINACION DE ALIMENTOS

DIA A B C ABC AB BC CA i B
0 1 1 1 1 1 1 1 1
1 <45 « 30 .81 .41 .92 033 +49 - 1

3 096 .028 - 071 °14 037 2119 .038
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EXPERIMENTO IV

DIAS DE EXPERIMENTACION

LOGARITMO DE LA PENDIENTE PROMEDIO Ln K

FIG.7 - CONTRASTACION DE LAS PENDIENTES PROMEDIO
DE LOS ALIMENTOS Y LOS DIAS DE EXPERIMENTACION.

A= Yema de Huevo; B=Macerado de huevos de Jaiba;C=Protein 96.



Tabla 6.- Sobrevivencia de las larvas del Experimento TV

' Experimento IV

Réplicas

Alimentos rl r2 r3 r4d r5 X #/dias Sobreviven
' Tiempo cia %

A 78 108 21 112 16 67.0 3 65.13 %
79 21 66 60 46 54.4 3 52.88 %

74 93 132 62 56 83.4 3 81.00 %

ABC 70 59 89 56 45 63.8 3 62.02 %
AB 80 80 29 36 56,25 3 54.68 %
BC 74 115 131 68 97.0 3 94.30 %
CA 67 76 149 100 98,0 3 95,27 %
g L 145 99 104 66 103.5 3 100.00 %
A 11 28 7 0 24 14.0 5 13.61 %
2 0 0 4 1.6 5 1.55 %

1 2 0 0 0.6 5 0.58 %

ABC 7 7 10 2 5.6 5 5.44 %
AB 8 8 28 20 16.0 5 15.55 %
BC 0 0 1.25 5 1.21 9%
CA 10 8 8 8.5 5 8.26 %
nyn 0 0 6 1 1.75 5 1.70 %

1Sh 74
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El Andlisis de Varianza formulado para este experimento, con una

probabilidad del 0.05% indic6 que F 0.05 (7, 13) = 2.83; LSS 1,073,

por lo que se acepté la Hipdétesis nula (Tabla 6+1).

Tabla 6-1 Andlisis de ANVA del Experimento IV

Fuente: de g 1 SS MS Fs
Variacion

Calculada
Entre Grupos 7 2.232 .3188 1.,0736
Intra Grupos 13 3.862 02975
Total 20 6,094

Posterior a este resultado se estimé hacer una prueba de compara
cion entre medias con el Test "A Priori", el cual con 0,05% de proba

bilidad no fué significativa y se aceptd ia Ho., (Anexo 2).

EXPERIMENTO V

Con mucha antelacidén a la iniciacién de los experimentos, se tra-
jeron animales para adaptarlos a los cambios de las condiciones impe-
rantes en el laboratorio. Una de las hembras fué fecundada el ocho de
mayo de 1979 y el desove se produjo el tres de Diciembre. Las larvas
eclosionaron el 14 del mismo mes y con ellas se inici6 este experimen-
to, en el cual se utilizaron 5,000 lérvas por acuario. Como alimento
se proporcioné yema de huevo, Protein 96 y una combinacién de harinas,
de soya, maiz y trigo. Ademds se agregdé Colesterol en una concentra-
cién del 0.5% del peso seco del alimento (com. pers. J. Patrois). El

16 de Diciembre se modificaron las concentraciones de alimento sumi-
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nistrado al sistema ya que se observé graves problemas de colmata-
cidén en las mallas de gran parte de los acuarios, por lo que el re-
cambio de agua era ineficiente., La modificacién realizada fué dis-
minuir la concentracién del alimento de 0.814 gr/l1 a 0.114 gr/l, y
la proporcidén de Colesterol se modificé a 0.0053 gr., ya que éste
se incorpora en funcién del peso seco del alimento.Ante estos pro-
blemas se detuvo el experimento ¥y las larvas fueron sustituidas
por otras que habian eclosionado el mismo dia del mismo progenitor
¥ que se conservaban en un estanque adicional,

El 18 de Diciembre se 1llevd a cabo el segundo muestreo y solo
en cuatro acuarios de 36, se encontrd el 2% de sobrevivencia. Se
decidié dar por terminado el experimento el 19 de Diciembre, del

cual no se obtuvo suficiente informacién como para someterlo a un

Test estadistico.

