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Resumen

Esta tesis aporta nuevo conocimiento sobre la biologia de las etapas tempranas
del ciclo de vida del cangrejo nadador Ovalipes trimaculatus, probando distintas
condiciones de cultivo con el objetivo de optimizar el crecimiento y la
supervivencia de hembras ovigeras, y estadios tempranos de larvas y juveniles.
Se tomaron en cuenta aspectos alimentarios, como su calidad, frecuencia de
suministro y uso de inéculos probidticos en la alimentacion de larvas Zoea | y
juveniles (C5, C6, C7), asi como también condiciones ambientales de temperatura
y salinidad que optimicen el desarrollo de embriones en hembras ovigeras, y
estadios tempranos de larvas y juveniles. Dentro de los hallazgos mas relevantes
encontramos que el periodo de incubacion embrionaria duré entre 19 y 48 dias,
dependiendo del tratamiento termo-halino aplicado. En términos generales, dicho
periodo se redujo significativamente en la medida que incrementaba la
temperatura o descendia la salinidad, siendo la condicidon Optima por encima de
los 18 °C y a 30 %o de salinidad. Este patrén también se encontré evaluando la
duracion del ciclo de muda de larvas Zoeas | y en juveniles de instars 5 a 7. En
estos Ultimos se observo también un incremento en el tamafio obtenido, en
términos de masa y talla, generando mayor biomasa neta producida. Respecto de
la alimentacién de larvas, una dieta basada en mix de cepas microalgales
conjuntamente con su inoculacion mediante el uso de nauplius de Artemia de 24 h
de vida como carrier, y el uso de cepas probibticas provenientes del género
Bacillus sp, propiciaron las mejores condiciones para el crecimiento y desarrollo de
las zoeas | de O. trimaculatus, asi como también una mayor supervivencia. Del
mismo modo, la alimentacion a base de diferentes especies marinas regionales (..
e. invertebrados y vertebrados), favorecio el crecimiento y desarrollo de juveniles
del cangrejo nadador. Los resultados obtenidos aportan conocimiento biolégico de

la especie y seran de utilidad como punto de partida para diagramar las




condiciones para su acuicultura, ya sea destinada a la produccion de carne o para
repoblamiento de este recurso pesquero de alto valor comercial.
Palabras claves: cangrejo nadador, embriones, larvas, juveniles, acuicultura,

recurso pesquero

Abstract

This thesis provides new knowledge about the biology of the early life cycle of the
swimming crab Ovalipes trimaculatus, testing different culture conditions to
improve growth and survival of ovigerous females and early stages of larvae and
juveniles. Food aspects were considered, such as its quality, rate of supply and the
use of probiotic inoculum to feed Zoea | and juvenile (C5, C6, C7). Moreover,
different temperature and salinity conditions were tested to optimize the
development of embryos in ovigerous females until hatching, and early stages of
larvae and juveniles. Most relevant results we found were that the period of embryo
incubation period lasted between 19 and 48 days and depending on the thermo-
haline treatment applied. In general, that period was significantly reduced as the
temperature was higher and the salinity was lower;
being the optimal condition above 18 °C and 30 %o of salinity. This pattern was also
found testing the duration of the molting cycle in Zoeas | larvae and instars C5 to
C7 of juveniles. In juveniles there was also an increase in size, in terms of weight
and size, producing higher net biomass. Regarding the feeding of larvae, a diet
based on a microalgae mix and this with its inoculation by using Artemia nauplius
of 24 h enriched, and the use of probiotic inocula from the genus Bacillus sp in the
water of culture, provided the best conditions for the growth and development of
Zoeas | of O. trimaculatus, as well as greater survival. In the same way, feeding
based on different origins of meat (e.g. invertebrates and vertebrates) of regional
species, favored the growth and development of juvenile swimming crab. The
results obtained provide biological knowledge of the species and will be useful as a




starting point to diagram the conditions for its aquaculture, either for the production
of meat or for repopulation of this highly commercial fishing resource.

Key words: Swimming crab, embryo, larvae, juvenile, aquaculture, fishery
resource

Prefacio

Esta tesis se organiza en secciones que abordan el cultivo de diferentes etapas
tempranas del ciclo de vida de Ovalipes trimaculatus, en las cuales se contrasta la
hipotesis biolégica que implica que los diferentes estadios tempranos del ciclo de
vida de la especie se desarrollaran y creceran de modo éptimo bajo un conjunto
definido de condiciones ambientales y de alimentacién. El primer capitulo contiene
una introduccion general donde se plantea la problematica actual de la acuicultura
y los recursos pesqueros a nivel mundial, nacional y regional; describe el objeto de
estudio y su habitat, y establece los objetivos generales y especificos propuestos y
las hipétesis de trabajo planteadas. El segundo capitulo incluye una presentacion
de la metodologia general. Los tres capitulos siguientes incluyen secciones de
introduccidn, metodologia, resultados y discusion especificas. El tercer capitulo
aborda el estudio del desarrollo embrionario de O. trimaculatus y la evaluacion de
tratamientos experimentales que permiten optimizar la produccion durante dicha
etapa del ciclo de vida. El cuarto capitulo se enfoca sobre la optimizacion
experimental de la dieta y las condiciones ambientales para la produccion de Zoea
I. El quinto capitulo aborda el desarrollo de técnicas de cultivo que permitan
optimizar el crecimiento de los cangrejos en las etapas tempranas de juvenil (C5-
C6-C7). Por ultimo, el sexto capitulo plantea una discusién general y conclusiones
para el desarrollo integral del cultivo de la especie. Se espera de esta forma
contribuir a la generaciéon de informacion cientifica de base, que aporte no solo

conocimiento sobre la especie, sino que también brinde a largo plazo herramientas
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e incentivos para la acuicultura regional, empleando la especie como modelo para

la produccién comercial o con fines de repoblamiento.

11




Capitulo 1

INTRODUCCION
GENERAL

El subphylum Crustacea, con alrededor de 67.000 especies conocidas, es uno de
los grupos zooldgicos con mayor éxito biologico, tanto por el nUmero de especies
vivientes como por la diversidad de habitat que colonizan (Boschi 1997, Lange y
Schram 1999, Lefébure et al. 2006). Entre los crustaceos, se reconocen
NUMEerosos recursos pesqueros con un elevado valor comercial en Argentina y
otras regiones del mundo (Boschi 1997, Orensanz y Jamieson 1998, Smith y
Addison 2003, Tully et al. 2003, Bondad Reantaso et al. 2012), con capturas
anuales que superan los 6 millones de toneladas, lo cual representa mas del
28,6% del total de las capturas pesqueras (FAO 2016).

En Argentina los decapodos capturados a nivel comercial son los anomuros
Lithodes santolla (centolla) y Paralomis granulosa (centollon), los peneidos:
Pleoticus muelleri (langostino) y Artemesia longinaris (camardn) y el braquiuro:
Ovalipes trimaculatus (cangrejo nadador)
(http://www.agroindustria.gob.ar/sitio/areas/pesca_maritima/desembarques/). En
particular, la industria pesquera de la regién patagonica se ha desarrollado de
manera creciente con la captura y el procesamiento de un conjunto tradicional de
peces y mariscos desde principios del siglo XX. Especialmente en los ultimos
afos, y como consecuencia de la disminucion de los recursos tradicionales, ha
surgido interés por recursos con posibilidades de mercado alin no aprovechadas,
como por ejemplo las almejas Panopea y Navaja (Lasta et al. 1998, Bardn et al.
2004), el alga invasora Undaria pinnatifida (Casas y Piriz 1996) y en la ultima
década el cangrejo nadador (Wyngaard et al. 2001, Leal et al. 2008, Dima et al.
2009). Este ultimo es capturado por embarcaciones de pesca de pequefia escala

mediante buceo autonomo o bien resulta parte del by catch de las pesquerias
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tradicionales que operan en Argentina sobre el langostino, el camaron y peces de
fondo pescados con redes de arrastre en zonas de sustrato blando arenoso
(Boschi 1997, Orenzanz et al. 2005). No existe ninguna reglamentacion vigente
para la extraccibn de este recurso natural, por lo que sus desembarques
dependen del esfuerzo pesquero y de las variaciones de mercado. Es decir, no
hay medidas preventivas para preservar el potencial reproductivo de sus

poblaciones.

Pesqueria y acuicultura de Crustaceos

Los cangrejos braquiuros tienen un alto valor comercial y son explotados a nivel
industrial en muchas regiones del mundo. Entre éstos, los pertenecientes a la
familia Portunidae se destacan por ser altamente valorados para la pesca y la
acuicultura debido a su potencial de exportacion y a su alto valor nutricional
(Josileen 2011). Dado que las capturas pesqueras mundiales superan las
expectativas cada afo, con valores en el orden de varios millones de toneladas
(FAO 2016), la pesca de cangrejos en particular ha generado una
sobreexplotacion de algunas especies en muchas areas del mundo, en especial
en Asia (FAO 2001) en los géneros Scylla y Portunus, cuya demanda insatisfecha
esta siendo suplida mediante la generacion de inversién en investigacion sobre
técnicas de mejoramiento para repoblar las zonas sobreexplotadas y para mejorar
la produccién a través de la acuicultura (Heasman y Fielder 1983, Allan y Fielder
2004, Davis et al. 2004, Lindner 2005, entre otros). Mientras que China, Indonesia
y Estados Unidos reportan las capturas mas altas en todo el mundo (FAO 2016),
India, Micronesia, Filipinas y Vietnam son pilares de la industria de la acuicultura
de cangrejos, donde los criaderos han logrado un gran desarrollo y crecimiento
(Catacutan et al. 2003, Lindner 2005). Esta actividad puede tener como objetivo a
largo plazo cultivar organismos de interés comercial para luego liberarlos vy
repoblar el ambiente natural, como es el caso de Callinectes sapidus (Davis et al.
2004, Zmora et al. 2005), o fines de produccion comercial, como es el caso de

Scylla serrata en el Sur de Asia y Australia (Allan y Fielder 2004), varias especies
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del género Scylla en Filipinas e India (Catacutan et al. 2003, Quinitio 2009) y S.
paramamosain en Vietnam (Lindner 2005), donde el control de los parametros

fisicos, sistema de circulacién y alimentacién condicionan la produccién de carne.

La acuicultura de crustaceos involucra a 62 especies a nivel mundial, con una
produccion registrada en crecimiento constante y hasta exponencial desde 1985,
que alcanzé 6,9 millones de toneladas en 2014, de las cuales 2,7 millones
correspondieron a la acuicultura continental y 4,1 millones a la acuicultura marina
costera. En total, la recaudacién en concepto de ventas de productos acuicolas
basados en crustaceos fue en 2014 de 36.200 millones de U$S (FAO 2016). En
2014, la pesca y acuicultura de crustaceos a nivel mundial emplearon
aproximadamente a 56,6 millones de personas (FAO 2016). Tras una larga
tendencia ascendente, estos valores de empleados vinculados a la pesca se han
mantenido relativamente estables desde 2010, mientras que la proporcién de
trabajadores vinculados a la acuicultura aumentd un 16% en las ultimas tres
décadas (FAO 2016). No sélo la industria de la acuicultura genera nuevas fuentes
de trabajo, sino que también reemplaza la presion extractiva de la pesca sobre los

recursos marinos.

Biologia de crustaceos

Los cangrejos, como todos los crustdceos, crecen externamente de modo
discontinuo, mediante mudas en las que la exocuticula rigida vieja es reemplazada
por una nueva mas delgada y blanda, momento en el cual se produce el
crecimiento en dimensiones externas. El aumento de tamafio por muda y la
frecuencia de muda varian segun la edad, el sexo, la alimentacion, la temperatura
y la estructura poblacional, entre otras variables ambientales y poblacionales
(Kobayashi 2012, Viswanathan et al. 2016). Durante este proceso los individuos
en crecimiento compensan su nuevo volumen corporal con la incorporacion de
agua, mientras progresa el desarrollo muscular y la calcificacion del nuevo
exoesqueleto. Es por ello que el suministro de una dieta 6ptima y la manipulacion

de los parametros ambientales en acuicultura resultan claves para reducir la
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duracién del proceso de muda y aumentar su crecimiento (Collins 2001, Leal et al.
2008).

Los braquiuros, también conocidos como cangrejos verdaderos, incluyen
alrededor de 7000 especies descriptas, habitando ambientes marinos,
dulceacuicolas y terrestres (Ng et al. 2008, Ahyong et al. 2007, Tsang et al. 2014).
Estan caracterizados por la compresion corporal dorso-ventral y por el cuidado
parental de los embriones hasta la eclosién, con la consecuente liberacién de
larvas planctonicas de tipo zoea, generalmente planctotroficas. La duracion de la
etapa larval oscila desde varias semanas hasta 2 meses, dependiendo de la
especie y las condiciones ambientales (Anger 2001). Durante esta etapa se
producen varios eventos de muda con subsecuente crecimiento hasta la
metamorfosis al Ultimo estadio larval conocido como megalopa. La siguiente muda

da lugar al primer juvenil, de habitos bentdénicos (Botsford 1991).

Debido a sus elevadas tasas de crecimiento, su adaptabilidad para el cultivo (e.g.,
resistencia a la manipulacién, elevadas capacidades de carga en cautiverio) y su
alta fecundidad, muchas especies de braquiuros, incluidos dentro de la familia
Portunidae, han sido sujetos a la produccion acuicola (FAO 2012). Dentro de esta
familia, Ovalipes trimaculatus (de Haan 1833), es el Unico portunido de porte
comercial y mercado sostenido con distribucion en aguas argentinas, lo cual lo

convierte en la especie con potencial acuicola.

Ovalipes trimaculatus

La especie habita fondos arenosos y poco profundos, y posee habitos bentdnicos
en su etapa adulta, encontrandose comunmente enterrada en el sedimento
arenoso, protegido del acecho de sus presas. Para divisarlo, es habitual encontrar
el rastro que deja al enterrarse, 0 bien en juveniles suele observarse ademas el

par de ojos pedunculados sobresaliendo del nivel superficial de sedimento.
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Taxondmicamente, el cangrejo nadador es un crustaceo que se encuentra ubicado
dentro de la Clase Malacostraca, Orden Decapoda y Familia Polybiidae (Rathbun
1898). Su distribucion geografica es amplia y discontinua. La misma abarca areas
del Océano Pacifico Sudeste, Atlantico Sudoeste, Africa del Sur y Océano indico.
En Sudamérica la especie se distribuye en latitudes medias (25° - 45°), que van
desde San Pablo (Brasil) hasta el Golfo San Jorge en la costa atlantica, y desde
Bahia Independencia (Peru) hasta Canal Trinidad en Chile en la costa pacifica.
(Melo 1985, Spivak 1997, Vinuesa 2005) (Figura 1.1). Sus zoeas (8 estadios) han
sido descriptas para las poblaciones de Sudéafrica (Schoeman y Cockcroft 1996) y
actualmente se esta llevando a cabo la descripcion de la megalopa para aguas de
Argentina y Chile (Baron et al. en preparacion). En la actualidad, se conoce el ciclo
reproductivo, maduracion sexual y fecundidad (Fenucci y Boschi 1975, Dellatorre
2009, Vallina et al. 2014), el potencial pesquero (Fenucci y Boschi 1975, Morsan
2000, Narvarte et al. 2007), la dinamica de las larvas zoea (Dellatorre 2009), la
alimentacion de adultos (Fenucci y Boschi 1975), los ciclos de muda (Alvarez et all.

