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RESUMEN

Debido al interés econémico que presenta la extraccion del erizo rojo
Strongylocentrotus franciscanus en Baja California, México; y al problema que enfrenta
el recurso por la declinacién de los stocks naturales debido a la sobrexplotacion, es
necesario implantar ciertas medidas, como la obtencion de juveniles en el laboratorio
para repoblamiento y el desarrollo de sistemas de cultivo que incrementen la
produccion y colaboren a la continuidad del erizo rojo en nuestras costas. Con el fin de
realizar la descripcion del desarrollo larvario para éste organismo bajo las condiciones
de temperatura locales, y sentar las bases para el desarrollo de una biotecnia de cultivo,
se realizaron cultivos larvarios para determinar el efecto en la sobrevivencia larvaria de
la densidad de cultivo, racién alimenticia y manejo de los recambios de agua. Los
organismos reproductores colectados en Punta Morro, B. C; fueron inducidos a desovar
por el método quimico de KCI. Las gametas fueron fertilizadas y se cultivaron desde la
fase larvaria de prisma hasta la pluteus competente a metamorfosis utilizando dos
densidades de cultivo iniciales, de 2 y 4 larvas/ml; dos raciones alimenticias iniciales de
5 000 y 10 000 células/iml y dos manejos diferentes en los recambios de agua
(diariamente y cada tercer dia). Las larvas competentes fueron inducidas a la
metamorfosis con un sustrato cubierto por una pelicula de diatomeas benténicas. La
temperatura de cultivo varié entre 16-19°C, lo cual permiti6 que la duracién del
desarrollo larvario se redujera a un periodo entre 23-28 dias, después del cual se
obtuvieron postlarvas con un diametro aproximado de 450um. Después de 32 dias de la
metamorfosis, los juveniles alcanzaron un diametro maximo de 13 mm, y 20 mm tres
meses y medio después de la metamorfosis. A los seis meses postmetamorfosis, los
juveniles alcanzaron los 30 mm como méaximo. Las mayores tasas de sobrevivencia se
obtuvieron en los experimentos cultivados a una densidad baja (2 larvas/ml). Los
tratamientos con racién alimenticia inicial de 5 000 células/mi, tuvieron mejores tasas de
sobrevivencia, recomendandose por eilo su utilizaciéon en un cultivo larvario El manejo
en los recambios de agua no registré efectos en las sobrevivencias evaluadas, por lo
que seria recomendable que los recambios de agua se realicen cada tercer dia,
disminuyendo de esta manera el deterioro de las larvas y la mortalidad por el excesivo
manejo de las mismas. Una pelicula de diatomeas benténicas fué un buen inductor a la
metamorfosis de larvas competentes del erizo rojo S. franciscanus.
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1. INTRODUCCION.

El erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus (A. Agassiz, 1863) vive a lo largo
de las costas rocosas de Norteamérica, desde Alaska (Estados Unidos), hasta Isla de
Cedros en la costa occidental de Baja California (Smith y Carlton, 1975),
encontrandose también en las costas de Japon (Ricketts ef. al, 1968). Suele habitar
desde la zona intermareal hasta profundidades que sobrepasan los 90 m; son
organismos que frecuentemente presentan una testa con 10 cm de diametro cubierta
de espinas que alcanzan hasta los 5 cm de longitud o mas. La coloracion va de rojo a
café rojizo (Brandon y Rokop, 1985) y algunas veces purpura obscuro. Las génadas
del erizo rojo crecen durante el invierno, y algunos organismos estan maduros en la
parte central de California desde febrero (Hyman, 1955; Smith y Carlton, 1975) aunque
la mayoria desova en abril o mayo. En el sur de California la estacién reproductiva es
mas temprana, y algunos desoves se han registrado en invierno.

La importancia que éstos organismos presentan se debe principaimente a el
delicado sabor de sus génadas, que lo hace un producto muy apetecible para los
comensales en oriente, comparandose a el paté o al caviar (Smith y Carlton, 1975;
Brandon y Rokop, 1985). Aparte de ser el erizo un recurso alimenticio, las estructuras
externas (testa y espinas) también pueden ser industrializadas. En busca de satisfacer
la demanda de su poblacién y proteger su recurso de la sobrexplotacion, Japon ha
tenido que recurrir a la importaciéon de la génada de erizo (Farias-Sanchez, 1980;
Pérez-Cardenas, 1984). Entre los paises que exportan la génada de erizo al Japon se
encuentran Canada, Estados Unidos y México (Sato, 1979; en Farias-Sanchez, 1980;
Malagrino-Lumare, 1972); éste Gltimo ha mantenido una pesqueria activa desde hace
20 afios en Baja California.

Después de varios intentos, es hasta 1972 cuando un grupo de pescadores
asesorados por personal japonés, decide iniciar la pesqueria del erizo rojo
Strongylocentrotus franciscanus en Baja California a nivel comercial para satisfacer la
demanda de aquel pais (Farias-Sanchez, 1980) convirtiéndose en una actividad muy

importante en el area debido a los beneficios que trae consigo, tales como la



generacion de 2 mil empleos directos y captacion de entre 4 y 6 millones de ddlares
por temporada (Romero-Orozco, 1982; Palleiro-Nayar et. al, 1993'). A pesar de las
grandes fluctuaciones que las capturas han sufrido durante el tiempo (Palleiro-Nayar,
1982), en la década de los 70 se mantuvieron en el orden de las 4 mil toneladas en
peso bruto por afio (320 toneladas de goénada por afio). En 1981, las capturas
disminuyeron considerablemente, debido a los efectos del evento "El Nifio", que
también en 1983 afecté a los mantos de Macrocystis pyrifera, principal alimento del
erizo. En 1992 se manifestd un decremento importante de las capturas (figura 1) y de
la Captura Por Unidad de Esfuerzo (CPUE), que persisti6 en 1993, estimando un
decremento del 62% en tan solo cuatro afios (1988=309 kg erizo entero/marea,
1992=120 kg erizo entero/marea); lo cual indica una disminucion del recurso que pone
en peligro su pesqueria (Palleiro-Nayar, 1994). La pesqueria del erizo rojo se lleva a
cabo en las costas de Baja California, dividiendo el area en cuatro zonas, que van
desde los islotes Coronado hasta Punta San Carlos. La zona mas productiva va de El
Socorro a Punta Escarpada; definida como zona IV (Palleiro-Nayar et. al, op. cit.).
Debido al aumento en las capturas del erizo para explotarlo e industrializarlo, se han
hecho estudios destinados a mantener un control sobre las capturas, proteccion de
algunas poblaciones y delucidar el contenido bioquimico de las diferentes partes del
erizo (Farias-Sanchez, 1980; Palleiro-Nayar, 1982; Romero-Orozco, 1982; Vazquez-
Solérzano, 1983; Ramos-Manzilla, 1985; Ruiz-Anaya et. al, 1987).

En el afio de 1987, México centré sus esfuerzos en implementar medidas
regulatorias para proteger este recurso, se instrumentaron medidas sobre la pesqueria
del erizo, tales como la talla minima de captura en 80 mm de diametro de la testa (ya
reportada por Pérez-Cardenas en 1984 y Ruiz-Anaya et. al, 1987), y una temporada de
veda de febrero a julio .

Al buscar otras alternativas de produccion de erizo en Baja California, se ha
puesto especial atencién en la acuacultura, que si bien es verdad que no reemplazara

a la pesca (Bardach et. al, 1986), ésta puede ser un apoyo para el recurso, ayudando

L g CRIP, brazo técnico de la Secretaria de Pesca”. EL MEXICANO, sabado 9 de octubre de 1993.



a la recuperacion de las poblaciones naturales del erizo; mediante la produccion de

semillas para repoblamiento y de juveniles para engorda.
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FIGURA 1. Variacion en las capturas del erizo rojo Strongylocentrotus
franciscanus, para el periodo de 1972-1992, en las costas de Baja
California, México.

Al crecer la demanda de erizo, las capturas se incrementaron sin un control
adeéuado, poniendo en peligro el futuro del recurso. A partir de 1992, la ley obliga a los
permisionarios y concesionarios a realizar programas de conservacion, reproduccion y
repoblamiento de especies explotadas como el erizo rojo; asi como a la creacién de
laboratorios para estos fines (articulos 34-V y 45-lll de la ley de pesca2 ).

Pero cuando se piensa en el cultivo de algiin organismo deben conocerse tanto
aspectos biolégicos, como efectos de algunas variables fisicas sobre el desarrollo
normal (Bardach et. al, 1986). Debido a que la temperatura determina la duracién del

desarrollo larvario, seria benéfico para un proyecto en el cultivo de erizo, que éste se

% Diario Oficial de la Federacién del dia 21 de julio de 1992.



desarrollara en una latitud en la que dicho factor hiciera menos costosa la produccion

(disminuyendo el periodo de desarrollo).

2. ANTECEDENTES.

Los erizos han sido utilizados para diversos tipos de estudio por ser faciles de
obtener y desovar. El estudio con embriones de esta especie han jugado un papel
importante dentro de los aspectos que dan respuesta a las dudas sobre el desarrollo
animal desde hace mas de un siglo (Monroy, 1986).