EXPERIMENTO VI

Con otra hembra que también habia sido aclimatada a las condi-
ciones del laboratorio y que habia sido fecundada el 13 de Mayo, se
obtuvieron las larvas el 21 de Enero de 1980, después de haber deso-
vado el 26 de Diciembre.

El experihento se condujo a 17.8 grados Celsius y el oxigeno
disuelto fué airededor de 8.7 ppm, ahora mids elevado, después de
haber modificado el sistema con una instalacidén extra de aireaciédn

en la torre del agua. (Fig. 3-16a).
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Los alimentos ensayados en esta oportunidad fueron yema de hue-
vo, Protein 96 y un alimento vivo que en este caso fué el Rotifero

Brachionus plicatilis.

Este experimento duré 15 dias, es decir hasta el 5 de Febrero.
Los muestreos se hicieron los dias 25, 28, 30 de Enero, 1° y 5 de
Febrero. E1 8 de este mes, se registraron los acuarios en los cuales
se sabia, en base a los controles anteriores, que habia larvas vivas
para verificar el estadio en que se encontraban.

Para la técnica del cultivo del Rotifero se siguieron las indi-
caciones de Theilacker, (1971) y a medida que la concentracién de
los animales iba aumentando, la dosificacidén en los acuarios sSe 1n-
crementaba. Las densidades de Rotiferos administrados al cultivo se
presentan en el siguiente cuadro donde se mantuvo el criterio, de
que pese a que las larvas disminuian en el tiempo; los Rotiferos
evan adicionados como si existiera una poblacién constante, de tal

% # 5
manera que al menos hubiera un Rotiféro por Zoea como se muestra a

continuacidn:
Fecha Rotiferos: Larvas
A B C ABC AB BC CA
25 de Enero 0 2:1 0 1:1 1 ¥ 1:1 0
27 de Enero 0 7:1 0 2,631l B85l .84l 0
28 de Enero 0 1i:1 ) 3.6:1 5,5:1 5.5:1 0
2 de Febrero 0 12:1 0 4;1 6:1 6:1 0
4 de Febrero 0 20:1 0 Pl 10:1 10:1 0

A= Yema de huevo; B= Rotiferos; C= Protein 96.
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Como un avance interésante en todos los experimentos realizados,
se pudo comprobar la existencia de ecdycis en este cultivo, llegéndg
se al estadio de Zoea II; el dia 1° de Febrero y Zoea III el 8 del
mismo mes. El estado de desarrollo larval fué comprobado en el labo-
ratorio en base a la identificacidén de Mir (1961).

En general la supervivencia fué menor del 1%, sin embargo, en
tres de los acuarios de la combinacién AB y en un acuario de B, se
pudieron evidenciar las mudas. (Tabla 7)-

Las pendientes promedio de las diferentes combinaciones fueron
graficadas para su posterior comparacién y se muestran a continua-
cidn;

EXPERIMENTO VI

A B C : ABC AB BC CA L B

K =1.02 «.,82 =1.32 il ) -.50 o -:80 =2.3

Con las pendientes promedio y el tiempo (dias de experimentacidn)
se hizo la griafica que se muestra en la Fig. 8.
Ademds con la pendiente promedio obtenida de cada alimento con-

siderando t (dias de experimentacidn) se obtuvo el indice e-kt:

Experimento VI ENERO 23 - FEBRERO 8 1980

COMBINACICN DE ALIMENTOS

DIA A B C ABC AB BC CA N
0 1 1 1 1 1 1 1 1
036 .04 071 .02 - 37 023 .20 .010
- 003
= - . 005 - 0005 .= - - -
5] - .04 - - .08 - = -

7 - 2013 - - .03 . 006 - -



Tabla 7.~ Sobrevivencia de las larvas del EIxperimento VI

Experimento VI Réplicas
Alimentos rl r2 r3 rd r5 X f{g;?i SObreV;VEMia
A 8 6 2 7 6.4 4 12,44 %
14 7 2 11 8.4 4 16.33 %
2 1 1 2,0 4 3.88 %
ABC 13 10 2 14 10 9.8 4 19.05 %
AB 7 11 2 23 10,75 4 20.90 %
BC 9 6 6 | 6.25 4 12,15 %
CA 10 10 13 10.25 4 19.93 %
nn 0 1 0 0 0.25 4 00.48 Y%
A 0 0 0 0 0 0,00 7 0.00 %
2 1 10 0 0 2,6 7 5.05 %
C 0 0 0 0 0 0.0 7 0.00 %
ABC 1 1 0 0 0 0.4 7 0.77 %
AB 2 3 2 2 2.25 7 4.37 %
BC 0 0 0 0 0,00 7 0.00 %
CA 0 0 0 0 0.00 7 0.00 %
nyn 0 0 0 0 0.00 7 0.00 %