2009) y los principales parametros de calidad de su carne (Dima et al. 2014).

Su caparazén es mas ancho que largo, no posee rugosidades muy acentuadas, y
presenta dos depresiones centrales, con una mancha oscura en cada region
metabranquial. Sus apéndices toracicos son grandes, principalmente sus quelas
(pinzas) de igual tamafio (i.e. presentan isoquelia) y con palmas con crestas finas
en el dactilopodito y propodito. Las pinzas son una de las partes comestibles mas
importantes y el cangrejo las usa para la alimentacion, defensa, y el apareamiento
(Rosemberg 2001). El dactilopodito del dltimo par de patas es aplanado en forma
de paleta que le permite la natacion (Stephenson y Rees 1968, Fenucci y Boschi
1975) dando lugar al nombre vulgar “cangrejo nadador”. El cuerpo est4 formado

por un cefalotorax muy desarrollado, sobre el cual se repliega el abdomen.

El cangrejo nadador presenta un marcado dimorfismo sexual (Figura 1.2), donde
los machos alcanzan tallas maximas superiores a las hembras (Fenucci y Boschi
1975). Asimismo, las quelas de los machos son levemente més largas que las de
hembras de igual talla y, al igual que la mayoria de las especies de cangrejo, el

abdomen es mas ancho y globoso en las hembras. Esta conformacion permite
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albergar a la masa ovigera en época reproductiva. Los juveniles soélo se
diferencian por la forma del abdomen debido a que las demas caracteristicas
morfolégicas son evidenciadas una vez lograda la maduracion sexual (Vallina et
al. 2014).

El apareamiento de los reproductores comienza en invierno, encontrandose en
ésta época parejas en copula (Figura 1.2A), ya sea enterradas o sobre el fondo
marino (observaciones personales). El abrazo de copula puede durar horas y
hasta dias debido a que el mismo es sincronico con la muda de la hembra, por lo
cual la especie se encuentra entre las que realizan la “cépula con el exoesqueleto
blando” (i.e., soft shell mating system) como sucede con todas las especies
pertenecientes a la familia Portunidae (Molina-Ocampo et al. 2006). Este proceso
es prolongado debido a que primeramente el macho asiste a la hembra en la
muda para luego copular, extendiendo el abrazo hasta que su nuevo caparazon
comienza a calcificar. Posteriormente, en los meses primaverales, los ovocitos de
la hembra descienden desde el ovario hacia los receptaculos seminales, donde
son fecundados con el esperma almacenado de la cOpula precedente, a través de
delgados oviductos, y posteriormente desde los receptaculos seminales hacia los
gonoporos, a traves de la vagina, siendo finalmente liberados al medio externo.
Una vez que se hallan fuera del tracto reproductivo, los embriones son retenidos
en el exterior del cuerpo materno en una camara incubatriz externa formada por el
abdomen replegado sobre el esterno, adheridos mediante prolongaciones de la

envoltura coridnica (i.e., funiculos) a las setas de los ple6podos maternos.

Aunque el desarrollo embrionario inicia al momento de la fecundacién en el interior
de los receptaculos seminales, su evolucion puede ser evaluada integralmente
mediante la observacién de los huevos embrionados adheridos a los ple6podos,
generalmente durante el transcurso de los meses primaverales y de principios del
verano, periodo en el cual es habitual encontrar hembras ovigeras en la naturaleza
(Dellatorre 2009, Martelli et al. 2016). Durante este proceso embriogenético, la
hembra pasa su mayor parte del tiempo enterrada mas profundamente en el
sedimento marino y su actividad se reduce al cuidado de su progenie. El desarrollo

embrionario puede durar entre 19 y 56 dias, segun la temperatura del agua de mar
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(ver capitulo 3) y si bien se registra un desove por ciclo reproductivo, se cree de
manera tedrica que podria existir un pulso de desove de menor intensidad al
finalizar la temporada (Dellatorre 2009). Peridédicamente, la hembra bate su
abdomen ritmicamente, que junto con el movimiento de sus pereiépodos permiten
oxigenar la masa ovigera y limpiarla de desechos y/o embriones muertos (Brante
et al. 2004). Una vez concluido el desarrollo embrionario, la hembra bate
enérgicamente su abdomen, lo que provoca el desprendimiento de los huevos y

ruptura del corion o membrana externa para la eclosion de las larvas.

El desarrollo larvario de O. trimaculatus fue descripto por Schoemann y Cockcroft
(1996) para la poblacién sudafricana, reportandose 7 u 8 estadios de zoea con el
consecuente estadio metamorfico a megalopa, siendo la duracién del desarrollo
larvario de 67 dias a 17,5°C de temperatura. Durante toda la etapa larvaria el
habito de vida es plancténico, por lo que todos los Brachyura sufren una
dispersion de la progenie asociada a su transporte por procesos hidrodinamicos
(Dellatorre 2009, Dellatorre et al. 2014). De esta manera se pueden desacoplar
espacialmente la fase plancténica de la benténica (Franco et al. 2015). Como
ocurre en otros crustaceos con desarrollo larvario plancténico, la dispersion de las
larvas esta sujeta a fuertes presiones ambientales que condicionan niveles de
mortalidad ampliamente variables. Esto determina que las poblaciones de
decdpodos en general sean demograficamente abiertas, es decir que la fase
larvaria dispersiva esté desacoplada espacialmente de los adultos, con lo cual la
reproduccion y el reclutamiento pueden darse a grandes distancias (Olive 1995,
Caley et al. 1996, Gove y Paula 2000, Dellatorre 2009).

Al finalizar el invierno - principios de primavera, las Megalopas (i.e., ultimo estadio
larval) se asientan en el Golfo Nuevo sobre fondos blandos, y cambian el habito de
vida a bentonico, el que se conservara por el resto del ciclo de vida. Este estadio
sufre una metamorfosis que culminara con el desarrollo del primer estadio o instar
postlarvario del cangrejo, a partir del cual la alimentacion pasa a ser carnivora
generalista (Fenucci y Boschi 1975). Durante esta etapa de juvenil, O. trimaculatus
crece con una frecuencia de mudas elevada (Vallina et al. 2014) tal como lo

reportado para otros crustaceos. Una vez alcanzada la talla de madurez sexual, el
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crecimiento se desacelera, con menores incrementos relativos de peso y talla
(Vallina et al. 2014) y una mayor inversion energética en el desarrollo reproductivo.
En la madurez, los caracteres sexuales secundarios alcanzan mayor grado de
diferenciacion, haciéndose notorio el dimorfismo sexual antes descripto (Figura 3B
y 3C).

19




ol

/£

Océano & Océano

Pacifico Atlantico
Golfo San Golfo San
Matias José

1 /
: \ 41942’

\ Puerto
J Madryn ¥—_| -42°30'S
% Golfo San [~
B Jorge

g

' o3 EP [ 43024's

-:"fi - \

Golfo Nuevo

M.0E:S9
M.GZok9
W.0Z:£9

Figura 1.1. Distribucién latitudinal del cangrejo nadador Ovalipes trimaculatus en

Sudamérica marcado con color gris. En el recuadro se puede ver el area de muestreo
marcada con color negro.
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Figura 1.2. Dimorfismo sexual en Ovalipes trimaculatus. A: Pareja en cépula; B: Vista
ventral de hembra; C: Vista ventral de macho.
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Objetivo general

El objetivo general de esta tesis es estudiar experimentalmente el desarrollo y
supervivencia de las etapas tempranas del ciclo de vida de Ovalipes trimaculatus
en respuesta a variaciones en condiciones ambientales relevantes como la
temperatura, la salinidad y el tipo de alimento para su futura aplicacion en

acuicultura.
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Capitulo 2

METODOLOGIA GENERAL

Area de muestreo

Los cangrejos empleados para los estudios experimentales de la presente
investigacion fueron colectados en el golfo Nuevo, situado en el margen oriental
de la region norpatagoénica (42°56°S, 64°22°0) (Figura 1.1). Sus aguas tienen una
baja dinAmica y son caracterizadas por corrientes débiles (Lanfredi 1974) cuyos
principales forzantes son la marea y el viento (Krepper y Rivas 1979). La salinidad
de aproximadamente 34 %. es relativamente constante (Figura 2.1) y la
temperatura superficial del agua varia a lo largo del afio entre 9 °C y 19 °C (Rivas
y Ripa 1989) (Figura 2.2, 2.3). La porcion noroccidental esta incluida en el Area
Natural Protegida de Peninsula Valdés, la cual es preservada desde 1972 con la
Ley Provincial n° 999 y desde 1999 declarada Patrimonio Natural Mundial por la
UNESCO. Sus fondos presentan facies dominantes de roca calcarea, fango y
arena, constituyendo la Ultima el habitat del cangrejo nadador Ovalipes
trimaculatus en las etapas bentdnicas del ciclo de vida.
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Figura 2.1. Distribucién horizontal de la salinidad a 10 m de profundidad. En linea
punteada se representan las isobatas de 50, 100, 200 y 1000 m. Extraido de Bandoni et
al. 2015.
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Figura 2.2. Distribucién horizontal de la temperatura a 10 m de profundidad durante el
periodo céalido (primavera-verano). En linea punteada se representan las isobatas de 50,
100, 200 y 1000 m. Extraido de Bandoni et al. 2015.
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Figura 2.3. Medias mensuales de la temperatura superficial del agua de mar registradas en
los 42° y 43° S sobre la costa atlantica patagoénica. Las lineas de tendencia marcan la
temperatura estimada. Los numeros del eje X corresponden a los meses del afio,
empezando por Enero. Datos NOAA/NASA AVHRR Pathfinder promediados para el
periodo 1987-1998.

26




Recoleccién de muestras

Ejemplares de O. trimaculatus fueron obtenidos en el submareal somero de las
playas cercanas a la ciudad de Puerto Madryn (Figura 1.1, 2.6A) entre 2013 y
2017. Las hembras ovigeras fueron recolectadas durante la primavera y
comienzos de verano y los juveniles en otofio tomando en cuenta lo reportado por
Bardon et al. (2002) y Dellatorre (2009). Todos los ejemplares fueron capturados
manualmente mediante buceo autbnomo a una profundidad de 2-9 m, y colocados
en salabardos de tamafio de malla variable, segun su talla. Para extraer los
cangrejos del sedimento evitando lesiones y potenciales dafios al buzo debido a la
agresividad de los individuos, se utilizé una herramienta sencilla consistente en un
palo de madera corto (Figura 2.4C-E). Una vez terminada la recoleccion, los
cangrejos fueron transportados al acuario de experimentacién del CCT CONICET-
CENPAT en recipientes térmicos con agua de mar a temperatura controlada
(aproximadamente 14 °C) e inmersos en colchones algales para evitar el estrés

térmico y agresiones entre individuos. (Figura 2.4D).

Los ejemplares capturados fueron acondicionados en el acuario experimental en
recipientes de 60 L con fondo de arena y suministro de aire constante. Durante 48
h se mantuvo a los animales bajo condiciones ambientales similares a las del
medio natural (temperatura: 12 °C, salinidad: 34 %o, fotoperiodo: 12 : 12 h luz :
oscuridad) en grupos de a 4 ejemplares, tanto hembras ovigeras como juveniles,
reduciendo el estrés de la captura (Figura 2.4F). En cada recipiente se pusieron
diversos elementos (i. e. cilindros de PVC de 110 mm de diametro, recortes de
malla) que actuaron como refugios de los individuos. Luego de 48 h de
aclimatacién, los ejemplares fueron reubicados en los acuarios de
experimentaciéon y sujetos a tratamientos particulares segun los objetivos
planteados. En todos los casos se realizd un control diario de los individuos, se
alimenté y posteriormente se realizé un recambio de agua del 50%, con su

posterior control de todos los pardmetros de cultivo.
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Figura 2.4. Secuencia de muestreo y establecimiento del acuario experimental. A)
Vehiculo institucional en area de muestreo; B) bote semirrigido; C) operacion de buceo;
D) cangrejos recolectados; E) arte de pesca: salabardo; F) camara de cultivo en acuarios
de experimentacion.
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Parametros de medicion de la calidad de agua

Con el fin de lograr Optimas condiciones de calidad del agua de cultivo se
proporcioné aireacién constante impulsada por soplador a través de difusores
ubicados en todos los recipientes y se realiz6 un recambio diario del 50% del
volumen de agua de mar. Las concentraciones de amonio, nitrito y nitrato fueron
controladas diariamente con una sonda multiparamétrica marca OAKTON 600
Series y mediante test de acuario marca Sera® mantenido en concentraciones de:
NHa < 0,5 mg/i;; NO2<0,5 mg/l; NO3 <10 mg/l.

Segun el objetivo de cada experimento se aliment6 a los individuos con diferente
periodicidad (ver capitulos 3, 4 y 5). Para todos los casos, después de alimentar,
se extrajeron los productos de desecho donde, las heces fueron eliminadas

mediante la limpieza del fondo y la orina haciendo recambios de agua.

Registro de datos morfométricos

El ancho del caparazén (AC), medido entre las puntas de las quintas espinas
anterolaterales izquierda y derecha fue registrado tanto en hembras ovigeras
como en juveniles de O. trimaculatus. Asimismo, el ancho del abdomen (AA) fue
registrado en hembras ovigeras, medido como maxima distancia entre los bordes
laterales del cuarto artejo del pleon (Figura 2.5). Ambas variables fueron
registradas mediante el uso de calibre digital de 0,01 mm. Para todos los
ejemplares capturados (hembras ovigeras y juveniles) se registré el peso total una
balanza de 0,001 gramos.
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Figura 2.5. Dimensiones morfométricas registradas sobre Ovalipes trimaculatus. Con linea
blanca se muestran, A) Ancho de caparazén (AC); B) Ancho de abdomen (AA).
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Andlisis estadisticos

Los datos obtenidos en cada uno de los tratamientos experimentales fueron
analizados con el programa InfoStat version estudiantil (Di Rienzo et al. 2011). En
los casos en que se aplicaron estadisticas paramétricas, se analizo el supuesto de
normalidad mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov y el supuesto de
homoscedasticidad mediante la prueba de Fisher. En casos en que estos no se
cumplieron, se probaron diferentes tipos de transformacion de los datos a fin de

lograr su cumplimiento.

A fin de comparar los datos obtenidos en los diferentes tratamientos se llevaron a
cabo andlisis de la varianza (ANOVA) de una o dos vias segun el disefio
experimental. Dependiendo de los resultados, los ANOVA fueron complementados
con comparaciones a posteriori entre pares con pruebas de Tukey o Duncan.
Cuando los supuestos de normalidad y homocedasticidad no fueron cumplidos, se
utilizaron pruebas no paramétricas de Kruskal Wallis con su respectiva prueba a
posteriori de Dunn (Sokal y Rohlf 1981). Para relacionar variables continuas se

utilizé el test de correlacion de Spearman (Zar 1984).

En todos los casos las variables categoricas fueron la salinidad, la temperatura o
la dieta a tratar y las variables respuesta fueron los parametros de crecimiento,
supervivencia y condicion de los distintos estadios del ciclo de vida de los

cangrejos.
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Capitulo 3

EMBRIONES

Introduccion

En la mayoria de las especies el desarrollo embrionario es una de las fases del
ciclo de vida méas sensibles a los factores de estrés ambiental (MacDonald et al.
1988, Lee et al. 1996). El conocimiento de esta parte de la ontogenia no es sélo de
interés cientifico, sino también un requisito para desarrollar practicas de
acuicultura (Davis et al. 2004, Zmora et al. 2005, Quinitio 2009) y para pronosticar
los patrones temporales de produccion de larvas con fines de ordenamiento de la
actividad pesquera (Cinti 2002, Stevens et al. 2008).