Se han llevado a cabo cultivos larvarios a diferentes temperaturas en algunos
paises, encontrando que la equinopluteus de Strongylocentrotus franciscanus cultivada
con una dieta mixta completa su desarrollo en aproximadamente 35 dias a una
temperatura de 10°C (Strathmann, 1971; Emlet et. al, 1987); y a 7-13°C entre 51-151
dias (Strathmann, 1978). Al utilizar como alimento Rhodomonas lens, la metamorfosis
se sucede 40 dias después de la fertilizacion en un cultivo a 12°C, (la mayoria después
de los 50 dias; Cameron y Schroeter, 1980), y en Santa Barbara, California, las larvas
han alcanzado la metamorfosis en 37 dias a una temperatura entre 16-17°C
(Strathmann, 1987).

Hinegardner (1969) considera que lo mas importante en laboratorio, es dar a las
larvas el alimento adecuado y controlar la densidad de cultivo. La méaxima densidad
larvaria en un cultivo, puede cambiar con el estadio de desarrollo. Hinegardner en
1975, determina que una larva por mililitro representa un maximo adecuado para la
maduracién de las larvas, pudiendo utilizar hasta 0.1 larva/ml.

Strathmann (1987) reporta que los primeros estadios larvarios de algunos
equinodermos pueden ser cultivados en sistemas estaticos a densidades de 0.01-0.02
ml. de huevos por cada 1 ml de agua. Para posteriores estadios larvarios, las
densidades iniciales pueden ser no mayores a 0.003-0.01 ml. larvas/ml de agua de
mar: mientras que los estadios larvarios tardios no pueden exceder a 0.1 larva/ml
(Strathmann, 1987; Strathmann et. al, 1992), para obtener bajos porcentajes de

mortalidad.



Cameron y Hinegardner (1974) trabajaron con dos especies de erizo incubando
larvas a densidad baja (0.066 larvas/ml) y alimentandolas con Rhodomonas sp. Yy
Dunaliella tertiolecta, llegando hasta la metamorfosis.

En 1986, estudios realizados por Guisado y colaboradores, determinan que
aunque la densidad larvaria no es un parametro que afecte significativamente la
sobrevivencia y crecimiento de Loxechinus albus, los efectos de una corriente de agua
al utilizar una densidad de 0.05 larva/ml y de 0.265 larva/ml, resulta con una alta tasa
de sobrevivencia y de larvas metamorfizadas.

Para S. purpuratus se han hecho cultivos larvarios a pequefia escala con
densidades bajas, lo cual refuerza la idea de que las bajas densidades de cultivo en
larvas de equinoideos es esencial para alcanzar buenas tasas de sobrevivencia
(Hinegardner, 1969; Burke, 1978 en Strathmann, 1987; Burke, 1980y 1982).

En Baja California la temperatura promedio del agua es de 17°C (13- 20°C), la
cual es mayor que en aquellos sitios donde se han cultivado larvas de erizo rojo, por lo
que se espera que el periodo de desarrollo larvario sea mas corto bajo condiciones
semi- controladas (temperatura ambiente entre 16-19°C), y se complete el desarrollo
normal hasta la metamorfosis en un periodo menor a 35 dias, que es el mas bajo
reportado (Strathmann, 1971y 1978; Cameron y Schroeter, 1980; Emilet et. al, 1987;
Rowley en Strathmann, 1987). Esto implicaria menores gastos en ésta etapa de la
produccién de semilla, debido a la reduccién en mantenimiento de laboratorio,
prodLlccién de alimento, etc.

En un cultivo de larvas a bajas densidades se evita la competencia por espacio y
alimento entre éstas, asi como el efecto por la acumulacién de desechos metabolicos;
sin embargo, se trata de utilizar una densidad maxima a la cual los costos en
laboratorio disminuyan y no se presenten ninguno de los mencionados factores,
buscando una tasa de sobrevivencia y crecimiento, que hagan redituable esta
actividad.

Para poder desarrollar una biotecnia de produccién de semilla de erizo rojo
Strongylocentrotus franciscanus, es necesario generar informacion basica acerca del

desarrollo larvario, su alimentacion, raciones alimenticias, manejo, sistemas de cultivo,



inductores a la metamorfosis, sustratos de cultivo, sistemas para el cultivo de juveniles,

etc; y en una segunda etapa, la obtencién de juveniles a escala piloto comercial.

3. OBJETIVOS.

+ Describir el desarrollo larvario in vivo del erizo rojo Strongylocentrotus
franciscanus (A. Agassiz, 1863), comparando el tiempo de duracion de los diferentes
estadios a temperatura ambiente (16-19°C), con los obtenidos en otros sitios.

+ Determinar el efecto que la densidad de cultivo, racién alimenticia y manejo
de los cambios de agua, presentan en un cultivo larvario sobre las tasas de

sobrevivencia, instantanea (TIS) y neta (TNS) del erizo rojo S. franciscanus.



4. MATERIALES Y METODO.

4.1. Obtencion de reproductores:

La Bahia de Todos Santos cuenta con varios sitios en los que se presenta el
erizo rojo. Por el facil acceso, los reproductores se obtuvieron en un area rocosa que
se encuentra en la parte sur de Punta Morro, a un costado de la UABC campus
Ensenada (figura 2). Los organismos fueron colectados por medio de buceo libre y en
condiciones de marea baja y se trasladaron al laboratorio donde se colocaron en
tanques con flujo continuo de agua y aereacion, y se alimentaron con Macrocystis

pyrifera y Egregia menziesii, hasta su utilizacién en el desove.

4.2. Induccion al desove:

Como el sexo de los organismos no puede ser diferenciado externamente, se
desovo a los organismos en recipientes de vidrio individuales de 250 mi. Cada uno de
los erizos fué inyectado iniciaimente con 1.5 mi de una solucion salina de KCl a una
concentracion de 0.55 M, insertando la aguja a través de la regién perioral (peristoma)
dentro del celoma, hacia las placas ambulacrales que es dénde se localizan las
génadas. La cantidad de sustancia inyectada dependié de la respuesta que el
organismo presentara en los primeros 5 minutos (Stephens, 1972; Hinegardner, 1975;
Strathmann, 1987). Cuando el desove se completd sobre los vasos de precipitado con
agua de mar filtrada (1 pm.) y pasada por lamparas ultravioleta, se juntaron todos los
ovocitos y espermatozoides por separado. Como los ovocitos completan la meiosis
antes de ser expulsados, fueron fertilizados inmediatamente después de que todos los

organismos completaron el desove.
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FIGURA 2. Localizacion del area de colecta de los reproductores dentro de la
Bahia de Todos Santos.

4.3. Fertilizacion:

| Un mililitro de una suspension densa de espermatozoides fué mezclado con 10
ml de una solucién densa de ovocitos en 200 ml de agua de mar. Cuando los
huevecillos completaron la fertilizacion (observado por el levantamiento de la
membrana de fertilizacion después de 10 minutos aproximadamente) se procedié a
lavarlos repetidamente (al menos tres veces) a través de un tamiz de 48 pm con agua
de mar filtrada (1pm), para eliminar el exceso de esperma (Stephens, 1972).
Posteriormente los huevos fueron colocados en dos cubetas de 15 | de capacidad sin

aireacion, hasta las 48 horas, para iniciar los experimentos.



4.4. Disefio experimental y cultivo de larvas:

Se utilizé un modelo de un factor fijo, analizando por separado cada una de las
variables independientes: a) densidad de larvas, b) racién de alimento, y c) tiempo del
cambio de agua del cultivo. Se trabajé con tres replicas y el acomodo de los
recipientes experimentales asi como la toma de muestras, fué siempre aleatoria. El

modelo se representa de la siguiente manera:

Yij= p,-l-‘ci+[3j+8ij

donde:

Y; = Tasas Instantanea (TIS) y Neta (TNS) de sobrevivencia en la j-ésima
réplica del i-ésimo factor.

p = Media general de todas las observaciones.

1 = Efecto del i-ésimo factor A.

B; = Efecto del nivel j-ésimo.del factor B.

€ = Error asociado con la k-ésima observacion en el j-ésimo nivel de B,
del iésimo factor A.

A = Cualquiera de las variables probadas en la proporcion menor.

B = Las variables en la proporcion mayor.

A los dos dias, cuando los huevos eclosionaron y alcanzaron el estadio de
prisma (donde ya se observa la boca desarrollada), se iniciaron los experimentos. En
todos los casos los recambios de agua se hicieron diariamente si no se indica lo
contrario.

Se llevaron a cabo cinco experimentos por triplicado en cubetas con capacidad
de 15 I. El disefio experimental de los tratamientos fué el siguiente (tabla I):

Los experimentos E1 y E2 para determinar el efecto de la densidad en la
sobrevivencia larvaria se basan en dos tratamientos. En el E1 la racién alimenticia

inicial es de 5 000 células/ml y en el E2 de 10 000 células/mi. El tratamiento T1 en
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ambos experimentos fué puesto a una densidad inicial de 2 larvas/mly el T2 a 4
larvas/ml.

Para determinar el efecto de la racién alimenticia en el cultivo de larvas se
montaron dos experimentos, E3 y E4, cuya densidad de cultivo fué de 2 larvas/ml y 4
larvas/ml, respectivamente. Los tratamientos para ambos experimentos fueron con una
racién alimenticia de 5 000 células/mli (T1) y de 10 000 células/ml (T2).