oS



EXPERIMENTO VI

DIAS DE EXPERIMENTACION

8-

BC

ABC

p CA

LOGARITMO DE LA PENDIENTE PROMEDIO Ln K

F1G.8 - CONTRASTACION DE LAS PENDIENTES PROMEDIO
DE LOS ALIMENTOS Y LOS DIAS DE EXPERIMENTACION.

A=Yema de Huevo; B=Brachionus plicatilis,C=Protein 96,"!"1esﬁgo.
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Siguiendo el mismo procedimiento, se analizaron los datos por
medio de un Andlisis de Varianza Simple gue reporté con una proba-
bifidad del 0.05% ser significativo. F= 0.05 (6,17)= 2,70, F = 3.45

como es F menor dque Fs se rechazé la Hipétesis Nula (Tabla 7).

Tabla 7-1 Andlisis ANVA del Experimento VI

Gariamiin &l ss s xS
(pendientes) (Tablas)

Ehtre Grupos 6 4,350 0.7250 3.4491

Intra Grupos 17 3.574 0.2102

Total 23 7.924

Para un ANVA significativo se eligio un Test de Comparacidn miil-
tiple de medias (prueba Student - Newman - Keuls o A Posteriori).

(Sokal, 1969) (Tabla 8).

Tabla 8-1 Andlisis A Posteriori del Experimento VI

§$?Eigizién/ LSR F gl Ms Valor

AB vs ABC 4.3387 2.70 (5;17) | .2702 significativo
B vs C 4,1959 2,96 (4,17)| .2702 | significativo
BC vs C 6.4279 5.20 (3,17)| .2108 significativo
CA, A, n1n * no significatvo

LSR= rango minimo de significancia
gl= grados de libertad

distribucidén-F en honor a R. A. Fisher

)
i




Tabla 8~1 Andlisis estadistico "A POSTERIORI" para la mejor combinacidén del Experimento VI

Expeérimento VI ANALISIS "A POSTERICRI "
Alimentos A B C ABC AB BC CA "y
A o ° ° o o ° 0 o
B o 0 * o o o o o
C o * ° o o * ° o
ABC a ° ° o * 0 o o
AB 4] o o * Q o o o
BC o a * o ° o o o
CA o o o o o ° a o
nyn ° o o o ° o o o

¥ = Significativo

It

No Significativo

5]
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VI.- DISCUSION.

La investigacidn experimental de cultivos de larvas ha tenido
en el transcurso del tiempo aproximaciones cientificas cada vez
mas estrechas en el sentido de la calidad con que se plantean los
problemas a resolver, esto ha significado también la aplicacidn de
técnicas cada vez mds complejas atrayendo experiencias de trabajo
y andlisis generados en otras ramas de la Ciencia. En esta forma Yy
teniendo mds probabilidades de éxito, las investigaciones se han
proyectado a ideas pragmdticas de utilizacidn racional de los Recur-
sos, en beneficio de la Comunidad Humana.

Es en este sentido que la investigacién que aqui se presenta
tiene aspectos aparentemente complejos como fueron los sistemas ex-
perimentales descritos anteriormente. El sistema que se coﬁstruyé
ofrecié la posibilidad de trabajar de una manera mds eficiente y ra-
pida, ya que en la realizacidén de la investigacidn se invirtid menor
tiempo que si se hubiera hecho tradicionalmente, esto es, rastreando
cada pardmetro separadamente.