Los crustdceos muestran variabilidad en las etapas y duracion de su desarrollo
embrionario, producto de las adaptaciones evolutivas y de la modulacién
fisiologica ejercida por variables ambientales tales como la temperatura y salinidad
(Scholtz y Dohle 1996, Dohle et al. 2004, Scholtz y Wolff 2013). Estas variables
fisicas pueden actuar acelerando o retardando el proceso y regulando el tamafio y
supervivencia de la progenie (Anger 2001). La salinidad experimentada durante el
desarrollo embrionario puede condicionar el tamafio de las primeras larvas,
provocando adaptaciones locales de poblaciones distribuidas a diferentes latitudes
(Bas et al. 2008) mientras que en conjunto con la temperatura pueden afectar la
supervivencia. En cambio, la temperatura es un factor regulador de la velocidad
del proceso de desarrollo embrionario (Hamasaki 2003). La evaluacién
experimental de sus efectos sobre las fases tempranas del desarrollo de los
organismos marinos ha sido aplicada en modelos predictivos del éxito de
reclutamiento larvario (Barén 2002, Cinti 2002, Crespi-Abril y Baron 2012). Alun
asi, dado que las condiciones ambientales no actdan en todos los niveles de la

ontogenia en forma independiente, sino que suelen provocar un efecto de arrastre

32




(e.g., entre el desarrollo embrionario y la etapa larvaria), las mismas pueden

resultar en patrones complejos de supervivencia y desarrollo (Bas et al. 2008).

La caracterizacion del desarrollo embrionario es un prerrequisito para comprender
el efecto de las variables ambientales sobre dicho proceso. A los fines de la
produccion acuicola, no sélo es relevante conocer los valores de parametros
ambientales que optimicen la supervivencia durante el desarrollo embrionario sino
también la calidad bioquimica de la progenie resultante (Li et al. 2012). Aunque la
embriogénesis en los cangrejos es un proceso continuo, la particion en etapas o
estadios de desarrollo, definida por los cambios morfolégicos mas relevantes, es
una herramienta util para su caracterizacion (Moriyasu y Lanteigne 1998). Estos
incluyen tanto cambios en forma como en tamafo (Hines 1982), pudiendo ser
esféricos o elipticos, o bien intercambiando ambas variantes desde una a otra a lo
largo del desarrollo embrionario (Garcia-Guerrero y Hendrickx 2004). En estudios
realizados sobre portunidos, la esfericidad de los huevos se mantiene a traves del
desarrollo, excepto para algunas especies donde se observa una ligera elipticidad
al inicio de la formacion ocular (Samuel y Soundarapandian 2009, Ates et al.
2012).

Respecto del tamafio de los huevos, en algunos portunidos se observdé una
correlacion positiva con el tamafio de la hembra ovigera progenitora, pero esto no
es una regla general (Haddon 1994, Samuel y Soundarapandian 2009, Ravi y
Manisseri 2013). Por otro lado, el incremento del tamafio del huevo es un proceso
ontogeneético intrinseco que ocurre gradualmente a través de la embriogénesis y
culmina a un ritmo mas rapido al final del desarrollo (Churchill 2003, Josileen
2011).

Aunque existe informacion detallada sobre algunos aspectos del ciclo de vida de
O. trimaculatus (Fenucci y Boschi 1975, Dellatorre et al. 2014, Vallina et al. 2014),
todavia existe una brecha de conocimiento en la fase de desarrollo temprano en
general y de la embriogénesis en particular. El objetivo de este capitulo es
caracterizar el desarrollo embrionario de O. trimaculatus, asi como también

determinar experimentalmente los efectos de distintas combinaciones térmicas y
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salinas en la supervivencia y duracion de la embriogénesis. En este sentido, el
estudio prevé encontrar la combinacién de variables que aumenten la velocidad de
desarrollo, incrementando también la supervivencia y tamafio. Se espera que los
resultados sean Utiles no sélo para complementar la informacion disponible sobre
su ciclo de vida, lo que permitira comparar los rasgos de la historia de vida con
otras especies relacionadas, sino que también proporcionen conocimientos

relevantes para el disefio de practicas de acuicultura.
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Objetivos especificos

e Conocer la duracion y la cronologia del desarrollo embrionario de O.
trimaculatus en una condicién ambiental de referencia.

e Determinar experimentalmente los efectos combinados de las condiciones
de salinidad y temperatura sobre el desarrollo embrionario de O.

trimaculatus, considerando su duracion y supervivencia.

Hipotesis generales de trabajo

e La supervivencia y el desarrollo embrionario de O. trimaculatus es éptima
en una combinacion de condiciones de térmicas y salinas dentro del rango
de su distribucion espacial.
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Materiales y Métodos

Recoleccién de muestras

Durante la temporada reproductiva de 2014 se recolectaron 112 hembras ovigeras
de O. trimaculatus mediante buceo auténomo en fondos de arena submareales del
Golfo Nuevo y en playas cercanas a la ciudad de Puerto Madryn. Las hembras
fueron transportadas al Acuario Experimental del Centro Nacional Patagoénico
(CCT CONICET-CENPAT) donde se seleccionaron aquellas con su masa ovigera
en la primera etapa de desarrollo (es decir, mérula en la primera o segunda
division celular). Todas las hembras fueron marcadas con bandas de goma
coloreadas para su identificacién, las cuales fueron colocadas alrededor del
cefalotorax entre los quelipedos y el primer par de pereiépodos, de manera tal que
no puedan ser removidas. Se tomaron las medidas corporales: ancho de
caparazon (AC) = 82,27: 99,2-63,1mm (media: max-min) y ancho abdominal (AA)
= 25,02: 36,29-17,2 mm (media: max-min). Posteriormente, las hembras fueron
ubicadas en grupos de a cuatro, en acuarios con agua de mar filtrada y aireaciéon

continua, para su aclimatacién durante 48 h.

Caracterizacion del desarrollo embrionario

Los cambios ontogenéticos que sufre el embrién a lo largo de su desarrollo fueron
estudiados en hembras que estuvieron bajo una condicion fija de temperatura y
salinidad. Asi, los embriones fueron incubados a 13 + 1 °C (media £ sd) que se
corresponde con la temperatura del agua de mar al momento de la recoleccion de
las hembras ovigeras y a la temperatura promedio del agua de mar durante la
estacion reproductiva (Dellatorre 2009). La salinidad se mantuvo a 33 = 1 %o
(media + sd), cercana a los valores tipicos de las aguas del Golfo Nuevo (Rivas y
Ripa 1989), mientras que el fotoperiodo fue fijado a 14 : 10 h luz : oscuridad,

emulando el ciclo de luz natural en el momento de la experimentacion.
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Las hembras progenitoras se distribuyeron al azar en tres grupos. En cada uno de
estos se tomaron muestras de embriones de cada hembra con diferentes
frecuencias: 1) tres veces por semana (n = 10 hembras); 2) semanalmente (n = 10
hembras); y 3) una Unica vez, luego de la puesta (descenso de los huevos
embrionados) (control; n = 6 hembras). Este ultimo grupo se utilizd para
determinar la duracion total del desarrollo embrionario sin causar estrés en
condiciones de laboratorio. Este experimento piloto permitié evaluar la frecuencia
Optima de muestreo que reflejara los cambios morfoldégicos caracteristicos del
proceso de embriogénesis permitiendo su clasificacion en estadios. La duracion en
dias para cada estadio de desarrollo y la duracion total de la embriogénesis fue

registrada para todas las hembras ovigeras.

Teniendo en cuenta que las diferencias en la tasa de suministro de oxigeno a los
embriones podrian tener efectos sobre la supervivencia y sobre la duracién de la
embriogénesis (Fernandez y Brante 2003), tres muestras de aproximadamente 10
de huevos cada una fueron cuidadosamente tomadas en cada muestreo en tres
diferentes posiciones de la masa ovigera: 1) del interior de la masa ovigera (i.e.,
cerca de las bases de los pledpodos), 2) del exterior de la masa ovigera (i.e., de la
superficie de la masa ovigera) y 3) de un nivel intermedio entre la posicion 1y 2.
Los huevos fueron manipulados usando un forceps o pinza quirdrgica fina y
colocados en un portaobjetos excavado con agua de mar y examinados in vivo
bajo un microscopio Olympus con una ampliacion de 100x. A partir de cambios
morfologicos como el contenido de vitelo (%), desarrollo de apéndices,
cromatoéforos y pigmentacion ocular, asi como también cambios fisiolégicos como
los movimientos y latidos cardiacos, se definieron cinco etapas para caracterizar el
desarrollo embrionario. Para medir la frecuencia cardiaca de los embriones en
fase avanzada de desarrollo, se contd el nimero de batidos del corazon en 10

embriones durante un minuto y luego se promediaron.

Las caracteristicas morfoldgicas representativas de cada una de las etapas de
desarrollo se fotografiaron utilizando una camara digital Nikon D3000.
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Mediciones y calculos realizados

Dado que las observaciones preliminares mostraron una contracciéon y una
deformacion significativas de los huevos conservados en soluciones de fijacion,
todas las mediciones se hicieron sobre muestras frescas. Para las mediciones se
utilizaron cincuenta huevos de cada etapa de desarrollo, tomando en cuenta la
clasificacion macroscépica del desarrollo embrionario utilizada por Dellatorre
(2009). Los huevos fueron extraidos de diferentes hembras de cada uno de los
tratamientos (descriptos en la seccidn a continuacion) y separados con pinzas bajo
estereomicroscopio de diseccion (Olympus CH30) con una ampliacién total de
100X para poder ser fotografiados individualmente con una camara digital Nikon
D3000. A partir de las imagenes resultantes se obtuvieron medidas de los tres ejes
ortogonales de los huevos utilizando el programa de procesamiento y analisis de
imagenes ImageJ. Exceptuando la etapa de desarrollo mas temprana, de morula a
gastrula, estos correspondieron a los ejes del cuerpo de los embriones: Diametro |
(DI; eje antero-posterior); Diametro Il (DIl, eje ventro-dorsal) y Diametro Il (DlIIl,
eje latero-lateral). Ademas, en el Ultimo estadio de desarrollo se midi6 el Distancia
interocular externa (Doe) como indicador de medida de crecimiento embrionario
(Figura 3.1). Sobre la base de estas dimensiones se calcularon otras variables
morfométricas del huevo, incluyendo el volumen (V), la elipticidad (e) y la
elongacion (E) segun lo definido por Stevens (2006):

V=1/6nD?
donde D es el diametro medio del huevo;

DI
® =il

_(DI-DII)
~ (DI + DI
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Asimismo, con el fin de generar una variable que indique el crecimiento
embrionario se relativizo la variable Doe respecto del Diametro laero-lateral (DIIl)
con el objetivo de evaluar la relacion entre ambas longitudes; generando asi una

nueva variable de crecimiento embrionario: Didmetro ocular relativo (Dor)

Doe

DI DIl om Doe

Figura 3.1. Didmetro | (DI: eje antero-posterior); Diametro Il (DIl: eje ventro-dorsal) y
Diametro Il (DIlI: eje latero-lateral) correspondientes a los tres ejes de medicion tomados
en huevos embrionados y Doe (Distancia interocular externa) para los embriones de
Ovalipes trimaculatus.

El color estandar de los embriones vivos se determiné siguiendo la Guia de
Férmulas de Color Pantone® (Pantone Inc., Carldtadt, Estados Unidos) con la
actualizacion del afio 2014 y se registr6 como "P" seguido por el numero que

representa el cddigo de dicha escala.

Puesto que se ha reportado que O. trimaculatus sufre una pérdida sustancial de
huevos durante el desarrollo embrionario y considerando que en muchas especies
de crustaceos la limpieza de los huevos resulta en el desprendimiento no selectivo

de embriones de la masa de huevos (Brante et al. 2004), la estimacion de la
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mortalidad embrionaria se estimé basado en la suposicion de que los embriones
permanecen unidos a la masa del huevo durante periodos breves después de
muertos, por lo tanto se definid la variable "mortalidad embrionaria instantanea" al

final de la etapa "i" (Mi) como:

Mi = 100.&’%,

donde "Di" es el nUmero de embriones muertos en una muestra de la masa de
huevo tomada al final de la etapa "i"y T es el nUmero total de huevos en la misma
muestra, incluyendo embriones vivos y muertos. Los embriones se consideraron
muertos cuando el vitelo mostré un color o textura diferente a los de sus vecinos.
Del mismo modo, la mortalidad instantanea desde el final de la ultima etapa del

desarrollo embrionario hasta el final de la eclosion (Me) se estim6 como:
Me = 100X 2,
T
donde "Mi" es el nUmero de embriones muertos encontrados en las muestras de la
masa de huevo y T es el niumero total de huevos, incluyendo las cdpsulas vacias

que permanecen unidas a los pledpodos después de la eclosion.
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Optimizacion del desarrollo embrionario

Con el objetivo de hallar experimentalmente la condicion termohalina optimizada,
la cual sera evaluada mediante la aceleracion del proceso de embriogénesis, junto
con una alta supervivencia tanto de los embriones como de las madres

progenitoras, se realizaron pruebas de desarrollo embrionario en dos bloques:

e Experimento |: Efectos conjuntos de temperatura y salinidad sobre el
desarrollo embrionario

e Experimento Il: Efectos de la salinidad sobre el desarrollo embrionario

Debido a limitaciones de espacio en la camara termocontrolada de
experimentacion, no fue posible realizar un Unico experimento matricial que
combine todo el rango térmico y salino propuesto, razén por la cual se decidié
particionar los tratamientos de cultivo en dos bloques de experimentacion como se

describio.

El primero consistio en una matriz factorial con ocho tratamientos térmicos y dos
salinos (Tabla 3.1). Los valores de salinidad empleados en el bloque 1 de
experimentos correspondieron a los valores de salinidad medidos en el agua de
mar a 10m de profundidad, dentro del rango latitudinal de la distribucion geografica

de la especie para Sudamérica (Figura 2.1) (Baldoni et al. 2015).

El rango de temperatura seleccionada corresponde a valores térmicos del agua de
mar a 10 m de profundidad, dentro del rango latitudinal de la distribucion
geografica de la especie para Sudamérica (Figura 2.2) (Baldoni et al. 2015), que
incluye desde el sur de la costa de Brasil hasta el golfo San Jorge en la costa
argentina (Melo 1985, Vinuesa 2005). Ademas, se tomaron 2 valores por fuera de

los extremos (6 y 24 °C).
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Tabla 3.1. Disefio del Experimento | de desarrollo embrionario de Ovalipes trimaculatus
bajo combinaciones de dos regimenes salinos y ocho térmicos. Los niumeros dentro de la
tabla indican la cantidad de réplicas (i.e., hembras ovigeras) utilizadas en cada
tratamiento termohalino.

Temperatura (°C)

6.5 9.0 12 13 15 18 22 24

E 30 7 8 7 7 7 8 6 6
g =
£
3 33 7 8 7 9 7 7 6 6

El segundo bloque de experimentos fue establecido para evaluar especificamente
el efecto del estrés salino sobre el desarrollo embrionario, e incluy6 la combinacion
de una condicion térmica y cuatro condiciones salinas, ampliando el rango de las

empleadas en el primer bloque (Tabla 2).