Se montd un experimento, E5, cuya variable fué la periodicidad en los cambios
de agua. La densidad inicial fué de 2 larvas/ml y la racién alimenticia de 5 000
células/ml para ambos tratamientos. En el T1 el cambio de agua se realizé cada tercer

dia, y en el T2 se hizo diariamente.

TABLA |. Descripcion de los tratamientos experimentales utilizados para conocer
los efectos de la densidad de cultivo (E1 y E2), racion alimenticia (E3
y E4) y forma de los recambios de agua (E5); sobre la Tasa
Instantanea de Sobrevivencia (TIS) y la Tasa Neta de Sobrevivencia
(TNS) de la larva de Strongylocentrotus franciscanus.

VARIABLE E1 E2 E3 | E4

™ T2 ™ T2 L T2 T1 T2

Densidad de cultivo.
(# larvas/ml) 2 4 2 4 2 2 4 4

Racion alimenticia
(# células/ml) 5000 5000 [10000|10000| 5000 {10 000 5000 |10 000

Recambio de agua. Diario | Diario | Diario | Diario | Diario | Diario | Diario | Diario

VARIABLE E5
T1 T2
Densidad de cultivo.
(# larvas/ml) 2 2
Racion alimenticia
(# células/ml) 5000 5 000
Recambio de agua. Cada terce| Diario
dia

Para todas las cubetas de los experimentos fué suministrada aireacién continua,
y el alimento proporcionado en todos los tratamientos fué a base de la microalga

Rhodomonas sp. incrementandose la dosis en un 50% para cada estadio subsecuente
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al inicial (Cameron y Hinegardner, 1974; Rassoulzadegan et. al, 1984). Las cubetas
fueron colocadas y distribuidas homogéneamente de forma aleatoria en el area
experimental para amortiguar efecto de iluminacién y otros factores externos sobre los
cultivos. La temperatura no fué controlada y en los recambios de agua se utilizé agua
de mar filtrada (1um) y pasada por luz ultravioleta (UV).

El pH y el oxigeno disuelto fueron medidos cada 7 dias durante las evaluaciones
del experimento antes y después de los recambios de agua, tanto en la superficie
como en el fondo de las cubetas (tabla 1ll), también se hicieron las mismas mediciones
en una cubeta con agua solamente (blanco), la cual se llenaba para las mediciones

Unicamente.

4.6. Evaluaciones:

Las larvas fueron medidas y contadas en tres ocasiones realizadas a los 9, 16 y
23 dias después de haberse montado ios experimentos. La descripcion de cambios
morfolégicos que se presentaron durante el desarrollo larvario fué basada en

observaciones diarias de las larvas en los diferentes experimentos.

4.6.1. Descripcion del desarrollo larvario:
Desde el momento de la obtencidn de las gametas se procedié a la observacion

de éstas a través de un microscopio compuesto para poder seguir los cambios
morfolégicos sucedidos en los embriones y larvas hasta llegar a la metamorfosis y
asentamiento. Se determinaron tanto el tiempo de duracién en cada estadio, como los

cambios que caracterizan a cada uno de ellos.

4.6.2. Conteo de las larvas:
Se concentraron las larvas de cada cubeta en un volumen conocido y

homogenizando el contenido, se tomé 1 ml de la solucién colocandose sobre una

camara de conteo (Redwick Rafter de 1 ml de cap). A través de un microscopio
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compuesto se evaluaron al menos tres muestras, dependiendo de la variabilidad de los

conteos.

4.6.3. Medicion de las larvas:

Para medir el tamafio de las larvas se utilizaron dos parametros que son el
ancho mayor de la larva y la altura maxima (ver figura 3); utilizando para ello un
microscopio compuesto con una reglilla calibrada. Las larvas fueron colocadas sobre
una camara de conteo (Redwick Rafter de 1 ml de cap) y vistas a través del
microscopio para sacar la medida directa. El tamafio reportado para la larva fué el
largo promedio de la larva en cada estadio, el cual es el parametro mas representativo
en cuanto al crecimiento larvario. Debido a que el desarrollo y crecimiento no es
homogéneo, se determind la talla cuando mas del 50% de los embriones o larvas

llegaron al estadio inmediato superior.

FIGURA 3. Medidas reportadas para las larvas del erizo rojo S. franciscanus
(larva pluteus de seis brazos A; y pluteus en ocho brazos B). Longitud
distal maxima de brazos postorales (L) y abertura maxima de la larva

(a).
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4.7. Analisis estadisticos:

Con base en los conteos de las larvas en cada evaluacion fueron calculadas la
tasa instantanea de sobrevivencia (TIS) y la tasa neta de sobrevivencia (TNS), mismas

que se representan de la siguiente manera:

TNS=N,/N,

y...
TIS=N,/N, 4

donde:
Ni= Numero de larvas en alguna de las evaluaciones.
Nw1= Numero de larvas en la evaluacion anterior.

No= Numero inicial de larvas (30 000 6 60 000, segun el caso).

A las tasas de sobrevivencia de las variables independientes que se analizaron
se les aplicd un andlisis de normalidad (Kolmogorov-Smirnov), y posteriormente se
sometieron a una prueba de homogeneidad de varianzas (Bartlett) que determind la
utilizacion de un Analisis de Varianza (ANOVA) paramétrico de una via, y en los casos
donde se encontraron diferencias significativas (P<0.05), se les aplico un analisis a
posteriori de Tukey. Todos los analisis estadisticos fueron realizados en el paquete
estadistico STATGRAPHICS (version 6.0), a un nivel de confianza del 95%. («=0.05).

Para determinar algun efecto de las variables independientes sobre el tamario de
las larvas en los experimentos, se aplicd un Andlisis de varianza no paramétrico

(Kruskal-Wallis) a las tallas obtenidas.
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5 RESULTADOS.

5.1. Desoves y experimentos preliminares:

Desde el mes de octubre de 1993 se realizaron una serie de experimentos en los
que se probaron raciones alimenticias, densidades diferentes de cultivo, métodos de
desove y fertilizacién, debido a la falta de informacion de este tipo para el cultivo
larvario en Baja California.

De los experimentos preliminares se obtuvo informacion importante para el
conocimiento del erizo rojo en nuestras costas. Se encontré que la comunidad de
erizos utilizados como reproductores, presenté durante los desoves en el mes de
febrero de 1994 la méxima cantidad de ovocitos maduros (entre 9 y 8.5 millones de
ovocitos/hembra), mientras que el esperma arrojado en €l periodo de octubre de 1993
a junio de 1994 mostré actividad, aunque variando en cuanto a la cantidad de este.

En cuanto a las dietas probadas, solo Dunaliella tertiolecta 'y Monochrysis lutherii
tuvieron aceptacién por parte de las larvas, ademas de alcanzar un desarrollo hasta
fases preliminares a la metamorfosis. En base a los resultados encontrados con las
anteriores especies, se trajo una microalga llamada Rhodomonas sp utilizada en larvas
de otros equinoideos con cierto éxito. Dicha especie fué base para completar el
desarrollo larvario (tabla Il) y poder describirlo en esta investigacion.

Las densidades de cultivo en las que se alcanzaron desarrollos mas avanzados
fueron las menores a 2 larvas/mi.

Los experimentos preliminares aportaron informacién basica que determiné las
caracteristicas de los tratamientos experimentales desarrollados en el mes de febrero

y abril (tablas Ill a VII), cuyos resultados se reportan en el presente trabajo.
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5.2. Desarrollo larvario:

Los ovocitos no presentaron una forma esférica perfecta (figura 4), y su diametro
aproximado fué de 110pum antes de la fertilizacién (tabla Il). Aproximadamente entre 5
y 10 minutos después de la fertilizacion, se observo la aparicion de la membrana de
fertilizacion (figura 5). Desde el momento en que la membrana de fertilizacion fué
visible, transcurrié un tiempo siempre mayor a 2:30 hrs hasta que las divisiones
celulares sucedieron (figuras 6 y 7). El diametro del huevo fertilizado se mantuvo en
140pm (incluyendo la membrana de fertilizacién), hasta el estadio de mérula. La
primera divisién celular se llevé a cabo a las 2:30 horas (figura 6), y después el tiempo
entre las subsecuentes divisiones celulares fué mas corto. Aproximadamente a las 3
horas después de la fertilizacion se completd la segunda division celular y algunos
huevos comenzaron la tercera (figura 7), Durante la tercera division se observé la
diferenciacion en la division de los macromeros que produjeron células de un tamario
menor, ésta fase se completd a las 4 horas postfertilizacion. Las cuarta y quinta
division celular fueron claras hacia las 5 y 5:30 horas, respectivamente. Las siguientes
divisiones no fueron distinguidas claramente y aproximadamente a las 7 horas
después de la fertilizacién se alcanzo el estadio de mérula, que mantuvo adn el
diametro de 140um. El diametro aumenté a 150um para el estadio de blastula (9 horas
postfertilizacion), y permanecié sin cambio hasta el comienzo de la invaginacion en la
fase temprana de la gastrula (20-22 hrs postfertilizacién, figura 9). El estadio de
gastrula terminé con la eclosion del huevo, aproximadamente de 40 a 48 hrs después
de la fertilizaciéon. Los estadios de blastula y gastrula mostraron ser estructuras
ciliadas, lo que les permite cierta movilidad. En la fase temprana de la gastrula, incluso
se observa una rotacion sobre su propio eje polar, lo que es posible que facilite el inicio
de la invaginacién del cuerpo que da origen al arquenterén y forma el sistema digestivo
antes que se completara la fase de prisma. Segun lo describen Burke y Chia (1980), el
sistema digestivo se forma a partir de un tubo que sufre dos constricciones llamadas
esfinters que lo dividen en tres sacos antes de la eclosion (el eséfago, estomago e

intestino), momento en el que se forma la boca. La formacion del sistema digestivo



16

larvario fué acomparnado por la aparicién de dos estructuras que sostienen el cuerpo
antes de la eclosién; estas estructuras de calcita, con matriz organica y triradiadas
llamadas espiculas, son secretadas por el mesénquima (Okazaki, 1975; Emlet, 1982
en Strathmann, 1987).