Un comp;hente que se considera importante para este proyecto,
fueron las bombas peristdlticas con las cuales se pudo administrar
el alimento a los cultivos, de una manera tal, que se aseguraba la
cantidad de los alimentos que se proporcionaron. Si bién los apara-
tos funcionaron perfectamente, hubo problemas en la mantencidén de
la homogenizacidén de los alimentos dentro de el '"sistema de alimen-
tacion'. Un error de apreciacién en la concentracidén de los alimen-
tos trajo consigo un ruido expe;imental que pudo ser verificado pos-

teriormente.
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La falta de experiencia en el manejo de material bioldgico, se
reflejé en los primeros experimentos al transferir las larvas del
estanque de desove al sistema experimental. Este problema fué dis-
minuyendo conforme se tuvieron mds experiencias y se mejoraron las
técnicas. Asi fué claramente evidente, que con material bioldgico
adaptado a las condiciones de laboratorio, desde el apareamiento has-
ta la eclosidén de las larvas, hubo una mayor supervivencia como se
observo en el Experimento VI. Esto indica que la experiencia en el
manejo, como en la procedencia del material biologico, son dos ele-
mentos importantes en el éxito de un cultivo. No es menos transce-
dental la eleccién de la especie a cultivar que si bien puede ser

de importancia econdmica como Cancer antennarius, también puede pre-

sentar serios problemas en su cultivo, en contraposicién al cultivo

de las larvas de Artemia salina, que son de fdcil manejo y con una

alta sobrevivencia.

Las apreciaciones anteriores fueron evidentes cuando en el Expe-
rimento I se tuvo que establecer una densidad inicial conocida: de
larvas, para lo cual fué necesario ir concentrando a las larvas a
un volumen reducido y sometidas consecuentemente a un fuerte manejo.
A pesar que en este Experimento no hubo sobrevivencia, significé el
esclarecimiento de varias pautas que se aplicaron en los IExperimen-
tos sucesivos.

El ensayo preliminar del Experimento I, significé aplicar una
mayor atencion en la realizacidén del Experimento II, en el cual se
puso mayor cuidado, especialmente en el transporte de los progenito-
res, previniéndose que el volimen de agua en que se recibian las lar-
vas, fuera.suficiente pero no excesivo, de tal manera de evitar dema-

siado manejo en la obtencién de la densidad requerida para los acua-
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rios del sistema. Durante este experimento, los problemas.  que se
presentaron estuvieron en mayor grado en la administracién de los
alimentos que se preparaban cada 36 horas, lo que origind durante
el ensayo, decantacidén y descomposicidén de la levadura y de la al-
meja fresca.

La excesiva decantacidén creaba problemas en el bombeo, ya que
obstruia las mangueras y detenia el trabajo de los cassettes, pu-
diendo causar dafios en las bombas peristdlticas. Por estas razones se
considerd conveniente cambiar para el Experimento IIT los alimentos;
utilizando comida para gato (anexo 1) molida y una alga colonial

Skeletonema costatum-

Estos dos alimentos tampoco fueron los mds adecuados como se es-
peraba. La comida de gato se aglutiné y la concentracidn del alga co-
lonial fué decrementdndose rdpidamente. A pesar de la densidad varia-
ble de esta Gltima, al combinarla con la yema de huevo, tuvo una in-
fluencia positiva con respecto a la sobrevivencia. Como se comprobd ™
con el analisis estadistico. Siendo altamente significativo al efec-
to de esta combinacidén con respecto a las demds. (Tabla 3-1)-

Se administrd vitamina C, pero, no se pudo comprobar su efecto
por medio de un Test estadistico (Tabla 2), ni tampoco de manera in-
directa, por medio de la observacién experimental ya que no se tuvo
evidencia de muda.

El experimento IV se hizo inmediatamente después y estuvo condi-
cionado por la eclosién de las larvas de otra jaiba. Los resultados
de este experimento mostraron una ligera diferencia en el nlimero de
larvas vivas en el Ultimo muestreo, siendo mejor en los acuarios con

la combinacién de la yema de huevo y el macerado de huevos de jaiba.

Pero ésta evidencia no es estadisticamente significativa (Tabla 6-1)-
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. En el experimento V, en el cual se eliminé el problema de la
falta de homogenizacidon de los alimentos, se hizo evidente que la
concentracidn propuesta hasta ese momento que era de 0.007 gr/l fué
excesiva y que en los acuarios no se lograba eliminar con eficiencia
los desechos, lo que posiblemente fuera un factor relevante en la Md{
talidad observada al quinto dia de experimentacidn,

Debido a que los problemas técnicos, asi como aquellos origina-
dos por la falta de experiencia, exigian mayor atencién el problema
de la concentracidén de los alimentos estaba enmascarado Yy por esto
fué el dltimo en ser descubierto. Por lo tanto, la concentracidn se
modificé, disminuyéndola a 0,001 gr/l, que fué probada en el Experi-
mento VI y en el cual se observd que las condiciones del cultivo me-
joraron.