Tabla 3.2: Disefio del Experimento Il de desarrollo embrionario de Ovalipes trimaculatus
bajo combinaciones de cuatro regimenes salinos y uno térmico. Los nimeros dentro de la
tabla indican la cantidad de réplicas (i.e., hembras ovigeras) utilizadas en cada
tratamiento termohalino.

Temperatura (°C)

13
~ 37 7
9\_0/

5 33 9
g

E 30 7
& 26 7
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En ambas matrices experimentales, los parametros ambientales fueron
modificados gradualmente (1 unidad por dia) hasta lograr el valor establecido,
evitando asi choques térmicos o halinos que pudieran ocasionar la muerte tanto
materna como de los embriones por causa de desbalance térmico o por causa de

desequilibrios osméticos irreversibles (Giménez y Anger 2001).

En ambos bloques de experimentos se registraron variables morfométricas,
incluyendo el diametro medio, area y volumen de los huevos embrionados, asi

como también la supervivencia embrionaria y materna.

Asimismo, se tomaron datos de la duracion de cada estadio con una clasificacion
en 5 estadios de desarrollo embrionario, de acuerdo a lo propuesto por Dellatorre
(2009). Esta escala permiti6 ademas distinguir los estadios macroscopicamente
considerando la coloracién de la masa embrionaria (Tabla 3), lo cual la convierte
en una herramienta versatil de identificacion del estado de desarrollo embrionario,
gue permite estimar el momento de eclosion y liberacién larvaria. Asi, esta escala
resultaria de utilidad en potenciales establecimientos acuicolas. Todos estos

parametros fueron descriptos con detalle en la seccion precedente.

Se registro la duraciéon en dias de los estadios de desarrollo y la duracion total de
la embriogénesis para todas las hembras ovigeras. Ademas, la duracion
acumulada fue medida mediante el indice: TAE: Temperatura acumulada efectiva
definida como la cantidad total de dias multiplicado por la temperatura en la cual

transcurrid el desarrollo embrionario.

Para todos los experimentos realizados, las hembras ovigeras fueron alimentadas
ad libitum con carne de pescado (cantidad superior al 20% del peso corporal) una
vez por semana, en tanto que el 20% del volumen de los tanques fue renovado
diariamente con agua de mar con las mismas caracteristicas fisicas del

tratamiento correspondiente

Para el analisis de las variables continuas se realizaron regresiones vy
correlaciones de Pearson y Spearman con el objetivo de identificar una relacion

entre el AAy AC materno y el diametro de los huevos embrionados.
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Previo el analisis con estadisticas paramétricas de las variables discretas, se
comprobaron los supuestos de homocedacia (Prueba de Fisher) y normalidad
(Prueba de Kolmogorof) (Zar 1984). Cuando los supuestos no pudieron ser
comprobados, los datos fueron transformados con raiz cuadrada. Posteriormente,
los datos obtenidos de la descripcion del desarrollo embrionario fueron analizados
mediante ANOVA de una via donde la variable categérica fue el estadio de
desarrollo. También se usé esta herramienta de analisis para la informacién
recabada del experimento halino tomando la condicién salina como variable de

clasificacion.

Cuando los datos no cumplieron los supuestos de homocedacia y normalidad, aun
cuando fueron transformados, se aplicaron andlisis no paramétricos de Kruskal
Wallis.

Los datos obtenidos en el Experimento | (experimentacion termohalina) fueron
analizados mediante ANOVA de dos vias tomando a la salinidad y a la
temperatura como variables categoricas. En cambio, los datos obtenidos en el
Experimento Il (experimentacion con diferentes concentraciones de salinidad)
fueron analizados con ANOVA de una via tomando la salinidad como variable

categorica.
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Resultados

En todos los tratamientos experimentales realizados se logr6 completar el

desarrollo embrionario de Ovalipes trimaculatus.

Las hembras ovigeras colectadas midieron 82,27 + 6,85 mm (media £ SD) de AC
y 25,02 + 3,02 mm (media + SD) de AA. Los resultados del andlisis de correlacion

de Pearson mostraron que no existe relacion entre AC de las hembras ovigeras y

el didmetro de los huevos que incuba, tanto luego del desove de los mismos (p
0,15, n = 26 hembras ovigeras) como previo a la eclosion de larvas (p = 0,44, n =
26 hembras ovigeras). Por lo tanto, los datos morfométricos de los huevos de
todas las hembras dentro de cada tratamiento fueron considerados como un unico

conjunto para todas las comparaciones entre las etapas embrionarias.
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Caracterizaciéon del desarrollo embrionario

La frecuencia Optima de toma de muestras para detectar cambios relevantes
durante la embriogénesis fue de tres veces a la semana, debido a que esta
frecuencia permitié ver el inicio, progreso y finalizacion de cada estadio de
desarrollo y caracterizarlo. Por el contrario, la frecuencia de toma de muestras de
una vez por semana fue demasiado espaciada, no permitiendo la deteccion de
todo el proceso de desarrollo, impidiendo ver los cambios de estadios

especialmente en etapas avanzadas de la embriogénesis.

La duracion media de la embriogénesis fue de 35,7 + 2,11 dias (n = 24) desde los
primeros estadios de desarrollo (es decir, mérula de 2 6 4 células) hasta la

eclosion.

La posicion relativa de los embriones en la masa de huevos (interna, media o
externa) no afectd significativamente la duracion del desarrollo embrionario
(ANOVA, p = 0,8727).

Las observaciones realizadas en forma cuantitativa y cualitativa durante la
experimentacion permitieron establecer una escala con cinco estadios de

desarrollo embrionario para O. trimaculatus a saber:

Estadio |

Luego de la fecundacion los huevos son esféricos, de 309,76 = 7,13 pm de
diametro medio y de intenso color naranja (P123 Escala de Color Pantone®)
(Figura 3.2A1-A2). Dos membranas transparentes, interna y externa cubren el
huevo (Figura 3.2A1), cuyo volumen esta completamente ocupado por el vitelo. La
cubierta externa del huevo es pegajosa y se proyecta en un funiculo que conecta
al huevo con las setas de los ple6podos de la hembra. Cuando el huevo no esta
fertilizado, ambas cubiertas no estan en contacto (Figura 3.2A1). Después del
inicio de la division celular (Figura 3.2A2), delicadas ranuras delimitan areas
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poligonales en la superficie del huevo y el cigoto centrolecitico se transforma
progresivamente en morula (Figura 3.2A3), blastula y posteriormente en gastrula.
No se observan estructuras de érganos en esta etapa embrionaria y su duracion
promedio es de 9,65 + 1,01 dias, representando el 26,76 + 2,58% del desarrollo
total del embrion (Tabla 3.3).

Estadio Il

Los huevos son esféricos, de 326,99 + 11,17 ym de diametro medio y de color
naranja (P. 157 Escala de Color Pantone®) (Figura 3.2B1-B2). El primordio
embrionario se hace evidente como una protuberancia transltcida en la superficie
del huevo en el polo animal (Figura 3.2B1) que representa la region ventral del
embrién en desarrollo. Los rudimentos de algunos apéndices embrionarios se
hacen visibles a medida que un par largo de estructuras preorales emergen a lo
largo del eje antero-posterior, siendo las anténulas las primeras en aparecer,
seguido de un par de antenas mas cortas (Figura 3.2B3). Ambos apéndices son
unirramosos y alargados. La placa toracoabdominal posterior presenta una
proyeccion corta y ancha con su extremidad distal bifurcada en los dos l6bulos del
telson de formacion (Figura 3.2B3). ElI contenido de vitelo representa
aproximadamente el 90% del volumen de huevo. La duracién de este estadio es
de 8,10 + 0,94 dias, lo que representa el 22,36 + 2,76% del desarrollo total del
embrion (Tabla 3.3).

Estadio Ill

Los huevos son esféricos, de 331.98 + 18.38 um de diametro medio y de color rojo
oscuro (P. 484 Escala de Color Pantone®) (Figura 3.2C1-C2). La etapa comienza
cuando se forman los tres primeros pares de apéndices (i.e., antena, anténulas y
mandibula) (Figura 3.2C3). Las estructuras en desarrollo representan
aproximadamente el 40-50% del volumen del huevo, el resto es vitelo. La anténula
y la antena son estructuras en forma de tubo sin setas, que crecen paralelas entre

si, mientras que las mandibulas son mas pequefias (Figura 3.2C3). A medida que
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esta etapa avanza, se forman somitos abdominales y rudimentos alargados del
resto de los apéndices. En el extremo distal del abdomen, el telson es bifurcado,
todavia sin setas. Posteriormente, se forman maxilulas, maxilas y primeros y
segundos maxilipedios mientras que en la parte anterior del cefalotérax aparecen
rudimentos de caparazén en forma de media luna. El telson tiene cuatro setas
terminales cortas en cada Iébulo. La etapa dura 7,83 + 0,90 dias, lo que

representa un 22,38 + 2,10% del desarrollo total del embrién (Tabla 3.3).

Estadio IV

Los huevos son esféricos, de 367,56 + 16,69 um de diametro medio y de color
marron (P. 464 Escala de Color Pantone®). La pigmentacion en los ojos es la
caracteristica que representa el inicio de este estadio. (Figura 3.2D1-D2). Las
anténulas son unirramosas y mas largas que las antenas, exhibiendo dos setas
terminales largas. Las antenas son unirramosas y con dos setas terminales. La
maxilula y maxila son unirramosas. Los Iébulos 6pticos estan bien desarrollados,
mostrando un patron de pigmentacidon que consiste en una linea curva oscura
(Figura 3.2D42-D3). Los primeros y segundos maxilipedios tienen tres setas
terminales al final de los endopodos (Figura 3.2D3). El abdomen crece
continuamente incorporando segmentos. En el telson bifurcado, cuatro pares de
setas son visibles en cada Iébulo (Figura 3.2D3). Al final, las reservas de vitelo se
reducen significativamente hasta aproximadamente el 30 y el 40% del volumen de
huevo. La duracion de esta etapa es de 5,59 = 0,66 dias, lo que representa un
16,19 £ 1,75% de la duracion total (Tabla 3.3).

Estadio V

Los huevos son esféricos, de 372,24 + 16,32 um de diametro medio y de color
marron oscuro-gris (P. 469 Escala de Color Pantone®) (Figura 3.2E1-E2). El vitelo
se reduce a unas gotas en la parte dorsal del embriéon y su volumen se reduce
progresivamente durante la etapa mientras el embrion crece (Figura 3.2E1). Los

latidos del corazon y la espina dorsal se hacen notorios y se observan
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movimientos corporales. Los cromatoforos pigmentados parecidos a puntos
aparecen en las bases de las mandibulas, maxilipedios y en cada segmento
abdominal (Figura 3.2E2). La pigmentacion en el globo ocular se expande y
aumenta mientras que el ojo compuesto se agranda. Una linea pigmentada
transversal aparece en la boca. En el medio de esta etapa los ojos estan
completamente formados y pigmentados (Figura 3.2E2,-E4-E6). La anténula
unirramosa muestra dos setas terminales. La antena birramosa tiene un
endopodito corto y ancho con una seta y un exopodito con dos setas. La boca
tiene un cromatoforo grande con forma de herradura y manchas de pigmentos en
cada lado de la boca. El primer maxilipedio presenta un cromatéforo en la coxa
larga; su endopodito y su exopodito tienen dos y cuatro setas terminales
respectivamente. El segundo maxilipedio muestra un cromatéforo en la coxa. El
exopodito tiene cuatro setas terminales. El abdomen tiene cinco segmentos, con el
sexto fusionado con el telson (Figura 3.2E3). Todos estos segmentos tienen
cromatéforos en cada lado. El telson bifurcado tiene seis setas terminales en cada
I6bulo. Se pueden observar movimientos esporadicos de los apéndices y del
abdomen, haciéndose mas frecuentes en el momento de la eclosion. La frecuencia
cardiaca es de 180 + 3,3 latidos por minuto. Esta etapa termina justo antes de la
eclosion, y dura 4,76 * 0,42 dias, lo que representa el 13,3 + 1,29% del desarrollo
total del embrion (Tabla 3.3).

La eclosion de las larvas comienza con la rotura del corion de los huevos en la
zona anterior, por encima de la parte cefalica de los embriones. La eclosion de
toda la progenie se produce en un sélo pulso que comienza a la noche y se
extiende durante las primeras horas de la mafana siguiente. Las membranas
coridnicas o capsulas de huevos vacios permanecen adheridas a los pledpodos

hasta la siguiente muda.

Como lo muestran los indices de elongacion (E) y elipticidad (e), los huevos son
esféricos y conservan su forma a través de todas las etapas de desarrollo (Figura

3.3, Tabla 3.3). Se observaron incrementos en el volumen (V) a través del
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desarrollo embrionario, pero las diferencias de diametros del huevo fueron

significativas sélo en la transicion del estadio | al 1l y del estadio Il al IV.

Asimismo, no se observé una relacién significativa entre la supervivencia
embrionaria y el ancho de caparazén (ANOVA, p = 0,99, n = 26 hembras ovigeras)
o el ancho del abdomen (ANOVA, p = 0,24, n = 26 hembras ovigeras) de las

hembras progenitoras.

La mortalidad embronaria fue significativamente diferente entre los estadios
(Kruskal Wallis, H = 50,59, p < 0,01, n = 10 huevos embrionados), y las
comparaciones a posteriori (prueba de Tukey) revelaron que Mi es mayor en la
eclosion que al final de cada una de las etapas del desarrollo embrionario, y que la
posicion de los huevos en la masa del huevo no afecta la supervivencia de los

embriones.

La supervivencia de las hembras ovigeras (n = 26) al final del experimento control
para la caracterizacion del desarrollo embrionario fue del 95%. Se encontraron
diferencias significativas (Kruskal Wallis, H = 50,59, p < 0,01), las comparaciones
a posteriori (prueba de Dunn) revelaron que Mi es mayor en la eclosién que al final
de cada una de las etapas del desarrollo embrionario, y que la posicion de los
huevos en la masa del huevo no afecta la supervivencia de los embriones a 13 °C
(Tabla 3.4).
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Tabla 3.3. — Resultados de los ANOVA para las variables morfométricas de los huevos
entre estadios de desarrollo embrionario de Ovalipes trimaculatus.

Estadio | Estadio Il Estadio Ill Estadio IV Estadio V ANOVA

DRE 26,76+ 22,36+ 2238+ 16,19 +

+
(%) 258 276 210 1,75 133+1,29 p <001

165,54+ 17456+ 17529+ 195,80 +

Vv 573 585 6.9 674 197,15+6,29  p < 0,001
0,008+ 0,008+ 0004+ 0,007 _
E 0,016 0,017 0,017 0,013 0.010£0,016  p=0:4308
1016 + 1,017+ 1,000+ 1,016+ ~
0,033 0,036 0,035 0,028 1,021£0,034  p=04458
Color P123 P157 P484 P464 P469
n 50 50 50 50 50

Referencia: RDE: Duracion relativa del estadio de desarrollo; V: volumen; E: elongacion y

e: elipticidad. Los valores muestran la media + desviacién estandar; n = numero de
huevos analizados. Las letras en negrita indican diferencias estadisticamente

significativas.
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Tabla 3.4. — Mortalidad instantanea de embriones (Mi) de Ovalipes trimaculatus para
todos los estadios de desarrollo embrionario y para el momento de nacimiento de larvas.