Aproximadamente entre 40 y 45 horas después de la fertilizacion ocurrio la
eclosion, dando origen a una fase larvaria denominada prisma, que como describe
Strathmann (1971; et al, 1992), posee ya un sistema digestivo funcional completo (con
boca y ano) y un sistema ciliar que cubre todos los bordes con una funcion de dar

movilidad y capacidad de alimentacién a la larva.

TABLA Il. Diferentes estadios del desarrollo larvario en el erizo rojo
Strongylocentrotus franciscanus, en un cultivo entre 16 y 19°C, y
alimentado con Rhodomonas sp.

ESTADIO TIEMPO LONGITUD (um)
Ovocito 0 hrs 110
Huevo 10 min 140
1a division 2:30 hrs 140
2a division 3:30 hrs 140
3a division 4:30 hrs 140
Blastula 9 hrs 150
Gastruia 20-22 hrs 150
Eclosidn 40-48 hrs 230
Pluteus 4-B 4d 416
Pluteus 6-B 7d 545
Pluteus 8-B 14-18 d 630
Maxima pluteus 22 d 730
Rudimento max. 22-24 d 550
Juvenil 23-28d 450

A partir de la fase prisma, la temperatura en el cultivo se mantuvo entre 16°C y
19°C. El estadio prisma presentd un tamario promedio de 230um. La larva se
comienza a alimentar tres dias después de la fertilizacién. Poco después la larva
proyectd 4 brazos (2 en posicidn post-oral y 2 anterolaterales, figura 10) soportados
por un arco dorsal calcificado al igual que otras espiculas que forman un esqueleto,

soportan el cuerpo larvario. En este estadio el cuerpo de la larva presentd células
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dispersas con una pigmentacién caracteristica de la especie, de un color rojizo a
purpura y que permanecio hasta los Ultimos estadios larvarios. La larva pluteus de 4
brazos midié en promedio 416um. Hacia los 10 6 12 dias después de la fertilizacion, el
cuerpo larvario ahora méas ancho (figura 11), proyecté otro par de brazos en posicion
posterodorsal y este estadio, denominado pluteus de 6 brazos, midié en promedio
545um (longitud distal de los brazos postorales).

Para los 16-17 dias, la larva se desarrollé a pluteus de 8 brazos con la aparicion
de otro par de brazos en posicién preoral (figura 12); en este estadio la longitud
promedio fué de 609um. La larva empezé a manifestar una serie de cambios
encaminados a prepararse para llegar a una fase de competencia al asentamiento y

metamorfosis

ovo

el

FIGURA 4. Ovocitos maduros sin fertilizar. La barra representa 58um.
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FIGURA 5. Huevos fertilizados (5 minutos). La barra representa 93um. (h=huevo,
mf=membrana de fertilizacion).

FIGURA 6. Estadio de 2 células (2:30 hrs después de la fertilizacién). La barra
representa 20um. (cd=division celular).
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FIGURA 7. Estadios de 4 y 8 células (3 hrs y 4:15 hrs después de la fertilizacion,
respectivamente). La barra representa 74pm. (2d=segunda division
celular, 3d=tercera division celular).

L3

FIGURA 8. Estadio de blastula temprana (9 hrs después de la fertilizacion). La
barra representa 79um.
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FIGURA 9. Estadio de gastrula temprana (21-22 hrs después de la fertilizacion).
La barra representa 16.5um. (inv=comienzo de la invaginacion del

arquenterén, pv=polo vegetal).

FIGURA 10. Larva pluteus de 4 brazos (4 dias después de la fertilizacion). La
barra representa 83um. (esp=espiculas, i=intestino, e=estéomago,
b=boca).
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FIGURA 11. Larva pluteus de 6 brazos (7 dias después de la fertilizacion). La
barra representa 88um. (esp=espicula, bpo=brazos postorales,
bpd=brazos posterodorsales, bal=brazos anterolaterales).

5.2.1. Estadio de competencia al asentamiento y metamorfosis.
El primer cambio morfolégico observado en la larva para prepararse a la

metamorfosis fué el crecimiento del saco celémico en el lado izquierdo a través de una
invaginacioén, éste saco di6 origen posteriormente a el rudimento juvenil o equinoideo.
Al crecer el rudimento hasta alcanzar a ocupar la mayor parte del vestibulo (figura 12),
se observaron otros cambios en la larva, tales como la formacién de dos largas bandas
de cilios en la base de los brazos post-orales y posterodorsales, llamadas epaulettes
(figura 12) y que tienen una funcién motriz, ésto es caracteristico en las larvas de
strongylocentrotidos. La pluteus tardia de 8 brazos presenté entonces cinco pies
tubulares primarios con los que explora el sustrato. Otro aspecto de la larva
competente fué la presencia de pedicelaria funcional (figura 12). Los ultimos cambios
estructurales fueron acompariados por cambios en el comportamiento larval, tales
como el decremento en la actividad natatoria, intercalando su actividad exploratoria
benténica con algunos pequefios saltos a la columna de agua. El tamafio promedio

durante el estadio pluteus de 8 brazos tardia (larva competente a metamorfosis) fué de
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675um con un maximo alcanzado de 730pm (tabla Il y figura 12). Cuando la larva
recibio el suficiente estimulo del medio para disparar los eventos del asentamiento y
metamorfosis, en éste caso por parte del sustrato (pelicula de diatomeas bentdnicas
en las cubetas), los tejidos larvarios comenzaron a reabsorberse hacia la superficie del
rudimento juvenil mostrando un decremento de talla al perder los brazos y quedar solo
una masa globosa que da origen al juvenil; durante esta fase el didametro promedio fué
de 550um (ver tabla II).

e

A

FIGURA 12. Larva pluteus de 8 brazos (14-18 dias después de la fertilizacion). La
barra representa 198.5um). (rud=rudimento juvenil o equinoideo,
epa=epaulettes anteriores, epp=epaulettes posteriores, p=pedicelaria).
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FIGURA 13. Juvenil del erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus recién
metamorfizado (23-28 dias después de la fertilizacién). La barra
representa 210um. (ptp=pies tubulares primarios, etf=espinas
trifurcadas en la cara aboral, el=espina lanceolada en la region oral).

5.2.2. Postlarvas y juveniles.
Después de 23 dias de la fertilizacién se observé a los primeros juveniles

metamorfizados, siendo hasta los 28 dias cuando todas las larvas sobrevivientes se
transformaron en pequefios erizos de aproximadamente 450um de diametro (solo la
testa). Al aparecer las espinas de los juveniles, se observé una diferenciacion en
cuanto a la forma de éstas; mientras un tipo fueron lanceoladas y dispersas
homogéneamente, otro tipo fueron trifurcadas y solo se encontraron en la cara aboral
del juvenil (figura 13 y 14). Mas tarde las espinas del juvenil fueron remplazadas por
las espinas del adulto. Después de la tercera semana, fueron proporcionadas
macroalgas a los juveniles del erizo rojo de tal manera que se alimentaran
simultaneamente de la pelicula de diatomeas y de las macroalgas (Macrocystis pyrifera

y Egregia menziesii, figura 15)
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FIGURA 14. Juvenil del erizo rojo rojo Strongylocentrotus franciscanus recién
metamorfizado (23-28 dias después de la fertilizacion). La barra
representa 225um. (ptp=pies tubulares primarios, el=espinas
lanceoladas en la cara oral).

FIGURA 15. Juvenil del erizo rojo rojo Strongylocentrotus franciscanus sobre
Macrocystis pyrifera (dos semanas después de la metamorfosis).
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A los 60 dias después de la fertilizacion y 32 después de la metamorfosis, el
juvenil presentd un didmetro maximo de 13 mm. Debido a que en ninguna fase del
desarrollo el crecimiento es homogéneo, se reportaron los tamafios cuando mas del
50% de las larvas o juveniles se encuentran en el estadio inmediato superior. Los
juveniles alcanzaron un diametro méximo de la testa de 20 mm a los tres meses y
medio postmetamorfosis, presentaron una pigmentacion rojiza como los adultos. A los

seis meses el diametro maximo de la testa fué de 30 mm.