También se hizo otra modificacidn importante en cuanto a los ali-
mentos ya qué, hasta este momento se habia intentado aprovechar ali-
mentos baratos, fdciles de obtener y principalmente no vivos; de tal
manera de no tener un cultivo para otro cultivo.

En vista de los resultados que se habian tenido y que solo la
yema de huevo habia probado tener cualidades alimenticias para las

larvas, se decidid probar el Rotifero Brachionus plicatilis.,

Estas modificaciones hicieron posible incrementar el tiempo de
duracién del experimento y permitié la verificacidén de mudas, en los
acuarios con la combinacion de yema de huevo mds el Rotifero y en un
acuario donde solo se probdé B. plicatilis las larvas alcanzaron el
estadio de Zoea III.

Esta apreciacion experimental fué comprobada estadisticamente y

el efecto de esta combinacidnfué significativa (Tabla 8-1).
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Cabe hacer notar que otros autores estiman que para los cultivos
de Zoeas se necesita una gran cantidad de B. plicatilis para poder
alimentar alun solo estanque, lo cual es poco practico para los tra-
bajos experimentales de cultivos direccionados a la Aquacultura
(Kitaka, 1975).

En los dos Gltimos experimentos en los que se agregd Colesterol,
elemento muy importante para la ecdisis segun Morris y Sargent, (1973),
no se pudo afirmar que éste haya tenido un efecto significativo por-
que s6lo en el dltimo hubo evidencia de mudas, lo que significa que
no sea una prueba confiable de su efecto.

Las proposiciones de los alimentos, del Colesterol y la vitamina
C utilizados durante este trabajo, estuvieron regidos por la informa-
cidén bibliografica y sugerencias verbales.

Los resultados obtenidos de las combinaciones de los alimentos
probados, es hasta cierto punto, lo que se esperaba, ya que en gene-
ral en los cultivos de crustdceos; los alimentos vivos son los que

han demostrado ofrecer mayor viabilidad.

Una importante consideracién es que los alimentos vivos utiliza-
dos en este trabajo, se vieron mejorados cuando se administraron en
combinacién con yema de huevo. También se comprobd que el alga colo-
nial como el Rotifero, eran mds eficientes combinados que cuando eran
administrados de manera Unica como sucedio en los Experimentos III y
VI. (Tablas 5-1 y 8-1)-

Aunque en general, se sabe por otros estudios que la mortalidad
en el cultive de Cancer spp. en la primera etapa de pre-Zoea a Zoea
I es del 70% (Poole, 1966) y (frask, 1969) y de un 50% en el estadio
de Zoea V, que es cuando ocurre la metamorfosis al estadio de Megalopa

(Trask, 196Y), este autor también sugiere que pueua ser aebido a Las
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dificultades que tiene la larva al salir de el exoesqueleto. Otros
autores suponen que la presencia de microbios epibidticos son los -
responsables de la mortalidad larval en la naturaleza (Fisher y
Wickham, 1976).

Durante los experimentos que aqui se hicieron con Cancer antenna-

rius, se tuvieron mortalidades mayores que estos porcentajes, ademas
de no haberse logrado llegar concluir con todas las etapas de desarro-
1lo.

También se indica en otros trabajos que la mortalidad en el labo-
ratorio, es causada por enfermedades de tipo bacteriano dque impiden el
intercambio gaseoso ya sea a travez de la membrana de el huevo y en la
etapa larval, en las membranas de las branquias; o bién por que formas
filamentosas aprisionan los apéndices de las larvas (Nilson et all,
1975).

Para trabajar los resultados se recurrié a varios Test de Andli-
sis de Varianza, desde el ANVA simple, Test "A Priori'al Test "A
Posteriori' por la razén de que el modelo Tedrico propuesto inicialmen-
te (ANEXO 2), no pudo ser utilizado, debido a la Mortalidad tan grande
gue se tuvo. A pesar de esto, el Modelo podrd ser apicable cuando se
logre maximizar las cualidades del sistema y se suavicen las pendien-
tes de sobrevivencia de los cultivos.