Estadios de
desarrollo Mis-i (%) Mis-i (%) Mis-i (%)
embrionario (i) Interior Medio Exterior n
I 0,002 0,002 0,002 20
I 0,002 0,002 0,002 20
i 1,00 £ 2,612 1,42 + 3,632 1,45 + 2,753b 20
v 0,002 0,002 0,002 20
\% 0,25+1,122 0,002 0,42 +2,042 20
H 3,50° 3,50° 3,50° 10

Referencia: H: Ruptura de la capsula coriénica y liberacion de larvas Zoea | (hatching).
Las distintas letras muestran diferencias significativas en comparacion de a pares
mediante la Prueba de Tukey para cada estadio de desarrollo Los valores muestran la
media + desviacién estandar; n = nimero de huevos muestreados (por cada muestra).
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Tabla 3.5. — Comparacion de los estadios de la embriogénesis en diferentes especies de

portunidos.

Desarrollo embrionario y diametros medios

Blastula-Clivage- Primordio Organogénesis- Aparicion de
Especies Gastrula embrionario- Aparicion de cromatéforos-Latido de
(diametro medio) Placa ocular pigmentos corazon
FE FE FE FE
Charybdis feriata? 2 0,298 - 0,36 0,40 0,42 0,369 - 0,45
FE FE FE
Portunus pelagicus? # 0,27 - 0,344 0,347 £-0,425 0,363 - 0,429
F El
FE FE FE 0,57-0,64
Posteriormente
P. sanguinolentus® 0,34 0,41 0,48 FEO,73
F El
0,65, posteriormente
Scylla serrata ° ¢ FEO0,34 FEO0,41 FEO0,48 F EO,73
0,40 0,52 0,60
F El
S. tranquebarica and 0,65, posteriormente
S. olivacea ° ¢ F E 0,40 F E 0,52 F E0,60 FEO0,73
Ovalipes
trimaculatus? F E 0,65,
FE 0,40 F E 0,52 F E 0,60 posteriormente 0,73
Esta tesis F E 0,309 - 0,347 F E 0,326 F E 0,367 FE0.372-0,378

Referencias: F E: Forma esférica; F El: forma eliptica. Las medidas son expresadas en
milimetros; *Sundarapandian et al. 2013; 2Josileen 2011; 3IKhwanuddin et al. 2012; “Ravi
2013; ®*Samuel y Soundarapandian 2009; ®Ates et al. 2012; 'Du Preez y Mcachlan 1984.
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Figura 3.2. Cambios morfologicos en los huevos y embriones de Ovalipes trimaculatus
durante los estadios de desarrollo embrionario (Estadio I: Al1-A5; Estadio Il: B1-B3;
Estadio Ill: C1-C4; Estadio IV: D1-D5; Estadio IV: E1-E8). Escala = 100 um (Al a D2; D4;
El; E2; E5y EB6). Escala = 50 ym (D3; D5; E3; E4; E6).

Referencias: antena (@'); antenula (a); chromatoforo (ct); membrana externa (ec); ojo (0);
corazoén formado (c); Membrana interna (ic); maxila (m’); maxillipedio (mp); maxilula (m);
globo optico (op); Estructuras primordiales (p); setas (s); telson (t); bulbo toraco-
abdominal (ta); vitelo (y).
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Figura 3.3. - Graficos de cajas de los indices tomados para evaluar la forma de lo huevos
durante los sucesivos estadios de desarrollo embrionario de Ovalipes trimaculatus y de su
duracion por estadios. Las letras diferentes denotan diferencias significativas entre
tratamientos segun contrastes a posteriori empleando la prueba de Tukey. Referencias: V.
volumen; E. elongacién y e. elipticidad.
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Optimizacion del cultivo en la etapa de desarrollo embrionario

Experimento I: Efectos conjuntos de temperatura y salinidad sobre el desarrollo

embrionario de O. trimculatus

Tomando en cuenta que la temperatura y la salinidad son dos variables
ambientales clave usualmente manipuladas en los establecimientos de
acuicultura, se realizaron experimentos con varias combinaciones de ambas
variables con el fin de hallar la mejor combinacién para promover el crecimiento y
supervivencia embrionaria de O. trimaculatus. La duracion total y por estadios del
desarrollo embrionario de O. trimaculatus esta relacionada con la concentracion
salina y la temperatura. Dependiendo de la combinacién termohalina, la duracion
total del desarrollo embrionario se extendio entre 19 y 56 dias (n = 104 hembras
ovigeras). En todos los tratamientos se evidencio el mismo patrén de desarrollo
ontogenético descripto en la Figura 3.2. En términos generales, se observo que
para los tratamientos contrastados a mayor temperatura o menor salinidad el
tiempo de desarrollo embrionario es menor (Figura 3.3, 3.4, Tabla 3.7). En los
primeros estadios las diferencias mas importantes de duracién estan en las
temperaturas mas bajas, en tanto que en los estadios mas avanzados en las
temperaturas mas altas (Figura 3.5). Particularmente cuando la temperatura se
encuentra por encima de los 18 °C se observo una reduccion en la duracion en el
proceso para todos los estadios de desarrollo (ANOVA, temperatura p < 0,001;
salinidad p = 0,02, interaccion p = 0,03, Tabla 3.7). Si bien la temperatura y
salinidad influyeron en el tiempo de desarrollo embrionario (Figura 3.4 y 3.5), sélo
se detectO interaccion de estas variables con la duraccion total del desarrollo

embrionario (Figura 3.5, Tabla 3.7).

La duracion de la embriogénesis expresada en términos de “temperatura
acumulada efectiva” fue de 437 + 64 °C dias (media + desvio estandar) (ver
seccion metodoldgica) (Tabla 3.8). Esta variable acumulada es equivalente a la
cantidad en dias de cultivo a una temperatura determinada que deben ser
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acumulados desde la fecundacion hasta lograr la eclosion larvaria (Barén 2002,
Goldstein y Watson Ill 2015).

A diferencia de lo observado con la duracion del desarrollo embrionario, se
encontrd interaccion entre las variables temperatura y salinidad cuando la variable
respuesta considerada fue la supervivencia embrionaria para cada estadio, por lo
cual fue necesario estudiar el comportamiento de supervivencia de cada
combinacion de dichas variables (Tabla 3.6 y 3.7). S6lo se encontraron diferencias
significativas en los dltimos estadios de desarrollo embrionario (Estadios Ill, IVy V
en n = 104 hembras ovigeras), donde los tratamientos por encima de los 22 °C
tuvieron un descenso significativo en la supervivencia, no sélo de los embriones
sino también de las hembras ovigeras (ANOVA, p < 0,001, Tabla 3.6 y 3.7).

Respecto del tamafio de los huevos embrionados, se hallé interaccion entre las
dos variables ambientales estudiadas. Para todos los estadios de desarrollo, los
huevos de mayor diametro medio fueron los del experimento a 18°C-30 %0 y 13°C-
30 % (ANOVA, p < 0,001, Tabla 3.7, Figura 3.6, n = 104 hembras ovigeras).
Acompafando estos resultados, el indice Dor no mostré diferencias significativas
para todos los tratamientos de temperatura y salinidad testeados (Tabla 3.7). Por
lo tanto, el diametro ocular externo (Doe) del embrién crecid en longitud conforme

crecio6 el diametro latero-lateral del huevo.

57




Tabla 3.6. Tabla de datos para las variables respuesta supervivencia embrionaria de las
hembras ovigeras para cada estadio de desarrollo embrionario (I a V) de Ovalipes
trimaculatus en funcién de diferentes condiciones de temperatura y salinidad.

Estadios de desarrollo embrionario He,m bra
ovigera
Temperatura Salinidad
°C) (%) | Il 11l \Y} V H
6 30 100 100 100 100 97,78+ 2,5 92 +9,27 91,25+25
33 100 100 98,33 +4,08 96,67 £5,16 96,67 5,77 962,55 97 + 4,47
10 30 100 100 92,5+9,57 93+13 92,5+ 9,57 91,25+25
33 100 100 100 100 98,75+ 2,5 89 + 4,47 100
12 30 100 100 100 100 100 100 100
33 100 100 98,33 +2,58 99,22 +1,88 98,75+5 100 100
13 30 100 100 100 100 96,67 £ 5,77 100 96,6+2,88
33 100 100 9833+258 100 100 91’8821 95 + 4,77
15 30 100 100 100 100 100 95+ 2,58 100
33 100 100 100 100 100 93+2,5 94 4 +4,48
18 30 100 100 100 100 100 97 + 4,47 96 + 2,55
33 100 100 100,0 100 97,7+4,41 95 + 2,58 100
22 30 100 100 98,75+ 2,50 975+5 975+5 92+115 100
33 100 95 95 95 88,55 88 + 10,77 93,75+ 4,78
24 30 100 98é755 * 95+ 10 9755 9755 91+115 86,66 + 5,77
33 100 97,545 9755 92 +1,15 82,75 + 19,66 80 82,75+4,78
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Tabla 3.7. Resultados de los ANOVA de dos vias para las variables respuesta medidas en
los huevos entre estadios de desarrollo embrionario de Ovalipes trimaculatus en funcion

de diferentes combinaciones de temperatura y salinidad.

F.V. SC GL CM F p
Supervivencia
0 13 0 - -
Estadio |
Supervivencia Temp 44,29 7 6,33 1,18 0,3285
Estadio Il Sal 9,13 1 9,13 1,7 0,1971
Temp*Sal 40,87 5 8,17 1,53 0,1966
Supervivencia Temp 271,48 7 38,78 2,11 0,0558
Estadio Il Sal 55,96 1 55,96 3,04 0,0861
Temp*Sal 917,74 5 183,55 9,98 0,0001
Supervivencia Temp 4368,99 7 624,14 1,48 0,1907
Estadio IV Sal 852,1 1 852,1 2,02 0,1601
Temp*Sal 940,96 5 188,19 0,45 0,8144
Supervivencia Temp 2841,17 7 405,88 26,88 0,0001
Estadio V Sal 8,13 1 8,13 0,54 0,466
Temp*Sal 499,74 5 99,95 6,62 0,0001
Duracion Temp 914,02 7 64,71 104,91 <0,0001
Estadio | Sal 6,53 1 6,53 5,25 0,0255
Temp*Sal 7,81 7 1,12 0,9 0,5154
Duracion Temp 811,14 7 115,88 90,32 <0,0001
Estadio Il Sal 6,28 1 6,28 4,89 0,0305
Temp*Sal 8,61 7 1,23 0,96 0,469

59




Continuacién Tabla 3.7

Duracion Temp 680,46 7 97,21 75,01 <0,0001
Estadio IlI Sal 0,43 1 0,43 0,33 0,5681
Temp*Sal 8,63 7 1,23 0,95 0,3692
Duracion Temp 350,41 7 50,06 68,6 <0,0001
Estadio IV Sal 1,64 1 1,64 2,25 0,1391
Temp*Sal 23,3 7 3,33 4,56 0,004
Duracion Temp 293,84 7 41,98 30,02 <0,0001
Estadio V Sal 0,06 1 0,06 0,09 0,7691
Temp*Sal 2,78 7 0,4 0,57 0,7797
Duracion total Temp 10357,1 7 1479,58 458,22 <0,0001
Sal 17,96 1 17,96 5,56 0,0226
Temp*Sal 82,62 7 11,8 3,66 0,031
DI Temp 16,8 15 1,12 8,09 <0,0001
Sal 2,19 1 2,19 15,84 0,0001
Temp*Sal 5,12 7 0,73 5,29 <0,0001
DIl Temp 8,11 7 1,16 7,97 <0,0001
Sal 1,15 1 1,15 7,92 0,0053
Temp*Sal 13,36 7 1,91 13,13 <0,0001
Dl Temp 5,41 7 0,77 9,38 <0,0001
Sal 1,5 1 1,5 18,2 <0,0001
Temp*Sal 0,47 7 0,07 0,82 0,5732
DIV Temp 5,7 7 0,81 10,96 <0,0001
Sal 3,35 1 3,35 45,03 <0,0001
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Temp*Sal 5,49 7 0,78 10,55 <0,0001

DV Temp 4,71 7 0,67 6,51 <0,0001
Sal 2,93 1 2,93 28,3 <0,0001

Temp*Sal 4,77 7 0,68 6,59 <0,0001

Dor Temp 1,1x10° 8 1,3x10% 0,88 0,5348
Sal 3,0x104 1  3,0x10* 2,01 0,1607

Temp*Sal 7,9x104 6  1,3x10* 0,88 0,5179

Referencia: Las letras en negrita indican diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla 3.8. Temperatura acumulada efectiva (TA) (grados ¢ dia) para el desarrollo
embrionario de Ovalipes trimaculatus en funcion de todas las temperaturas contrastadas.

Temperatura acumulada

Temperatura de cultivo (°C) efectiva TAE (grados-dia)

6 340,1
10 4447
12 543,9
13 451,4
15 360

18 429

22 456,5

24 472,1
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Figura 3.4. Gréficos de caja de la duracién de cada estadio de desarrollo embrionario de
Ovalipes trimaculatus en incubaciones bajo diferentes condiciones termohalinas. La
temperatura (izquierda) y salinidad (derecha) se representan en graficos separados
debido a que no presentan interaccion significativa. Las letras diferentes denotan
diferencias significativas y las siglas n.s. corresponden a “no significativo” en referencia a
tratamientos segun contrastes a posteriori empleando la prueba de Tukey. EIl color gris
corresponde al tratamiento control.
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Figura 3.5. Graficos de caja para la duracién total del desarrollo embrionario de Ovalipes
trimaculatus en incubaciones bajo diferentes condiciones termohalinas. Las letras
diferentes denotan diferencias significativas en referencia entre tratamientos segun

contrastes a posteriori empleando la prueba de Tukey. El color gris corresponde a
tratamientos control.
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Figura 3.6. Graficos de caja del diametro medio de huevos en estadios sucesivos del
desarrollo embrionario de Ovalipes trimaculatus para todas las combinaciones
termohalinas contrastadas. La temperatura y la salinidad se prepresentan en el mismo
gréfico debido a que presentan interaccion significativa entre ellas. Las letras diferentes
denotan diferencias significativas entre tratamientos segln contrastes a posteriori
empleando la prueba de Tukey. El relleno gris representa el tratamiento control.
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Experimento II: Efectos de la salinidad sobre el desarrollo embrionario de O.
trimaculatus

Los resultados reflejan que hay un efecto de la salinidad en el desarrollo
embrionario en términos de tamafo del huevo (D) y supervivencia (S), siendo el
tratamiento de salinidad 30 %o el que obtuvo conjuntamente D y S mayores (Figura
3.7, Tabla 3.9). El aumento significativo del tamafio del huevo es acompafiado con
la variable Dor, la cual no mostré diferencias significativas para los tratamientos
salinos testeados (ANOVA, p = 0,8286). Este resultado muestra que el crecimiento
en ancho ocular del embrion incrementa conforme crece en diametro anterolateral
el huevo, en una relacién constante que no muestra diferencias estadisticamente
comprobables. Aunque los embriones completaron su desarrollo en salinidades de
37 y 26 %o, estas condiciones mostraron valores mas altos de mortalidad
embrionaria que a 30 y 33 % (ANOVA, p = 0,004, Tabla 3.10, n = 30 hembras

ovigeras).