5.3. Factores fisicoquimicos:

El oxigeno varié entre 7.6 y 7.8 ppm en todos los experimentos para antes del
recambio de agua en todas las cubetas, tanto para el fondo como para la superficie;
siendo de 8.0 ppm los valores después de los recambios de agua en todos los casos.
En el blanco, el nivel de oxigeno siempre fué de 8.2 ppm.

El pH se mantuvo en 8.1 en todas las mediciones de los experimentos, antes y

después del recambio de agua, mientras que para el testigo fué de 8.2.

5.4. Efecto de la densidad de cultivo:

Hay que mencionar cierta variabilidad que se presentd entre las réplicas por lo
cual, en algunos casos no se encontraron diferencias estadisticas y no se destacé
algin efecto de las variables en la sobrevivencia, y aunque este problema podria
haberse previsto al incrementar el nimero de réplicas (evitando efectos cubiertos), el
numero de recipientes hubiera aumentado, lo que no fué posible por limitaciones en la
infraestructura del laboratorio. Por lo anterior en algunos casos se reforzaron las
sugerencias de manejo en los cultivos, con estudios realizados por otros autores.

Debido a que no se encontraron diferencias significativas (P>0.05) para las tallas

en las diferentes fases de desarrollo embrionario y larvario, se reportan séio las tallas
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promedio para cada estadio (tabla Il y figura 16) y en el caso de las postlarvas se

reportan las tallas maximas alcanzadas.

LONGITUD (pm)

0 25 4 7 16 23 2328
EDAD (dias

FIGURA 16. Longitud promedio de los diferentes estadios a partir del huevo de
S. franciscanus, cultivado entre 16-19°C, y el tiempo de duracién en
cada fase. P=prisma, 4-B=pluteus cuatro brazos, 6-B=pluteus seis
brazos, 8-B=pluteus ocho brazos, RJ=rudimento juvenil, y

JUV=juvenil.

"En el muestreo del noveno dia (primera evaluacién) se encontraron diferencias
significativas (P=0.0063) en las tasas de sobrevivencia (TIS y TNS) de los
experimentos en los que se evalué el efecto de la densidad de cultivo.

Las mayores tasas de sobrevivencia se obtuvieron en los tratamientos con la
menor densidad inicial de larvas (2 larvas/ml), siendo de 0.4351 para el T1 del E1 y de
0.4555 para el T1 del E2 (tablas lll y IV, figuras 17 y 18). El tratamiento T2 del
experimento E1 presentd una tasa de sobrevivencia de 0.1648, mientras que para el

tratamiento T2 del experimento E2 fué de 0.1203.
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A pesar de que no se presentaron diferencias (P>0.05) en la segunda evaluacion
(dia 16), se observa un mayor nimero de larvas sobrevivientes en los tratamientos con
una densidad inicial de 2 larvas/ml.

En la tercera evaluacién (dia 23, ver figura 18B), la TNS presento también
diferencia significativa (P=0.035) y nuevamente los tratamientos con una densidad
inicial de 2 larvas/ml presentaron las mayores tasas de sobrevivencia, reflejandose en
el numero de larvas sobrevivientes (T1 del E1 con 467 larvas y T1 del E2 con 527),
comparado con los tratamientos a una densidad inicial de 4 larvas/ml (T2 del E1 con
555 larvas y T2 del E2 con 255, tabla V).

TABLA lll. Tasa Instantanea de Sobrevivencia (TIS) y Tasa Neta de Sobrevivencia
(TNS), para para determinar el efecto de la densidad de cuitivo. La
racion alimenticia inicial fué de 5 000 células/ml y los recambios de
agua se hicieron diariamente. Los tratamientos con diferencia
significativa se representan con asteriscos (*).

EXPERIMENTO 1 (TIS) | EXPERIMENTO 1 (TNS)
T1 T2 T1 T2
EVALUACIONES Densidad Densidad Densidad Densidad
baja aita baja alta
Inicial 1.0 1.0 1.0 1.0
2 dias 30 000 larvas | 60 000 larvas | 30 000 larvas 60 000
larvas
1a evaluacion 0.4351 0.1648 0.4351 0.1648
9 dias 13 053 larvas | 9888 larvas | 13 053 larvas | 9 888 larvas
2a evaluacion 0.07 0.0766 0.0304 0.0126
16 dias 914 larvas 757 larvas 914 larvas 757 larvas
3a evaluacion 0.5112 0.7334 0.0155 0.0092
23 dias 467 larvas 555 larvas 467 larvas 555 larvas
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TABLA IV. Tasa Instantanea de Sobrevivencia (TIS) y Tasa Neta de Sobrevivencia
(TNS), para para determinar el efecto de la densidad de cultivo. La
racion alimenticia inicial fué de 10 000 células/ml y los recambios de
agua se hicieron diariamente. Los tratamientos con diferencia
significativa se representan con asteriscos (*).

EXPERIMENTO 2 (TIS) EXPERIMENTO 2 (TNS)
T1 T2 T1 T2
EVALUACIONES Densidad Densidad Densidad Densidad
baja alta baja alta
Inicial 1.0 1.0 1.0 1.0
2 dias 30 000 larvas | 60 000 larvas | 30 000 larvas 60 000
larvas
1a evaluacion 0.4555** 0.1203** 0.4555** 0.1203**
9 dias 13665 larvas | 7 218 larvas | 13665 larvas | 7 218 larvas
2a evaluacién 0.05 0.0766 0.0227 0.0092
16 dias 683 larvas 553 larvas 683 larvas 553 larvas
3a evaluacion 0.7708** 0.4605** 0.01756** 0.0042**
23 dias 527 larvas 255 larvas 527 larvas 255 larvas

5.5. Efecto de la racion alimenticia:

En la primera evaluacién (dia 9), se encontré una diferencia significativa
(P=0.0063) para las tasas de sobrevivencia.

Se presentaron las mayores sobrevivencias en los tratamientos con una racion
inicial de 5 000 células/ml (figuras 19 y 20, tablas V y VI), correspondiendo a 0.4351
para' el tratamiento T1 del experimento E3 y 0.1648 para el T1 del E4. Para la
segunda evaluacién a los 16 dias, no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos de los experimentos (P>0.05).

En la evaluacion final (dia 23) se encontraron diferencias (P=0.0035) en las tasas
de sobrevivencia TNS, que definieron un comportamiento igual al observado en la
primera evaluacion, encontrando valores de 0.0155 y 0.0092 para los tratamientos con
una racién de 5 000 células/ml, correspondiendo el primer valor, al cultivo con una
densidad larvaria menor (T1 del E3) y el segundo al experimento con una densidad de
4 larvas/ml (T1 del E4).
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TABLA V. Tasa Instantanea de Sobrevivencia (TIS) y Tasa Neta de Sobrevivencia
(TNS), para para determinar el efecto de la raciéon alimenticia. La
densidad de larvas inicial fué de 2 larvas/ml y los recambios de agua se
hicieron diariamente. Los tratamientos con diferencia significativa se
representan con asteriscos (*).

EXPERIMENTO 3 (TIS) EXPERIMENTO 3 (TNS)
T T2 T T2
EVALUACIONES | Racién baja Racioén alta Racién baja | Racidn alta
Inicial 1.0 1.0 1.0 1.0
2 dias 30 000 larvas 30 000 larvas | 30 000 larvas 30 000
larvas
1a evaluacion 0.4351 0.4555** 0.4351 0.4555**
9 dias 13 053 larvas 13 665 larvas | 13 053 larvas 13 665
larvas
2a evaluacioén 0.07 0.05 0.0304 0.0227
16 dias 914 larvas 683 larvas 914 larvas 683 larvas
3a evaluacion 0.5112 0.7708** 0.0155 0.01756
23 dias 467 larvas 527 larvas 467 larvas 527 larvas

TABLA VI. Tasa Instantanea de Sobrevivencia (TIS) y Tasa Neta de Sobrevivencia
(TNS), para para determinar el efecto de la racion alimenticia. La
densidad de larvas inicial fué de 4 larvas/ml y los recambios de agua se
hicieron diariamente. Los tratamientos con diferencia significativa se
representan con asteriscos (*).

EXPERIMENTO 4 (TIS) EXPERIMENTO 4 (TNS)
T1 T2 T1 T2
EVALUACIONES | Racién baja Racioén alta Racién baja | Racion alta
Inicial 1.0 1.0 1.0 1.0
2 dias 60 000 larvas 60 000 larvas | 60 000 larvas 60 000
larvas
1a evaluacion 0.1648 0.1203** 0.1648 0.1203**
9 dias 9 888 larvas 7 218 larvas 9 888 larvas | 7 218 larvas
2a evaluacion 0.0766 0.0766 0.0126 0.0092
16 dias 757 larvas 553 larvas 757 larvas 553 larvas
3a evaluacién 0.7334 0.4605** 0.0092 0.0042**
23 dias 555 larvas 255 larvas 555 larvas 255 larvas
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5.6. Efecto por el manejo en los recambios de agua:

No se presentaron diferencias significativas (P>0.05) entre los tratamientos del
experimento para determinar el efecto de los recambios de agua (tabla VII, figura 21).
Aunque la TNS es ligeramente mayor hacia el noveno dia de cultivo en el tratamiento
con los recambios de agua diarios (T2).