Los resultados de este estudio, presentan las bases para iniciar
lo que puede llegar a ser una Biotecnia para el cultivo masivo de

larvas de Cancer antennarius, como también de otros invertebrados de

importancia comercial o potencial. Si se consideran las mejores com-
. . . . - . . £ .
binaciones de los alimentos obtenidos en esta investigacion, es posi-

blr que variando su concentracidén en las combinaciones mas relevantes

se mejoren los resultados notoriamente. Por otra perte la bisgueda -
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de nuevos alimentos y sus combinaciones ampliard el horizonte a la

consecucidén de futuras Biotecnias.
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ANEXO 1.- Composicidén quimica de algunos alimentos proporcionados

en ésta investigacidn.

PROTEIN 96

Proteina (libre de humedad)

N x 6.25 96.5 %

Proteina (N x 6.25) 91.8 %
Dispersabilidad en el agua 80 - 90 %

Aminodcidos tipicos

Arginina 2280 mg
Cistina 300 mg
Histidina 750 mg
Isoleucina 1410 mg
Lisina 2310 mg
Metionina 330 mg

Yema de huevo (*)

Almeja fresca (*¥)

Peso/gr Proteina

(*) 15 3
(**) 50 d

Fenilalanina 1590 mg

Treonina 1080 mg
Triptofano 420 mg
Tirosina 1110 mg
Valina 1410 mg
Grasa Carbohidratos Cal.
6 0 66

0 2 32

Indice de valor alimenticio

Skeletonema costatum 3.30

(Modificado de Walne 1970)
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ALIMENTO PARA GATO:

Purina Cat Chow. Main Meal

Proteina cruda 30 %
Grasa 8 %
Fibra cruda 4.5 %
Mezcla 12 %
Calcio 1.2 %
Fosforo l. %
Sal (NacCl) 1.5 %

Ingredientes: Trigo, maiz, soya, gluten de maiz, grasa animal,
carne de pollo, de pescado, levadura seca, germen de trigo,

vitaminas A, DS’ E, ¥ B12.

Peso/gr. Proteina Grasa Carbohidratos Cal.
HARINA DE TRIGO - 4,05 8.27 4,12 -
HARINA DE MAIZ - 3.45 8.37- 4,16 -

HARINA DE SOYA 100 37.3 3.9 40,2 331
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VIII.- APENDICE
ANEX0O 2.- Pruebas estadisticas utilizadas en los resultados experimen-
tales.

Andlisis de Varianza.- A los resultados de sobrevivencia (nimero
de larvas/ dia) para cada combinacidén de alimento fueron trasnforma-
dos a logaritmos naturales, con el objeto de ajustarlos a una distri-
bucidén normal-

Se graficaron y se calculé la pendiente para cada uno de los ali-
mentos probados por experimento. Estas pendientes fueron comparadas
por medio de un Analisis de Varianza (ANVA) para confirmar si la varia
bilidad de los resultados era debida al efecto de los alimentos y sus
combinaciones o debida a error experimental. Resolviéndose el ANVA por
el método descrito para un solo factor (alimento) con diferentes nimeros
de observaciones (debido a la mortalidad) por combinacién (Sokal y
Rohlf, 1969).

Las férmulas para la prueba son:

Fuente de g.1. SC CcM
variacidn
a n a n 5
entre grupos a-1 z_( Zx )/n -(Zz x)°/ n sc/a-1
error %n -a total - entre grupos sc/ qh-a
2
" Total n -1 i‘l‘_{)%— (%Ex )/ Zn
a = Nlmero de tratamientos (combinaciones de alimentos).
n = NUmero de observaciones en cada tratamiento k promedio de sobre-
vivencia expresado por su pendiente.
g.l.= Grados de libertad.
SC = Suma de cuadrados.
CM = Cuadrado medio-
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La prueba de significancia utilizada fué la prueba "F'" y Fs cal-

culada.
Fs = CM entre tramientos / CM del error.
Fs es comparada con los valores para F ( a-1, n-a) donde = nivel de

confianga.

a-1 Nimero de tratamientos.

n-a Nimero total de observaciones - a,

Si F (a=1, n-a) mayor que Fs se rechaza Ho.
Ho = No hay diferencia significativa entre tratamientos.

Cuando el ANVA preliminar demostdé que las diferencias fueron sig-
nificativas, se llevé a cabo una comparacién mds fina del efecto de
los diferentes alimentos por medio de la pruebﬁ "A Posteriori Student
Newman Keuls (SNK) (Sokal y Rohlf, 1969). Esta prueba difiere del ANVA
en que se comparan promedios y no varianzas.