La duracion de los estadios de desarrollo no mostré diferencias significativas en
funcidn de los tratamientos salinos aplicados (ANOVA, p = 0,90, Tabla 3.10). Por
el contrario, el diametro de los huevos embrionados fue significativamente mayor
en el tratamiento de 30 %o de salinidad a lo largo de toda la embriogénesis.
(ANOVA, p < 0,0001, Tabla 3.10, Figura 3.7).
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Tabla 3.9. Resultados de dats de supervivencia embrionaria para cada estadio de
desarrollo y de las hembras ovigeras de Ovalipes trimaculatus en funcién de la salinidad

Estadios de desarrollo embrionario

Hembra ovigera

Salinidad (%) | I Il IV Y, H
37 100 100 100 92+488 885+5 66 + 10 85+ 3,78
33 100 100 98,33+258 100 100 93,82+4,85  95+4,77
30 100 100 100 100 96,67 +5,77 100 96,6 + 2,88
26 100 98+4,47 82+15  88+10 884,47 72 + 10 86 + 5,47
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Tabla 3.10. Resultados de los ANOVA para las variables respuesta medidas en los
huevos entre estadios de desarrollo embrionario de Ovalipes trimaculatus en funcién de la
salinidad

F.V. scC GL CM F p

S| 83,81 3 27,94 1,98 0,1554

S 107,97 3 35,99 2,41 0,0984
Sl 1345,24 3 448,41 6,63 0,0036
S 1919,64 3 639,88 6,94 0,0022
SV 490,24 3 163,41 6,46 0,0045
Duracion | 14,19 3 4,73 3,08 0,0555
Duracion Il 10,22 3 3,41 2,89 10,0583
Duracién I 8,11 3 2,7 2,85 0,0576
Duracion IV 1,73 3 0,58 0,79 0,5113
3

3

3

3

3

3

3

3

Duracién V 0,35 0,12 0,19 0,9016
Duracion total 1,16 0,39 0,61 0,3182
DI 7,01 2,34 21,05 <0,0001

DIl 13,86 4,62 43,82 0,0001

DIl 20,68 6,89 4565 <0,0001
DIV 4,08 1,36 10,67 <0,0001

DV 1,37 0,46 4,61 0,0061

Dor 8,6x10° 2,9x10° 0,29 0,8286

Referencia: S: Supervivencia; D: diametros medios; Dor: Diametro ocular relativo para
huevos embrionadoas de O. trimaculatus. Las letras en negrita indican diferencias
estadisticamente significativas.
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Figura 3.7. Graficos de caja de las duraciones de cada estadio (A) y diametros medio de
los huevos embrionados (B) para cada estadio de desarrollo embrionario de Ovalipes
trimaculatus bajo las diferentes condiciones de salinidad. Las letras diferentes denotan
diferencias significativas entre tratamientos y n. s. representa “no significativo” segun
contrastes a posteriori empleando la prueba de Tukey. El relleno gris representa el
tratamiento control.
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Discusion

Los resultados obtenidos en este capitulo permitieron realizar una caracterizacion
macroscopica del desarrollo embrionario de O. trimaculatus en 5 etapas de
desarrollo que son facilmente distinguibles y que resultan de utilidad en estudios
poblacionales de la especie y/o potenciales emprendimientos acuicuolas. Esta
caracterizacion macroscopica es acompafada con un detalle microscopico que

aporta a la comprension del proceso en términos biolégicos.

Si bien el desarrollo embrionario puede categorizarse en mayor o menor cantidad
de estadios, en este trabajo se apunté a contar con una escala que permita la
caracterizacion en etapas de distincion rapida y a simple vista, teniendo en cuenta
el cambio de coloracién de los huevos estandarizado a una escala objetiva. De
esta manera, dicha escala podra ser utilizada durante estudios de campo
poblacional o durante las labores de acuicultura. Ademas, se describen cambios
microscopicos representativos de los estadios de desarrollo que transcurren en
simultdneo al cambio en la coloracién externa y que se basan en criterios

generales comunmente utilizados en Decapodos (Felder et al. 1985).

En el comienzo del desarrollo embrionario de los crustaceos, la diferenciacion
celular comienza poco después de la gastrulacion y requiere un enorme gasto de
energia (Soundarapandian et al. 2013). Algunos autores consideran que los
principales acontecimientos del desarrollo embrionario ocurren desde el inicio de
la fertilizacion hasta la formacién de gastrula (Nagao et al. 1999, Miller et al.
2003), pero los cambios producidos durante este periodo son dificiles de observar
en huevos vivos sin técnicas especiales. Después de la migracion hacia el interior
del blastodermo por la proliferacion celular en la masa de vitelo (Adiyodi 1988), las
estructuras primordiales comienzan a crecer y extenderse ventralmente, siendo
faciles de observar y describir en huevos vivos. Por lo tanto, las etapas de
desarrollo embrionario de los crustaceos se definen generalmente sobre la base

de caracteristicas morfologicas externas distintivas, que cambian la coloracion del

70




huevo conforme se reduce la proporcidon de vitelo relativo al volumen embrionario
total y aparecen pigmentaciones del globo ocular y cromatéfotos.
Simultaneamente, y con herramientas microscopicas, se pueden observar el
crecimiento del embrion y el desarrollo los apéndices, sumado a la iniciacion del

latido del corazon (Nagao et al. 1999).

En O. trimaculatus la secuencia general de los cambios ontogénicos observados
durante la embriogénesis y el aumento de tamafio y complejidad de los procesos
abdominales y oculares son similares a los reportados para otros portanidos
(Tabla 3.5). Sin embargo, los tamafos de los huevos son significativamente
menores en la poblacién de Norpatagonia estudiada, respecto de las poblaciones
sudafricanas para esta misma especie (Du Preez y Mcachlan 1984),

incrementandose esta diferencia conforme avanza la embriogénesis.

El desarrollo embrionario es sincrénico para toda la masa embrionaria,
independientemente de su localizacion dentro de la misma, tal como se observa
en otros portunidos (Ates et al. 2012, Ikhwanuddin et al. 2012, Soundarapandian
et al. 2013). Este patron podria reflejar una distribucion homogénea de oxigeno a
los embriones en desarrollo, resultante de la ventilacion de las masas de huevos a
través del abanicado abdominal de las hembras ovigeras segun lo informado por
Fernandez et al. (2002) para la especie. Respecto de la forma, la esfericidad de
los huevos embrionados de O. trimaculatus se mantuvo a lo largo de todo el
desarrollo embrionario, caracteristica compartida también con otros portanidos
(Josileen 2011, IKhwanuddin et al. 2012, Ravi y Manisseri 2013, Soundarapandian
et al. 2013)

Integrando los resultados obtenidos de la modulacion de la temperatura y salinidad
sobre el cultivo embrionario, es posible destacar los efectos de las distintas
combinaciones termohalinas sobre el diametro de los huevos, la duracion de la
embriogénesis medida en dias y la supervivencia, no sélo de los embriones sino
también de las madres. En términos generales las combinaciones 18 °C-30 %o y
22 °C-30 %o resultaron las mas propicias (Tabla 3.7), siendo estas condiciones las

que optimizan su cultivo. En la naturaleza, estos dos parametros son los mas
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importantes moduladores del crecimiento y supervivencia de los invertebrados
marinos (Kinne 1971, Warwick 1993), por lo tanto estudiar a los individuos bajo
condiciones controladas de cultivo con la aplicacién conjunta de ambas variables
refleja més claramente su comportamiento en la naturaleza (Vazquez et al. 2016).
Por un lado, la temperatura produce el efecto mas notable en los desarrollos
embrionarios reduciendo los tiempos de desarrollo, siendo la salinidad la
responsable de cambios en el tamafio y supervivencia (Giménez y Anger 2001).
Este efecto radica en que las tasas bioquimicas metabdlicas vy fisiolégicas en los
procesos de desarrollo dependen de la temperatura, con lo cual influyen en la tasa
de crecimiento y periodos de intermuda (Hartnoll 1978). La temperatura que
experimentan los embriones durante su desarrollo tiene efectos directos sobre el
tamafio de los huevos (i.e., el tamafio de sus capsulas coridnicas), la tasa de
eclosion, la duracion de la embriogénesis y la supervivencia larvaria tras la

eclosion (Sainz-Hernandez et al. 2016).

En cuanto a la temperatura diaria acumulada efectiva requerida por los embriones
para completar su desarrollo, cabe mencionar que, aunque se observd cierta
dispersion (rango TAE: 340-540 °C dia, Tabla 3.8), la mayoria de los valores
obtenidos fueron cercanos a 450°C dia. Este parametro sera de gran utilidad para
pronosticar mediante la extrapolacion de los datos, la duracion total del desarrollo
embrionario en otras areas geograficas con diferentes temperaturas. Dado la
amplia latitud costera en la cual se distribuye O. trimaculatus en la naturaleza, el
desarrollo de los embriones esta expuesto a diferentes regimenes de temperatura
gue dan como resultado diferentes longitudes de la fase embrionaria en diferentes
lugares. Estas fluctuaciones térmicas espacio-temporales generan un efecto en los
embriones que se desarrollan durante diferentes meses del afo a diferentes
latitudes, siendo sus extremos los puntos criticos donde por fuera de los mismos
podria ser detenido el desarrollo afectando hasta su supervivencia. Estos cambios
generarian patrones de reclutamiento larvario que condicionan la distribucion de la
especie. Analizando el indice TAE no solo podemos comprender la distribucion de

la especie, sino que es una herramienta de utilidad en especies de interés
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pesquero para anticipar el cronograma de liberacién de larvas (Dellatorre 2009,
Dellatorre et al. 2014, Pereira et al. 2014).

El aumento en el tamafio de los huevos producto del efecto de la salinidad sobre
el desarrollo embrionario de O. trimaculatus se debe a que se producen cambios
en la presion osmaotica sobre las membranas del huevo, asi como también sobre el
embrion. Este aumento puede generar un efecto en el tamafio larval resultante,
como en el caso del cangrejo Neoelice (ex Chasmagnatus) granulata (Bas et al.
2007. La capacidad de osmoregular depende de la presencia y actividad de la
enzima ATPasa que regula las concentraciones de Na* y K*, asi como también las
enzimas HCO3-CL ATPasa y anhidrasa carbdnica (Chamantier 1998, Bas y
Spivak 2000, Fukuda et al. 2017). Algunos autores sostienen que existe una
osmorregulacion neuroendocrina localizada en la glandula del pedunculo ocular
desde las faces postembrionarias, mientras que otros asumen que la regulacion
intracelular comienza desde las fases larvales (Chamantier 1998) siendo los
embriones osmoconformes (Charmantier y Charmantier-Daures 2001). Las
membranas que envuelven el huevo, tanto la externa como la interna junto con la
membrana embridnica, sirven de barreras fisicas, pero también algunos autores
sugieren que pueden tener una capacidad variable de osmoregular segun la
especie (Stevens 2006). En cualquier caso, la capacidad de osmoregular es una
caracteristica evolutiva que requiere una presion ambiental de estrés salino. En
este sentido, muchas especies obtienen esta capacidad de tolerar rangos de
temperatura y salinidad con el avance de sus etapas de vida aumentando a lo
largo de la ontogenia, y otras adquieren estas capacidades desde las etapas
tempranas de la embriogénesis (Charmantier et al. 1988, Miller et al. 2013,
Vazquez et al. 2016). Para O. trimaculatus, en salinidades donde no se vé
afectada la capacidad de osmoregulacion, una disminucion en la salinidad del
agua de cultivo (30 %o0) incrementa el tamafio de sus huevos embrionados, pero la
relacion entre el diametro ocular externo del embrién respecto del diametro
laterolateral del huevo (indice Dor) no tuvo diferencias significativas. Por tanto,
existe un crecimiento conjunto del embrién (Doe) y del huevo (DIIl), al menos en

ese eje (latero-lateral) probado en estadios avanzados del desarrollo embrionario.
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Esto, sumado a la esfericidad de los huevos comprobada para todos los estadios
de su desarrollo, nos permite apoyar la hipétesis de que el embrion crece
conforme crece el huevo, por tanto podemos estimar que las larvas que
eclosionen de huevos de mayor tamafio serian de mayor tamafio también. Si bien
se debe corroborar empiricamente esta teoria, la condicion salinidad 30 %. durante
el desarrollo embrionario representa un potencial interés para la obtencién de

larvas de mayor tamafio.

Hasta la realizacion de este estudio no se contaba con informacion sobre los
rangos térmicos, salinos y termohalinos dentro de los cuales el desarrollo
embrionario de O. trimaculatus es viable. Debido a su amplia distribucién
latitudinal y su modo de vida estrictamente marino, los valores experimentales de
temperatura y salinidad fueron seleccionados sobre la base de la hipétesis que la
fase de desarrollo embrionario de la especie es euritérmica y estenohalina (Melo
1985, Vinuesa 2005). De acuerdo a lo previsto, los resultados muestran que al
menos la poblacién del cangrejo nadador de Norpatagonia es capaz de completar
su desarrollo embrionario en todo el rango de amplitud térmico experimentado (6-
24 °C), abarcando todas las condiciones térmicas contrastadas, aunque el rango
térmico Optimo para el cultivo en esta etapa es de 18-22 °C. Dentro de dicho
rango, los tiempos de desarrollo se reducen considerablemente (aproximadamente
un 39%, Figura 3.5) respecto de la condicién control (13 °C) sin afectar la
supervivencia embrionaria. Este rango térmico es considerablemente amplio para
la acuicultura, por lo cual el cultivo de la especie resulta versatil. Por sobre este
valor, se logr6 completar el desarrollo embrionario a menos tiempo pero en
desmedro de la supervivencia tanto materna como embrionaria, asi como también
de la calidad de agua, encontrdndose signos de contaminacion en el agua y en la
periferia de los huevos en forma de colonias bacterianas y/o micelos fungicos. La
duracién del desarrollo embrionario de O. trimaculatus varié entre 19 (24 °C) y 56
(6°C) dias. Otros portunidos muestran patrones similares, tal como en los casos
de Scylla serrata, en la que la duracion del desarrollo embrionario disminuye
exponencialmente con el aumento de la temperatura (Hamasaki 2003), o Necora
puber, en la que varia de 17,6 dias (a 25 °C) a 76 dias (a 10 °C) (Valdés et al.
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1991). No obstante, el desarrollo embrionario de O. trimaculatus tanto a
condiciones control (salinidad 33 %.) como optimizadas (salinidad 30 %.) fue
notablemente mas largo que el reportado para la mayoria de los portinidos de
interés acuicola, que son principalmente de distribucion geogréfica tropical, tales
como Portunus sanguinolentus (8-11 dias a 28-31 °C) (Samuel vy
Soundarapandian 2009), P. pelagicus (6-7 dias a 28-31°C) (Soundarapandian y
Tamizhazhagan 2009), S. serrata (7-9 dias a 27-30°C) (Churchill 2003), S.
tranquebarica (8,7 £ 0,6 dias a 28,2 + 0,2°C) y S. olivacea (8,6 + 0,2 dias a 28,2 +
0,1°C) (Ates et al. 2012) y Arenaeus cribarius (13,5 + 2,1 dias a 25,0 £ 2,0°C)
(Pinheiro y Franzoso 2002).