Para las siguientes fases del quinto experimento (ES5), el comportamiento se
invierte, aumentando las tasas de sobrevivencia del tratamiento con recambios de
agua cada tercer dia (T1); ademas de que las larvas mostraron una mejor apariencia
en cuanto a su forma, pues en el experimento con los recambios de agua diarios, las
larvas mostraron un aspecto de deterioro, reflejado en el cuerpo opaco, la deformidad

del mismo y la proyeccion de las espiculas fuera del cuerpo larvario.

TABLA VII. Tasa Instantinea de Sobrevivencia (TIS) y Tasa Neta de
Sobrevivencia (TNS), para para determinar el efecto de los cambios de
agua. La densidad de larvas inicial fue de 2 larvas/ml y la racién
alimenticia proporcionada de 5 000 células/mi. Los tratamientos con
diferencia significativa se representan con asteriscos (*).

EXPERIMENTO 5 (TIS) EXPERIMENTO 5 (TNS)
T T2 T T2
Cambio cada | Cambio diario | Cambio cada Cambio
EVALUACIONES tercer dia tercer dia diario
Inicial 1.0 1.0 1.0 1.0
2 dias 30 000 larvas 30 000 larvas | 30 000 larvas 30 000
larvas
1a evaluacién 0.374 0.4351 0.374 0.4351
9 dias 11 220 larvas 13 053 larvas | 11 220 larvas 13 053
larvas
2a evaluacion - 0.1266 0.07 0.0473 0.0304
16 dias 1420 larvas 914 larvas 1420 larvas 914 larvas
3a evaluacion 0.6618 0.5112 0.0313 0.0155
23 dias 940 larvas 467 larvas 940 larvas 467 larvas
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FIGURA 17. Tasa Instantanea de Sobrevivencia (A) y Tasa Neta de Sobrevivencia

(B) calculadas en los cultivos larvarios de S. franciscanus, con una
racion alimenticia inicial de 5 000 células/ml y recambios de agua
diarios (E1); para medir el efecto que la densidad larvaria tiene en la
sobrevivencia. T1=Densidad baja=2 larvas/mi, y T2=Densidad alta=4
larvas/ml.
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FIGURA 18. Tasa Instantanea de Sobrevivencia (A) y Tasa Neta de Sobrevivencia
(B) calculadas en los cultivos larvarios de S. franciscanus, con una
raciéon alimenticia inicial de 10 000 céluias/ml y recambios de agua
diarios (E2); para medir el efecto que la densidad larvaria tiene en la
sobrevivencia. T1=Densidad baja=2 larvas/ml, y T2=densidad alta=4
larvas/ml.
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FIGURA 19. Tasa Instantanea de Sobrevivencia (A) y Tasa Neta de Sobrevivencia

(B) calculadas en los cultivos larvarios de S. franciscanus, a una
densidad inicial de 2 larvas/ml y recambios de agua diarios (E3); para
medir el efecto que la racién de alimento tiene en la sobrevivencia.
T1=Désis baja de alimento=5 000 células/ml, y T2=désis alta=10 000
células/mi.
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FIGURA 20. Tasa Instantanea de Sobrevivencia (A) y Tasa Neta de Sobrevivencia
(B) calculadas en los cultivos larvarios de S. franciscanus, a una
densidad inicial de 4 larvas/ml y recambios de agua diarios (E4); para
medir el efecto que la racién de alimento tiene en la sobrevivencia.
T1=Désis baja de alimento=5 000 células/ml, y T2=désis alta=10 000
células/mi.
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FIGURA 21. Tasa Instantanea de Sobrevivencia (A) y Tasa Neta de Sobrevivencia

(B) calculadas en los cuitivos larvarios de S. franciscanus, a una
densidad inicial de 2 larvas/ml y con una racién alimenticia inicial de 5
000 células/mi (E5), para medir el efecto que el manejo en los
recambios de agua tiene en la sobrevivencia. T1=Recambio c/3er diay
T2=recambio diario, se refieren a la frecuencia en el recambio de agua
del cultivo.



6. DISCUSION.

6.1. Desoves y experimentos preliminares:

Durante el periodo de estudio, las hembras manifestaron variaciones tanto en la
cantidad de gametas arrojadas como en el porcentaje de ovocitos maduros, durante
los desoves. Los machos presentaron esperma activo en todos los desoves realizados.
Debido a que el KCI utilizado como inductor del desove es un quimico que causa
contracciones musculares en el organismo, provoca que este arroje las gametas de
una manera indiferente en cuanto al estado de maduracién en los ovocitos. inclusive
desovando en algunas ocasiones una porcién de gametas inmaduras;

En los experimentos preliminares llevados a cabo, aunque no se alcanzé la
metamorfosis en ninguno de ellos, se obtuvieron los mayores alcances en el desarrollo
(hasta obtener larvas pluteus de 8 brazos) en aquellos que fueron realizados con bajas
densidades larvarias. Algunos efectos se observaron sobre el cultivo en los
experimentos con altas densidades de larvas, tales como: un retraso én el desarrollo
de las larvas, aumento de desechos orgdnicos y la abundancia de bacterias y
protozoarios que provocan un aumento en la mortalidad de las larvas, entre otros.

Los ovocitos obtenidos en varios desoves realizados en los meses de mayo y
junio, fueron en su mayoria arrojados empaquetados, lo que significo un numero
reducido de gametas maduras. Esto fué debido posiblemente a que el periodo de
maduracién y desove naturales ya habian transcurrido en el area donde se obtuvieron
los reproductores, y las gbnadas se encontraban en la fase de reabsorcion, al igual
que Urias-Gonzalez (1994) encontrd en una comunidad de erizo rojo cercana al sitio
en que colectamos a los reproductores, para el mismo periodo del afio.

Durante el periodo de experimentos preliminares, las especies de microalgas que
presentaron un poco de éxito como complementarias fueron: Monochrysis Iutherii y
Dunaliella tertiolecta, lo cual ha sido encontrado también en estudios reportados con

anterioridad para otros equinoideos (Hinegardner, 1969; Miller, 1989).



6.2. Desarrollo larvario:

Algo muy interesante fué la relacién que tiene el grado de madurez en los
ovocitos con el periodo de tiempo que tardé en elevarse la membrana de fertilizacion.
Cuando se obtuvieron los maximos desoves con gametas en buenas condiciones, el
tiempo en que se levanté la membrana no excedié los 5 min; pero cuando los desoves
arrojaron un bajo nimero de gametas, a veces empaquetadas; dicho tiempo llegé a
ser de hasta 15 min, presentando un bajo éxito de fertilizacion e incluso una mala
fertilizacion.

Cémo sucede en el medio natural, dependiendo de la ubicacién geogréafica en el
que se encuentra la especie (Strathmann, 1979), el aspecto de la temperatura es muy
importante, ya que controla los ciclos de maduracién y los periodos de desove, pues
no es sino hasta que la temperatura es mas estable cuando se asegura una exitosa
finalizacion del desarrollo larvario en medio natural (Buckle et. al, 1978; Johnson, 1930
y Sakairi et. al, 1989). En laboratorio también se ha demostrado la importancia que
tiene la temperatura como reguladora de la duracién de fases en el desarrollo de

cultivos larvarios de erizo rojo (tabla VIII).

TABLA VIIl. Desarrollo larvario del erizo rojo Strongyiocentrotus franciscanus,
con diferentes tiempos de duracion hasta la metamorfosis como
efecto de la temperatura de cultivo.

TEMPERATURA METAMORFOSIS

FUENTE c (dias)
Emlet et. al, 1987 10 35
Cameron y Schroeter, 1980 12 40-50
R. Strathmann, 1978 7-13 62-131
Johnson, 1930 12-17 >62
Rowiley; en M. Strathmann, 1987 16-17 37
Este estudio, 1994 16-19 23-28

En los casos en que las gametas fueron desovadas dentro de paquetes, el
desarrollo se detuvo en las primeras divisiones celulares, a pesar de haber sido

fertilizadas aparentemente de forma normal. Probablemente lo anterior sea producto
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del estado inmaduro de los ovocitos que los hace poco viables para que se
desarrollen.

Durante la etapa en que la larva es competente a metamorfosis suceden
diversos cambios morfologicos, de los cuales la aparicion de pedicelaria funcional
sobre el cuerpo larvario es muy importante para la identificacion de la larva en el
plancton, pues esta caracteristica sélo la presentan las larvas de ésta especie
(Strathmann, 1987). Esto es de gran importancia, pues en la realizacién de arrastres
en medio natural podemos identificar en base a la abundancia de estas larvas, tanto el
periodo de reproduccién y asentamiento, como la dispersion larvaria y los sitios
potenciales para la captacion de semilla para engordarla en laboratorio.