El procedimeitno consiste en calcular las diferencias entre los -
promedios que se quieren comparar. Para que estas diférencias sean sig
nificativas deben ser iguales o mayores que el Rango Minimo de Signifi
cancia (LSR).

LSR = Q (a,r) CM del error. n,+n, # (nl) (nz)

donde:

a = nimero de promedios a comparar

n = nimero de observaciones a partir de las cuales se obtuvo el prome
dio.

s = varianza

Q (k,r) = valor critico del rango '"studentigado'" para los k. promedios.
Cuando el ANVA no detecta diferencias significativas entre los tra-

tamientos, se empled el método de compraciones "A Priori"; este método

es aplicado independientemente de los resultados del ANVA preliminar.
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Recibiendo este nombre debido a que, las comparaciones son planea-
das independiente de los resultados. Es decir se hacen todas las bom-
binaciones posibles.,

El procedimiento consiste en que para k grupos de tamafio n, se to
ma la suma de cada grupo, se eleva al cuadrado y se divide por su ta-
mailo muestral ni, sumando posteriormente los k cocientes asi obreni-
dos.

De la suma de estos cocientes total se sustrae un Término de co-
rreccién (CT), el cual serd la suma total de todos los grupos del ANVA
que se comparan, cantidad elevada al cuadrado y dividida por el niimero
de datos de esta suma total,

donde CT = (f%?)z
a

n.
i
a = nimero de tratamientos
rd .
n = numero de observaciones

Si la comparacién implica todos los términos del ANVA, el CT serd
el mismo del Analisis de Varianza preliminar. Si por otra parte la com
paracién implica Unicamente a algunos grupos del ANVA, el término de
correccidon serd diferente. Se calcula a partir de los grupos compara-

dos.

(Z—_Ycz) + (EYp+iYm)2 = CT

n n_+ n
c p m

donde:
] Yx = suma de el control "1
] Ym = suma de los alimentos combinados AB, BC, CA, y ABC

7.Yp

suma de los alimentos puros A, B y C.

D, = pnimero de observaciones.
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VIII.- APENDICE

ANEXO 3.- Calculo estadistico para el volUmen de el muestreador uti-

lizado en los muestreos experimentales.

1.- Se encontrd una ecuacidén que conecta a n con la presicidn deseada.
Esta ecuacion varia de acuerdo a la indicacidén de la presicién y
al tipo de muestreo que se considere., Una de las ventajas del -
muestreo probabilistico es la posibilidad que sea constuida esta
ecuacidn.

2,- E1 valor elegido de n debe ser considerado para probar si es con-
sistente con los recursos disponibles para tomar la muestra.

Las unidades son clasificadas en dos clases, C y C'. Se ha conve-
nido en algin margen de error "d" en la proporcidn estimada 'p" de -
unidades pertenecientes a la clase C y hay un pequeflo riesgo alfa que
se esta dispuesto a correr de que el error real sea mayor que "d": es
decir: |

Pr (p-P d) = alfa
Se supone un muestreo simple aleatorio y se considera que 'p!" se

distribuye normalmente.

P H=0 Eg por lo tanto, la férmula que conecta a n con el

grado de precision deseado es:

d=t N - n PQ

N - n n = 0.015

En donde "t" es la abcisa en un punto que separa una area alfa en
los extremos de la distribucién. Resolviéndose para n:

t2pq

d2
n = o para uso préctico, se sustituye un estimador
1 +1/N t7PQ-1

adelantado p de P. Si N es grande, una prime-

= i
ra droximaclion es;



d =

Py
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2.pg. = Pl donde V = d2
2 \' —3
t muestral.

= Varianza deseada de la proporcidn

cantidad de larvas inicial en cada uno de los acuarios expresada
en milimetros = 3500 ml ndmero de larvas 10,000.

Cantidad necesaria para que el muestreador sea.representativo de
la piblacién de larvas / acuario = 36 ml,

margen de error = 0.15 = 15 %.

p representan porcentajes en la muestra y en la poblacién, de uni-

dades que caen en la calse C.

Py

dad

q estimadores-de P y Q donde (p+q)= 1 distribucidn de la probabili-

esperada. (Cochran W.G. 1978).