En términos de salinidad, en O. trimaculatus el desarrollo embrionario se completo
en todas las condiciones salinas experimentales contrastadas entre 26 y 37 %o,
aunque la condicién de 30 %o fue la que mejores resultados arrojé en términos de
supervivencia y de duracion del desarrollo. Respecto del tamafio del huevo se
observé el mismo patrén que en el experimento previo, mostrando un incremento
significativo del tamafio del huevo para salinidades de 30 %o, en contraste con la
carencia de significancia cuando la variable medida fue “Diametro ocular relativo”
Dor (Doe/DIll) en huevos en estadio avanzado de desarrollo, para todo el
experimento. A la luz de esta informacion analizada en conjunto podemos estimar
que el embrién crece conforme crece el tamafio del huevo, al menos en el plano
laterolateral, permitiendo predicir de esta manera que las larvas eclosionadas
seran de mayor tamafio en los tratamientos salinos donde los huevos tengan
mayor tamafio (30 %.). Por debajo de este valor de salinidad (i.e., a 26 de
salinidad) la supervivencia y el tamafio de los huevos fue significativamente
inferior que en la condicion 6ptima y la duracion de la embriogénesis mayor. Estos
resultados coinciden parcialmente con los observados en otros portunidos. Los
embriones de Portunus pelagicus incubados bajo condiciones salinas en el rango
de 5-45 %o sOlo completan el desarrollo embrionario entre 25 y 45 %o, pero con
supervivencias superiores al 80% solo a salinidades de 30 y 35 %o (Noorhulhudha
et al. 2016). En contraste, en Portunus sanguinolentus y Callinectes sapidus el

desarrollo embrionario es mas breve a salinidades marcadamente inferiores a los
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valores normales del agua oceanica (Campbell y Fielder 1987). Asimismo, en O.
trimaculatus la supervivencia embrionaria y el tamafio de los huevos fue
significativamente inferior, y la duracién de la embriogénesis mas larga a 26 %o
que a 30 %.. Esto sugiere que su capacidad de osmoregular es reducida y que al
menos en la etapa de desarrollo embrionario este cangrejo es osmoconforme
estenohalino. Esta observacion se condice con la distribucion exclusivamente
marina de O. trimaculatus en su ambiente natural, aunque existen casos
excepcionales donde se lo encontraron adultos en zonas de desembocadura de

rios (Lezcano comunicacion personal).

En O. trimaculatus la modulacion de la temperatura y la salinidad no afectaron el
patron cronologico del desarrollo embrionario para ninguna de las combinaciones
contrastadas, lo cual refleja una ontogenia conservadora y robusta. Los resultados
obtenidos no soélo contribuyen al disefio de practicas de cultivo combinando
variables ambientales para O. trimaculatus, sino que aportan elementos de base
para la comprension del ciclo de vida, asi como también permiten pronosticar
limites biogeograficos de la distribucion de la especie al menos en la supervivencia
embrionaria. En este sentido, la prediccion de la duracion del desarrollo
embrionario bajo diferentes condiciones termohalinas, junto con el periodo de
desove, posibilitan establecer la duracion de vedas reproductivas a la pesca

extractiva.
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Capitulo 4

LARVAS ==

Introduccion

La fase larvaria de los crustaceos decapodos puede incluir uno o varios estadios
de desarrollo. La larva mas primitiva es la nauplius, una forma rudimentaria con
modo de vida plancténico, caracterizada por la presencia de tres pares de
apéndices cefdlicos, ojos simples y sin somitos toracicos (Dahms 2000). Esta se
encuentra presente en los entomostracos (i.e., el grupo de crustdceos mas
primitivos), pero esta ausente en el ciclo de vida de la mayoria de los
malacostracos, en los cuales la embriogénesis se ha prolongado a lo largo de la
evolucion para dar lugar a una larva con mayor grado de desarrollo. Aun asi, la
secuencia de eventos del desarrollo de la nauplius ha sido retenida dentro del
desarrollo embrionario de las especies de malacostracos que no poseen esta larva
(Scholtz 2000). La primera larva plancténica presente en los demas grupos de
decépodos es la zoea, una forma que usualmente presenta 0jos compuestos y
apéndices toracicos que cambian de funcionalidad, de sensorial a locomotora, a
través del desarrollo (Anger 2001). En los braquiuros, las zoeas crecen a través de
sucesivas mudas de crecimiento (i.e., instars larvarios) incrementando en el
proceso su tamafio corporal y cantidad de apéndices hasta llegar al ultimo estadio
larvario llamado Megalopa. Esta forma, caracterizada por tener apéndices
toracicos y abdomen con apéndices desarrollados (pleépodos), sufre una
metamorfosis a la forma juvenil de habito de vida generalmente bentonico (Anger
2001, Medellin-Mora et al. 2009).

Durante la ontogenia de los crustaceos marinos, el rango de tolerancia a las
variables ambientales aumenta conforme avanza el desarrollo, siendo este mas

acotado en larvas que en adultos (Charmantier 1998). En la etapa larval es
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habitual que los organismos queden expuestos a condiciones ambientales
variables, tales como cambios en la temperatura y la salinidad asi como a cambios
en la disponibilidad de alimento, producto del modo de vida plancténico (Lerczak
et al. 2001, Turner 2004, Schiffer et al. 2014). Como consecuencia, estas variables
ambientales suelen determinar la distribucién espaciotemporal de las especies
(Kinne 1971, Olive 1995, Dellatorre et al. 2014).

La duracién de los estadios de crecimiento (instars) de las zoeas decrece
conforme la temperatura se aproxima a un valor 6ptimo (Hamasaki 2003, Luppi et
al. 2003, Gong et al. 2015, Ikhwannudin et al. 2016). Esta aceleracion en la
duracién puede afectar el crecimiento de la zoea debido a que conforme se reduce
el tiempo de desarrollo también lo hace la biomasa acumulada en cada instar
(Anger 2001). La salinidad también influye en la tasa de desarrollo y la
supervivencia larvaria en la medida que las condiciones se aproximan o alejan del
valor optimo (Kinne 1971, Anger 1991, Luppi et al. 2003, Castejon et al. 2015,
Ikhwannudin et al. 2016). Asimismo, los cambios de esta variable pueden provocar
una respuesta fisioldgica de las larvas, tal como la incorporacion o eliminacién de
agua para compensar la diferencia de concentracién de sales en los tejidos
respecto del medio externo, lo cual puede condicionar su tamafo (Charmantier
1998, Bas y Spivak 2000).

La manipulacion de los pardmetros ambientales durante la incubacion embrionaria
y la cria larvaria y juvenil es una practica habitual en los establecimientos
acuicolas, cuyo objeto es acelerar el proceso de muda, incrementar la
supervivencia y optimizar la condicion de los organismos (Keenan y Blackshaw
1999, Allan y Fielder 2004, Costejon et al. 2015, Gong et al. 2015, Rahman et al.
2017). Previo al desarrollo de técnicas de cultivo para las larvas de una especie
determinada, es necesario conocer el rango termohalino que toleran, y dentro de
éste, la combinacién Optima que brinde mejores resultados en términos de
crecimiento y supervivencia. Para Ovalipes trimaculatus en particular, dado que el
rango latitudinal de distribucion geografica en la costa atlantica de Sudamérica es
conocido (sur de Brasil hasta cercanias de la boca de la Ria de Puerto Deseado;

Melo 1985), es posible establecer predicciones aproximadas del rango de
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tolerancia térmica de sus larvas sobre la base de registros ambientales in situ y/o
de sensores remotos. Sin embargo, la determinacion de las condiciones éptimas
de temperatura para el cultivo larvario requiere de la realizacién de experimentos.
Por otro lado, aunque se ha reportado que la especie posee una distribucion
estrictamente marina (Fenucci y Boschi 1975), datos no publicados sugieren que
al menos los adultos cuentan con capacidad para tolerar condiciones estuarinas,
encontrandose adultos en la playa estuarial Los Molinos, Valdivia (Pardo
comunicacién personal) y en un estuario de Uruguay (Lezcano comunicacién

personal).

En los crustaceos decapodos las etapas larvarias pueden ser lecitotréficas o
planctotréficas, dependiendo de la estrategia reproductiva de cada especie
(Mercier et al. 2013). Las larvas que suplen sus requerimientos alimentarios con
reservas de vitelo materno disponibles desde el comienzo del desarrollo
embrionario pertenecen al primer grupo, mientras que las que agotan sus
requerimientos vitelinos tan pronto ocurre la eclosion, y que por lo tanto deben
alimentarse de diferentes componentes del plancton para poder crecer y
desarrollarse, forman el segundo grupo (Anger 2001, Mercier et al. 2013, Anger et
al. 2015, Anger 2016). El cultivo de estas ultimas requiere evaluar la calidad y la
frecuencia de consumo del alimento a fin de optimizar la supervivencia, la
frecuencia de mudas, la duracién del desarrollo larvario, y la condicion fisiol6gica
(Anger et al. 1981, Baylon 2009, Calvo et al. 2011). Durante la etapa de cultivo de
larvas planctotroficas, el productor debe mantener en forma coordinada los
cultivos secundarios para producir las presas que serviran de alimento, lo cual
representa un verdadero desafio y el cuello de botella en los sistemas de
produccion (Strathmann 2014, Azra e Ikhwanuddin 2015). Este es el caso de O.
trimaculatus, asi como de todos los cangrejos de la familia Portunidae, cuyas

larvas poseen tipicamente habitos alimentarios planctotroficos.

En cuanto a la composicion de la dieta a ofertar, Artemia spp. es ampliamente
utilizada como alimento en acuicultura de cangrejos debido a su disponibilidad y
aceptacion por un gran numero de especies (Lavens y Sorgeloos 2000, Sorgeloos

et al. 2001, Dan et al. 2016). Sin embargo, Artemia es una fuente de alimento
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incompleta debido a su escasez de elementos esenciales, tales como los acidos
grasos poliinsaturados n3 y n6 (AGPI), araquidonico, docosahexaenoico Yy
eicopentanoico, generalmente necesarios para el desarrollo exitoso de larvas de
crustaceos (Coutteau y Mourente 1997, Sorgeloos et al. 2001). Estos compuestos
son esenciales para la acuicultura de crustaceos y deben ser suministrados en
alimento vivo. Para mejorar el valor nutricional de Artemia, y aprovechando la
versatilidad de su cultivo y su alimentacion generalista (Sorgeloos et al. 2001),
numerosos autores han desarrollado una serie de técnicas de enriquecimiento.
Estas consisten en aumentar su calidad nutricional a través del suministro de
compuestos de interés en su dieta y/o por contacto directo, utilizandola como
portador de &cidos grasos, vitaminas, microalgas, antimicrobianos, vacunas y/o
in6culos probidticos (Ziaei-Nejad et al. 2006, Azimirad et al. 2016). Una vez
logrado el enriquecimiento, Artemia es ofrecida como alimento para las larvas en
los establecimientos de cria (Sorgeloos 1980). Las microalgas proporcionan una
alta calidad de acidos grasos polinsaturados (PUFAS), vitaminas, pigmentos, y en
la etapa exponencial del crecimiento contienen 30 a 40% de proteinas, 10 a 20%
de lipidos y 5 a 15% de carbohidratos (Renaud et al. 1999, Brown 2002, Becker
2013). El valor nutricional de las microalgas depende principalmente de su
composicidn quimica y estructura celular, y la versatilidad de su -cultivo
proporciona energia renovable con una elevada relacion costo/beneficio (Mohebbi
et al. 2016). Por otro lado, los probiéticos en acuicultura se pueden definir como
“microorganismos vivos, 0 una mezcla de ellos, que producen un efecto
beneficioso sobre el hospedador, modificando la comunidad microbiana
relacionada con él o con el ambiente en el que se desarrolla, a través de una
mejora en: a) su valor nutricional, b) la respuesta del hospedador a las
enfermedades, y/o c) la calidad del ambiente" (Verschuere et al. 2000). En las
tltimas décadas se ha incrementado la busqueda de microorganismos probioticos
a los fines de mejorar los rendimientos en el cultivo de organismos acuaticos, y
estos han sido empleados con éxito en un amplio espectro de especies (Riquelme
et al. 1997, Gomez-Gil et al. 2000, Riquelme et al. 2000, Vaseeharan y Ramasamy

2003, Li et al. 2006). Los probidticos, ademas de minimizar las enfermedades
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ocasionadas por patdégenos, han demostrado incrementar la supervivencia y
biomasa de los organismos cultivados (Phianphak et al. 1999), y han producido
efectos altamente positivos sobre la supervivencia de larvas de cangrejos
portanidos alimentadas con dietas que los incluyen (Talpur et al. 2012, 2013). El
modelo de enriquecimiento de Artemia, mediante microalgas y/o inoculos
probioticos, permite potenciar su valor nutricional. Por lo tanto, encontrar una
buena combinacién dietética de microalgas como suplemento alimenticio de
Artemia es crucial para la optimizaciéon de su valor nutritivo, garantizando su
calidad y transferencia a lo largo de la cadena tréfica, lo cual permite evitar

enfermedades o mejorar la supervivencia larvaria (Talpur et al. 2013).

Dentro del desarrollo de préacticas alimentarias, no sélo es de importancia
encontrar la dieta optima en términos de calidad, sino también es fundamental
conocer la frecuencia adecuada de suministro de alimento a las larvas, tanto para
mejorar su crecimiento y supervivencia como también para lograr un buen manejo
de los costos requeridos para la produccién, asi como para evitar contaminacion
posterior por sobre-alimentacion en los establecimientos de cria (Bosma y
Verdegem 2011). En este sentido, determinar la frecuencia Optima de oferta
alimentaria ayudara a entender aspectos bioldgicos de la especie y su flexibilidad
nutricional, brindando también herramientas que garantizan el cultivo al menor
costo si se esta desarrollando la cria. Por estas razones, comprender la capacidad
de las larvas de O. trimaculatus para soportar ayuno es clave para establecer una
adecuada frecuencia de suministro de alimento (Dan et al. 2016). A partir de esta
consideracion, se fundamentan dos conceptos que permiten entender la
flexibilidad alimentaria de las larvas a través de la experimentacién. Por un lado,
se define como el punto de saturacion de reservas (PSR) al periodo minimo de
alimentacion inicial requerido para acumular reservas energéticas que permitan
completar el ciclo de muda de un estadio larvario a otro. Superado este tiempo, la
absorcion de alimentos ya no es esencial para su posterior desarrollo y muda al
siguiente estadio larvario (Anger et al. 1981, Anger 2001). Este punto ocurre
durante la transicion entre las etapas de intermuda (C) y la premuda temprana

(DO) del ciclo de muda, por lo cual fue denominado como "umbral DO" (Anger
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1987, Anger y Spindler 1987). Por otro lado, el punto de no retorno (PNR) es el
maximo periodo en ayuno inicial de la larva que le permite lograr el ciclo de muda
(Blaxter y Hempel 1963). Superado este umbral de tiempo de ayuno, las reservas
alimentarias no permitiran que las larvas muden al siguiente instar, aun cuando se

les suministre alimento.

Integrando los conceptos previamente mencionados que condicionan el
crecimiento y desarrollo de las larvas, el presente capitulo aborda diferentes
aspectos necesarios para el conocimiento de los requerimientos de cultivo larvario,
tanto en condiciones ambientales, en calidad y frecuencia alimentaria, asi como
también en la incorporacion de in6culos probidticos para las zoeas | de O.
trimaculatus. Los resultados, medidos en términos de crecimiento, supervivencia y
vitalidad lavaria, constituirdn la base de conocimiento requerido para obtener la
condicién méas conveniente para el cultivo masivo de la primer etapa de desarrollo

de las larvas de la especie.
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Objetivos especificos

e Determinar experimentalmente los efectos combinados de las condiciones
de salinidad y temperatura sobre la supervivencia de larvas Zoea | de
Ovalipes trimaculatus.

e Evaluar el efecto de diferentes dietas naturales y enriquecidas con bacterias
probioticas, sobre el crecimiento y la supervivencia de las larvas Zoea | de

la especie.