En el presente trabajo la pelicula de diatomeas bentdnicas utilizada como
estimulo para la metamorfosis, proporcioné resultados aceptables en las larvas,
aunque no pudo cuantificarse dicho éxito debido a que no se quiso arriesgar a las
postlarvas a un exceso de manipuleo, inmediatamente después de la metamorfosis, y
la abundancia de microalgas bentdnicas que disminuy6 la visibilidad de las postlarvas.
A pesar del resultado que presentd la pelicula de diatomeas como inductor de la
metamorfosis, es necesario hacer trabajos en relacién a la fijacién de microalgas y
bacterias sobre sustratos diferentes con el fin de inducir el asentamiento vy
metamorfosis en superficies que simulen al maximo las condiciones naturales, y
determinar de esta manera la funcién que tienen algunos compuestos organicos que
poseen en medio natural algunos organismos como los adultos de equinoideos,
algunas bacterias y las algas coralinas (Cameron y Hinegardner, 1974; Cameron y
Schroeter, 1980; Chengyi, 1985; y Kitamura et al, 1993) que estimulan el
asentamiento y la metamorfosis. Burke (1980) determina que cuando la larva es
competente a metamorfosis solo necesita un estimulo del medio para asentarse y
proceder a los cambios que lo llevaran a ser un juvenil, dicha sefial se capta por medio
del sistema nervioso podial.

Después de tres semanas de haber ocurrido la metamorfosis se comenzo a
alimentar a los juveniles con algunas macroalgas, simultaneamente con las diatomeas

bentdnicas, debido a que las diatomeas no satisfacen totalmente los requerimientos de
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los futuros adultos. Se les comenzé a alimentar de algunas macroalgas como
Macrocystis pyrifera y Egregia menziesii que pudieran cumplir con los requerimientos
inmediatos de las postlarvas, como son la formacién de las espinas para el adulto, la
testa y algunos drganos internos (Cameron y Hinegardner, 1978) ademas del
incremento en el crecimiento. Miller (1989) llevé a cabo el cambio de dieta cuando los
juveniles tenian tallas de 15 mm de didmetro; en el presente trabajo el cambio de dieta
se realizdé cuando los juveniles alcanzaron una talla aproximada de 3 mm, sin tener
una razén en especial, solo estimular el cambio de dieta en forma gradual. El
crecimiento se incrementa de una manera importante cuando el aporte de alimento es
continuo, llevando algunas especies de equinoideos a madurar entre 1 afio (S.
purpuratus, Shaw, 1987) y 1.5 afios (Paracentrotus miliaris, Fridberger et. al, 1979).
Bustos y colaboradores (1991) encuentran un efecto de la temperatura sobre la
duracion del desarrollo larvario y la tasa de crecimiento en juveniles de Loxechinus
albus.

Para Strongylocentrotus franciscanus se ha determinado que el tiempo en el que
alcanza su madurez sexual es entre 1y 2 afios después de la metamorfosis; y alcanza
una talla de 90-100 mm entre 4 y 5 afios, con una tasa de crecimiento anual entre 13 y
25 mm (Kato y Schroeter, 1985). Miller (1989) obtuvo un crecimiento anual de 40 mm a
14°C, alcanzando los 100 mm en aproximadamente 2.5 afios. Las tasas de
crecimiento observadas en las postlarvas obtenidas en este trabajo es de 10 mm por
mes en promedio, por lo cual asumiendo que esta tasa se mantuviera, tedricamente
los juveniles pudieran alcanzar la talla comercial (80 mm) en menos de 1 afo, lo cual
representa una gran importancia debido a el potencial de cultivo del recurso

En el presente estudio las temperaturas fueron mayores que las reportadas en
otros trabajos, lo que determiné a la temperatura cémo el principal factor que reguld la
duracion del desarrollo larvario (tabla IX).

La temperatura mantuvo una relacion inversa con la duracion del periodo larvario
en el cultivo, tal como lo han demostrado algunos trabajos realizados para S.
franciscanus en toda la costa de Norteamérica, siendo el presente el primero para las

costas de Baja California.
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TABLA IX. Efecto de la temperatura sobre el tiempo de desarrollo larvario en el
erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus, comparados en dos
trabajos realizados en diferentes latitudes geograficas.

Johnson, 1930 Este trabajo,

ESTADIO y Strathmann, 1987. 1994
Inseminacién 0.0 HRS 0.0 HRS
1a. Division cel. 2:30 2:30
2a. Division cel. 3:30 3
3a. Division cel. 4:30 4:15
4a. Division cel. 6:30 4:45
5a. Division cel. - 5:15
Blastula - 9
Gastrula 22 21-22
Prisma - 40-48
Pluteus 4-B. 7 DIAS 4 DIAS
Pluteus 6-B. 17 7
Pluteus 8-B. 22 14-18
Pluteus con rud. 28 20
Maxima pluteus 47 22
Rudimento juvenil 62 23
Juvenil >62 23-28
TEMP. DE CULTIVO T°C:12-13°C T7°C:16-19°C

6.3. Factores fisicoquimicos:

- En el presente trabajo, a pesar de que los factores fisicoquimicos como el pH y el
oxigeno mantuvieron una estabilidad en el medio de cultivo, permitiendo un sano
desarrollo de las larvas; los niveles de éstos bajaron en aquellos experimentos que
presentaron un periodo de recambio de agua més largo que en los que se hizo de
forma diaria (tabla lll). De la misma forma se comportaron en algunos de los
experimentos que tuvieron una carga de larvas mayor. Sin embargo, estos pequefos
descensos (rango de 0.1-0.2 grados) en los niveles del pH y el oxigeno disuelto no son
suficientes para considerarlas como variables nocivas para el buen desarrollo del
cultivo y la sobrevivencia de las larvas, en este caso; aunque es un indicio de que en
una escala mayor de cultivo, digamos, piloto comercial, son variables que pueden

mostrar un efecto muy importante en el desarrollo del cultivo.
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6.4. Efecto de la densidad de cultivo:

En general las mejores tasas de sobrevivencia se presentaron en aquellos
experimentos con una densidad inicial de 2 larvas/ml (T1 de los experimentos E1 y
E2), siendo respaldados por el nimero de larvas sobrevivientes (tablas lll y IV); razén
por la cual se puede hacer la recomendacion de utilizar una baja densidad de larvas
inicialmente en los cultivos larvarios (tabla X). Las tasas de sobrevivencia y el nimero
de larvas en cada evaluacién demuestran que la excesiva cantidad de larvas tiene un
efecto perjudicial en el desarrollo de las mismas. Lo anterior podria representar,
ademas de un incremento en la competencia larvaria por espacio y un aumento en la
cantidad de desechos metabdlicos, un reflejo de la necesidad de aumentar la racién
alimenticia de las larvas, el cual podria realizarse para las fases intermedias de
desarrollo (desde pluteus 6-brazos); o también podria adicionarse algun tipo de
microalgas que complemente los requerimientos de las larvas.

Los resultados encontrados no coinciden con los obtenidos en algunos estudios
anteriormente realizados para otros equinoideos en los que no se encontré efecto de la
densidad de cultivo en la sobrevivencia larvaria (Bustos et. al, 1991). pero algo
interesante fué que la densidad de cultivo presenté un efecto sobre las tallas
alcanzadas en los juveniles recién metamorfizados, lo cual es importante si se prueban
diferentes artes de colecta de semilla en los que su selectividad se base en el tamafio
de los juveniles. Hinegardner (1969) y Strathmann (1987), reportaron cierto éxito en
cultivos larvarios manejados a densidades de 0.01 larva/ml y 0.1 larva/mli,
respectivamente; y aunque los volimenes manejados en los experimentos son
menores a los utilizados en el presente estudio, todos los estudios coinciden en la

utilizacion de densidades bajas en los cultivos larvarios.
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6.5. Efecto de la racion alimenticia:

Las tasas de sobrevivencia presentaron diferencias significativas en las pruebas
estadisticas (tablas V y VI), encontrandose un efecto de la racién alimenticia sobre
estas. La cantidad de larvas sobrevivientes en cada una de las evaluaciones determina
un buen desarrollo al aportar inicialmente 5 000 células/ml y aumentar la racion en los
siguientes estadios larvarios. Lo anterior puede ser un manejo adecuado de las
raciones alimenticias, que asegure ser efectivo en un sistema de produccion y reduce
los costos al utilizar solo la mitad de alimento.

Para sentar las bases de una técnica de cultivo, se puede recomendar un
manejo adecuado durante el desarrollo de las larvas, de la siguiente manera:
comenzar alimentando con bajas cantidades de alimento (5 000 células/ml) en los
primeros estadios larvarios (prisma y pluteus 4-B) e incrementarlo al doble para el
siguiente estadio (pluteus 6-B) y conservando ésta désis hasta el final del periodo
larvario. Debido a que la sobrevivencia esta dada por las condiciones naturales del
medio (temperatura, bacterias, amonio, etc) y la cantidad de alimento disponible en el
mismo: son factores que deben tomarse en cuenta para llevar a cabo un cultivo de
larvas, sobre todo si éste va a ser decisivo en el desarrollo de una biotecnia de cultivo
a gran escala; pues cuando la temperatura se incrementa, las condiciones del
metabolismo larvario se aceleran, y en este caso la racién alimenticia debe ser
suficiente para satisfacer los requerimientos demandados.

Algunos trabajos que se han realizado con equinoideos utilizando bajas
cantidades de alimento ( 3 000 células/ml) han tenido buenos resultados. Ademas de
una racién alimenticia adecuada, las caracteristicas de la especie de microalga a
utilizar deben cubrir las necesidades nutricionales de las larvas y el tamafio de esta
debe ser el adecuado (Gonzélez et. al, 1987 y Bustos et. al, 1991).

Strathmann (1987), recomienda para S. franciscanus una racion de 3 00
células/mi utilizando Rhodomonas sp como alimento, y una densidad larvaria menor a

1 larva/mil.
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TABLA X. Condiciones recomendadas en un cultivo larvario, que se obtienen a
partir de los efectos observados en éste trabajo de la densidad de
cultivo, dosis de alimento y manejo de los recambios de agua sobre
la sobrevivencia.

ESTADIOS DENSIDAD DOSIS DE ALIMENTO
(# larvas/ml) (# células/ml)
PRISMA 2 5 000*
PLUTEUS 4-B 2 5 000*
PLUTEUS 6-B 2 10 000*
PLUTEUS 8-B 4 10 000**
JUV. RECIEN MET. SOBREV. PELICULA DE DIATOMEAS***
JUV. DESPUES DE UNA SOBREV. DIATOMEAS Y MACROALGAS***
SEMANA METAMOREF.

* Recambio de agua cada tercer dia
* Recambio de agua cada tercer dia (sin lavar cubetas).
*** Recambio de agua cada semana.

6.6. Efecto por el manejo en los recambios de agua:

A pesar de que no se obtuvieron diferencias significativas en las tasas de
sobrevivencia de los tratamientos en el experimento E5, el mayor numero de larvas
sobrevivientes en las Ultimas fases de desarrollo fueron encontradas en el tratamiento
con los recambios de agua cada tercer dia. El nimero de réplicas para el experimento
fué menor al adecuado, enmascarando posiblemente el efecto por el manejo de los
recambios de agua en la sobrevivencia, ademas de la variabilidad que se presentd en
las réplicas. El efecto del manejo en los recambios de agua también se reflej6 en el
deterioro de las larvas debido al excesivo manipuleo de las mismas.

En la segunda evaluacion a los dieciséis dias de cultivo, el numero total de larvas
sobrevivientes en el tratamiento con recambios de agua cada tercer dia (T1) es un
30% mayor (1 420 larvas) que en el tratamiento con los recambios de agua diarios (T2,
914 larvas); y en la evaluacién final (a los 23 dias), el ndmero total de larvas
sobrevivientes en el primer tratamiento, es el doble que aquel en el que los recambios
de agua se hicieron diariamente (940 larvas contra 467). Mientras mas espaciados se
hicieron los recambios de agua, disminuyé el deterioro de las larvas, reflejandose en

un decremento de la mortalidad en el cultivo.
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Cémo uno de los objetivos de los recambios de agua es la eliminacion de los
metabolitos y toxinas presentes en un medio de cultivo, algunos autores han utilizado
un sistema continuo en el que el recambio se hace lentamente de manera
ininterrumpida, aunque una desventaja es la pérdida de alimento (Bustos et. al, 1991).
Por lo anterior se deben realizar estudios que permitan dar alternativas en el
mejoramiento de la forma de los recambios de agua, una de dichas alternativas es la
utilizacion de sistemas continuos y la limpieza periédica del fondo para eliminar el
exceso de alimento y larvas muertas. En otros trabajos los periodos de los recambios
de agua se alargan hasta una semana (Gonzalez et. al, 1987). Sin embargo ésta
opcién resulta poco aplicable en Baja California, debido a que las condiciones son
diferentes, siendo la temperatura mas elevada que en los lugares dénde se utilizan
recambios de agua mas espaciados (British Columbia, Washington, Japén, Chile, etc),
lo que se traduce en una descomposicién acelerada de los metabolitos, siendo un
sustrato para la proliferacién de bacterias en el cultivo y la utilizacion alternativa de

antibioticos se traduce en un incremento de los costos de produccion.

En base a la informacién generada en el presente trabajo sobre las densidades
de cultivo, racion alimenticia y el manejo de los recambios de agua en un cultivo
larvario, es posible sugerir las caracteristicas que determinan buenas condiciones de
cultivo y que aumentaran la sobrevivencia de las larvas (tabla X).

Al tener una buena técnica en el cultivo de larvas que aporte un buen nimero de
juveniles, ayuda a la continuidad de estudios posteriores, asi como la diversificacion de
las formas de produccién de erizo, que satisfaga la creciente demanda internacional de
éste producto.

Algunos estudios que necesitan un aporte constante de juveniles son sobre todo
de maduracion, repoblamiento, engorda, etc. A pesar de haber generado informacion
valiosa para el desarrollo de una biotecnia de cultivo larvario, se necesita de mayor
investigacién en algunos aspectos que eleven las tasas de sobrevivencia.

Este trabajo ademas de ser una base para el desarrollo de una biotecnia de

cultivo para el erizo rojo, tiene otra importante aportacién del conocimiento faunistico
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en Norteamérica. Trabajos sobre desarrollo larvario y condiciones de cultivo para
Strongylocentrotus franciscanus ya han sido realizados en las costas de British
Columbia (Canada); Oregon, Washington y California (Estados Unidos), faltando
informacién para el limite geografico hacia el sur en la distribucién de éste organismo.
Esta investigacion es el primer trabajo de su tipo para el erizo rojo en México, lo cual
complementa el conocimiento de la especie en Baja California y establece algunos
principios para atacar el problema que éste recurso afronta en relacion a su intensa
captura. A pesar de que las administraciones de pesquerias locales destinan recursos
hacia planes de trasplante, consideramos que no es esa la solucién del problema,
habiendo asuntos que merecen primordial atencién como lo es la produccion de
juveniles, que a través de un programa de repoblamiento, ayuden a la recuperacion de
las poblaciones naturales y no sélo que se trasladen adultos de un lugar donde no se
extraen por sus caracteristicas, a otro sitio dénde seran extraidos al alcanzar la

madurez.
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7. CONCLUSIONES.

¢ Se caracteriza a la temperatura como el principal factor que controla la
duracién de los diferentes estadios larvarios, alcanzando la metamorfosis en un
periodo entre 23-28 dias a una temperatura de cultivo de 16-19°C, siendo el menor
reportado hasta hoy en laboratorio para S. franciscanus.

¢ La utilizaciéon de la microalga Rhodomonas sp. como alimento, asegura el
contenido nutricional para un desarrollo normal de las larvas hasta alcanzar la
metamorfosis, aunque es necesaria la realizacién de pruebas sobre dietas mixtas
utilizando otras microalgas que se mencionan como complementarias para tratar de
mejorar las tasas de sobrevivencia.

¢ La pelicula de diatomeas benténicas fué una buena sefal para la induccién a
la metamorfosis de las larvas competentes del erizo rojo.

¢ Las densidades iniciales de 2 larvas/ml favorecen el buen desarrollo y la
sobrevivencia de las larvas.

+ Una racién alimenticia inicial de 5 000 células/ml, muestra ser adecuada para
que el desarrollo larvario sea completado y favorece a la sobrevivencia larvaria.

+ El manejo en los recambios de agua no presentaron efectos en la
sobrevivencia de las larvas, por lo que una manera de reducir el manejo, es realizar los
recambios de agua cada tercer dia.

¢ El crecimiento de los juveniles producidos en laboratorio fué bueno,
alcanzando en promedio una talla de 450 um inmediatamente después de la
metamorfosis, a los 32 dias un maximo de 13 mm; para los tres meses y medio 20

mm, y a los seis meses 30 mm.
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ANEXO

Tabla de contingencia mostrando las comparaciones estadisticas (prueba a posteriori de
Tukey) para los tratamientos cuya variable fué la densidad de cuitivo con una racién
alimenticia inicial de 10 000 células/ml (E2) ; estos datos pertenecen a la evaluacion del
dia nueve de cultivo. Arriba a la derecha se presentan los resuitados de la TIS, y abajo a la
izquierda los de la TNS.
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0.0063

T2

0.0063

Tabla de contingencia mostrando las comparaciones estadisticas (prueba a posteriori de
Tukey) para los tratamientos cuya variable fué la densidad de cuitivo con una racién
alimenticia inicial de 10 000 células/ml (E2) ; estos datos pertenecen a la evaluacion del
dia veintitrés de cultivo. Arriba a la derecha se presentan los resultados de la TIS, y abajo

a la izquierda los de la TNS.
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0.0035
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Tabla de contingencia mostrando las comparaciones estadisticas (prueba a posteriori de
Tukey) para los tratamientos cuya variable fué la racion alimenticia con una densidad de 2
larvas/ml (E3) ; estos datos pertenecen a la evaluacién del dia nueve de cultivo. Arriba a la
derecha se presentan los resultados de la TIS, y abajo a la izquierda los de la TNS.
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T1 0.0063

T2 0.0063

Tabla de contingencia mostrando las comparaciones estadisticas (prueba a posteriori de
Tukey) para los tratamientos cuya variable fué la racién alimenticia con una densidad de 4
larvas/mli (E4) ; estos datos pertenecen a la evaluacion del dia nueve de cultivo. Arriba a la
derecha se presentan los resultados de la TIS, y abajo a la izquierda los de la TNS.
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Tabla de contingencia mostrando las comparaciones estadisticas (prueba a posteriori de
Tukey) para los tratamientos cuya variable fué la racion alimenticia con una densidad de 4
larvas/ml (E4); estos datos pertenecen a la evaluacién del dia veintitrés de cuitivo. Arriba

a la derecha se presentan los resultados de la TIS, y abajo a la izquierda los de la TNS.
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