Hipotesis generales de trabajo

e La supervivencia y el desarrollo de Zoeas | de Ovalipes trimaculatus sera
optima en una conbinacion de condiciones térmicas y salinas dentro del

rango de su distribucidn espacial.

e La supervivencia y duracion de las Zoeas | se vera optimizada al incorporar
una dieta enriquecida con probidticos o basada en una mezcla de

microalgas.
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Materiales y Métodos

Recoleccién de hembras ovigeras

A principios de la temporada reproductiva (octubre-diciembre) de 2015 y 2016 se
colectaron 12 hembras ovigeras de O. trimaculatus con embriones en la ultima
etapa de desarrollo mediante buceo autbnomo sobre el submareal arenoso del
golfo Nuevo, en playas cercanas a la ciudad de Puerto Madryn. Las hembras
fueron transportadas al Acuario Experimental del Centro Nacional Patagonico
(CCT CONICET-CENPAT). Todas las hembras fueron marcadas con bandas de
goma coloreadas para su identificacion, las cuales fueron colocadas alrededor del
cefalotérax entre los quelipedos y el primer par de pereiépodos, de manera tal que
no puedan ser removidas. Se tomaron las medidas corporales: Ancho de
caparazon (AC) = 80,73: 89,9-71,3 mm (media: max-min). Posteriormente, las
hembras fueron ubicadas individualmente, en acuarios con agua de mar filtrada y
aireacion continua hasta la eclosion y liberacion de las Zoea |. Estas fueron luego
colectadas con una pipeta de vidrio estéril y colocadas en los recipientes de cultivo

larvario segun el experimento previsto.

Condiciones de cultivo larval y cultivos accesorios

Cultivo de larvas de Ovalipes trimaculatus

Para cada tratamiento experimental de cultivo de larvas se utilizaron recipientes
plasticos estancos de 2 L de capacidad, que fueron llenados con agua filtrada a 1
pum y esterilizada mediante rayos UV. En cada uno se colocaron 100 larvas Zoea |
recién eclosionadas provenientes de la misma hembra ovigera. Diariamente, las
larvas de cangrejo se transfirieron a recipientes de cultivo de iguales
caracteristicas con agua de mar nueva y alimento utilizando una pipeta de 5 ml. El
fotoperiodo de la cAmara de cultivo se mantuvo en 12 : 12 h luz : oscuridad para

todos los experimentos (Figura 4.1F).
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Simultaneamente, se realizaron y mantuvieron en cultivo Artemia y cepas

microalgales para su utilizacion como dieta de las zoeas de O. trimaculatus.

Cultivo de Artemia sp.

Para la produccion de alimento se utilizaron quistes de Artemia salina (Biosima®).
Los mismos se desinfectaron durante 10 minutos con una solucién de hipoclorito
de sodio a una concentraciébn de 5 mg / L de cloro activo y posteriormente se
lavaron enérgicamente con agua dulce para eliminar cualquier resto del quimico.
Para el cultivo se utilizaron recipientes cilindroconicos (“artemieros”) de 1 L de
capacidad, en los que se colocaron 4 g de quistes desinfectados y agua de mar
estéril a 35 °C y salinidad 15 %0 bajo aireacion e iluminacién contintia de 2000 lux
(Lavens y Sorgeloos 1996). Luego de 20 h, tras la eclosion, los nauplius de
Artemia se recogieron usando una malla de 250 um de poro y se transfirieron a
otro recipiente de iguales caracteristicas y capacidad, con agua de mar estéril a 26
°C, salinidad 33 %o y fotoperiodo (12:12 h) controlado. Se conté con un set de 8
recipientes de cultivo, que producian continua y diariamente nauplius de Artemia
hasta su utilizacion como alimento presa de las larvas de O. trimaculatus para

todos los experimentos que se detallaran a continuacion (Figura 4.1B).

Cultivo de microalgas

Se mantuvieron en cultivo cepas monoespecificas de las microalgas marinas
Nannochloropsis sp, Tetraselmis suecica, Dunaliella salina, Isochrysis galbana y
Chaetoceros sp. Todas ellas son cepas habitualmente usadas en acuicultura y
fueron proporcionadas por la Estacion de Fotobiologia de Playa Union, Rawson.
Los cultivos se realizaron en el Acuario Experimental del CCT CENPAT-
CONICET, para los cuales se utilizaron como recipientes botellas de vidrio con
agua de mar esterilizada ajustada a una salinidad final de 30 %o y enriquecida con
el medio de nutrientes f / 2 (Guillard y Ryther 1962). Para el cultivo de
Chaetoceros sp. se suplemento adicionalmente una solucién de silicato (30 mg e |-

1) al medio f/ 2. Los recipientes fueron ubicados dentro de una camara de cultivo
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con temperatura controlada a 22 + 1 °C, iluminacién continua y aireacion leve y
constante. Periddicamente se registré el numero de células usando una camara de
Neubawer y una vez que los cultivos alcanzaron la fase de crecimiento
exponencial (cinco dias desde el inicio) con aproximadamente 10° - 106 células por
mililitro. Estos cultivos se utilizaron como alimento tanto de las larvas de O.

trimaculatus como de Artemia (Figura 4.1 Ay C).

Tanto los procedimientos del cultivo de Artemia como los cultivos de las cepas
microalgales fueron tareas realizadas por la tesista, asi como también la ejecucién
de todos los experimentos realizados llevados a cabo en el Acuario Experimental
del CCT CONICET-CENPAT.

Medicion de variables respuesta de las zoeas de O. trimaculatus

Para evaluar la efectividad de todos los tratamientos realizados en los 4
experimentos larvarios (ver mas abajo), se registré la supervivencia, la duracion
(en dias) que tarda en mudar al siguiente estadio (Zoea Il), la cantidad de Zoeas Il

obtenidas, y la motilidad como variables respuesta.

La supervivencia se determiné diariamente como el nimero de larvas vivas
respecto del nUmero de larvas totales al inicio del experimento (n = 100) mediante

la siguiente formula:

S = 100X~
T

donde "S" es el porcentaje de larvas vivas en el recipiente de cultivo, “V” es el
namero de larvas vivas y “T” es el numero total de larvas en el recipiente,
incluyendo larvas vivas y muertas. Las larvas fueron consideradas muertas
cuando no se observaron movimientos corporales ni pulsos intestinales

peristalticos bajo estereomicroscopio.

Esta variable se midi6é diariamente, desde el dia 1 de Zoea | hasta la muda al

siguiente estadio, o bien hasta que haya muerto la larva.
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Ademas, se reportara el éxito de mudas E definido como:

E=100X%
T

donde E es el porcentaje de larvas Zoea Il vivas al segundo dia de vida, respecto
de las Zoeas |l obtenidas en el recipiente de cultivo, “V” es el nUmero de larvas
Zoea ll vivas y “T” es el numero total de larvas Zoea Il en el recipiente, incluyendo

larvas vivas y muertas.

Si bien muchas larvas Zoeas Il lograron mudar con éxito y sobrevida, luego de
varios dias murieron sin lograr obtener Zoeas Ill. Es por eso que todos los
experimentos a continuacion realizados fueron acotados y terminados cuando la

zoeas murieron o cuando tuvieron 1 dia de vida en Zoea |l.

Diariamente también se inspecciono cada larva para obtener la cantidad de Zoeas
Il obtenidas por cada tratamiento: n ZII, y

La duracién media (en dias) de la intermuda hasta obtener la ZII = D.

El estadio de desarrollo fue determinado a simple vista y con una fuente de luz
cercana 0 con estereomicroscopio, observando la longitud total facilmente
estimada en comparacion a las demas larvas y caracteristicas morfoldgicas,
siguiendo la clasificacion de los estadios larvarios para O. trimaculatus propuesta
por Schoeman y Cochroft (1996) la cual muestra que la Zoea Il es
significativamente mayor en tamafo y los ojos se vuelven pedunculados. Una vez
alcanzado el estadio Zoea Il, al siguiente dia las larvas fueron retiradas de los

recipientes de cultivo, concluyendo el experimento.

La motilidad larvaria se midié en términos de desplazamiento de las Zoeas | en
respuesta al estimulo luminico, teniendo en cuenta el fototaxismo positivo que
presentan durante este instar larvario. Para ello, al quinto dia de cada

experimento, se seleccionaron aleatoriamente 10 larvas Zoea | (muestra de cada
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tratamiento) y se colocaron en un vaso de vidrio rectangular (15 x 10 x 1 cm, alto x
largo x ancho) grillado con 150 ml de agua de mar esterilizada. El recipiente de
vidrio se colocé en el interior de una caja de 30 x 30 cm iluminada con luz difusa y
tenue. Por encima del recipiente se ados6 una lampara led apagada (Figura 4.1D).
Las zoeas se colocaron en el fondo del recipiente, se encendi6 la lampara led y se
registro el tiempo (en segundos) que demoraron en desplazarse desde la parte
inferior hacia la parte superior del vaso grillado. Luego, se calculé el tiempo de
desplazamiento vertical Dv como el tiempo en segundos que demora la Zoea | en
recorrer un centimetro en direccion vertical. Cuando las larvas demoraron mas de
180 segundos (3 minutos) en llegar a la parte superior del vaso y su

desplazamiento fue aleatorio, se descartd la medicion.
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Figura 4.1. Cultivos larvario y accesorios. A: cepario de microalgas; B: Artemieros; C:
Cultivo de microalgas; D: Camara de medicion de motilidad de larvas. Longitud vertical 10
cm. y E: Recipientes de cultivo de larvas de O. trimaculatus (4 L).

89




Disefio experimental

Con el objetivo de hallar experimentalmente las mejores condiciones para el
cultivo de las larvas de Ovalipes trimaculatus, se disefiaron cuatro grupos de

experimentos utilizando como objeto de estudio el primer estadio de Zoea (I):

o Suministro de Artemia enriquecida con diferentes cepas microalgales
o Suministro de probioticos
o Frecuencia de alimentacion

o Regulacion de condiciones termohalinas

Todos los tratamientos de los cuatro experimentos mencionados fueron aplicados
a un total de 300 Zoeas I, las cuales fueron ubicadas en grupos de a 100 Zoeas |
por recipiente (2 L). Cada uno de los recipientes contenia Zoeas | originarias de la
misma hembra ovigera. De esta forma, cada tratamiento cuenta con n = 100, por
triplicado, provenientes de diferente descendencia, tal como figura en la Tabla a

continuacion:

Experimento i

Tratamiento iy
Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
n =100 n =100 n =100

Donde i” corresponde al tipo de experimento a realizar, dentro del cual hay una

cantidad variable de tratamientos “i;..x".
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Experimento I: Suministro de Artemia enriquecida con diferentes cepas
microalgales

Con el fin de generar diferentes tipos de alimento para las Zoea | de O.
trimaculatus, se realizaron “experimentos de enriquecimiento” de nauplius de
Artemia. Estos fueron alimentados con diferentes cepas de microalgas con el
propésito de evaluar efectos sobre la tasa de ingesta, crecimiento, desarrollo y

composicién bioquimica.

| a. Enriguecimiento de nauplius de Artemia

Se fijaron seis tratamientos alimenticios (por duplicado), cinco de ellos constituidos
por cultivos microalgales monoespecificos y uno multiespecifico conformado por
cantidades iguales (en ml) de todas las cepas microalgales cultivadas. (Tabla 4.1).
Los nauplius de Artemia recién nacidos se transfirieron a recipientes de cultivo
cilindro-cénicos de 1 L de capacidad, con agua de mar estéril (Figura 4.1B),
colocados en un bafio de agua a 26 °C usando dos termostatos sumergidos. Cada
recipiente contd con aireaciéon continua y con una densidad de aproximadamente
40 nauplius / ml de acuerdo a lo propuesto por Schoeman y Cockcroft (1996) para
las zoeas de O. trimaculatus. La densidad de microalgas ofertadas como alimento
a los nauplius de Artemia se mantuvo constante en el orden de 108 células / ml
durante todo el experimento (Wickins 1972, Chakraborty et al. 2007), tanto para
los tratamientos dietarios monoalgales como para el tratamiento MIX conformado
por partes iguales (1/6 parte de cada cultivo monoalgal) proporcionando de esta

manera el mismo volumen final de alimento en todos los tratamientos.
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Tabla 4.1. Tratamientos dietarios para nauplius de Artemia

Tipos de dieta Abreviatura
Tratamiento 1: Nannochloropsis sp. Nanno
Tratamiento 2: Chaetoceros sp. Chaeto
Tratamiento 3: Dunaliella salina Duna
Tratamiento 4: Isochrysis galbana Iso
Tratamiento 5: Tetraselmis suecica Tetra
Tratamiento 6: MIX microalgal Mix

Para evaluar la calidad nutritiva de las artemias bajo los diferentes regimenes
dietarios, se tomaron muestras de Artemia enriquecida en los seis tratamientos
(Tabla 4.1) con una malla de 150 um desde el inicio del experimento (Tabla 4.2).
Las muestras fueron pesadas con una balanza analitica de 0,001 g de precision,
secadas bajo estufa a 65 °C durante 48 h hasta llegar a peso constante (AOAC
1990), y pesadas nuevamente luego del secado a fin de determinar el contenido
de humedad. El contenido de proteina bruta se determind por el método
colorimétrico (Lowry et al. 1951); el de lipidos se determind utilizando el método de
extraccion Bligh Dyer (Bligh y Dyer 1959); el de cenizas se obtuvo calcinando las
muestras en el horno a 550 °C durante 8 h (AOAC 1990) comparando los valores
de pesos previo y posteriores al calcinado, y los carbohidratos se determinaron por
diferencia entre el peso total y el de los deméas componentes bioquimicos.
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Tabla 4.2. Cronograma de muestreo de nauplius de Artemia sujetas a diferentes
tratamientos de enriquecimiento para las determinaciones morfométricas y bioquimicas.

Toma de
Hora Alimentacioén muestra
0:00 X X
0:15 X
0:30 X
12:00 X
12:15 X
12:30 X
24:00 X X
24:15 X
24:30 X
36:00 X
48:00 X

Referencia: Hora: indica el tiempo de vida de las Artemias; Las cruces “X” indican en
“Alimentacion™ los momentos donde se enriquecié a las artemias; y en “Toma de
muestra” indican todos los momentos donde se extrajo una muestra para analizar el
crecimiento mediante medidas morfométricas y la calidad mediante estudios bioquimicos.

Para medir el crecimiento de los nauplius y determinar la tasa de ingesta en cada
uno de los tratamientos en cada tiempo de muestreo, se tomaron 10 nauplius por
tratamiento (Tablas 4.1 y 4.2). Las muestras fueron preservadas en solucion de
alcohol al 70% en agua de mar. Posteriormente, los nauplius se individualizaron
con férceps bajo estereomicroscopio de diseccién Leica (modelo DM2500) con un
aumento total de 50X. Sobre la base de las dimensiones corporales en pum:
Longitud total Lt; longitud total del tracto digestivo Ltd, y longitud de tracto
digestivo con alimento Ltda medidas con el programa Leica Application Swite (V
4.5) se calculd la tasa de ingesta Tl de acuerdo a la férmula:
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Este indice funciona como un indicador de la capacidad portadora (capacidad
carrier) de los nauplius de Artemia para transportar un componente nutricional

adicional en su intestino.

Los estadios de crecimiento (instars) de los nauplius se determinaron en las
mismas muestras tomando en cuenta la longitud total y la aparicion de los

apéndices, de acuerdo a la metodologia propuesta por Cohen et al. (1999).

I b. Suministro de nauplius de Artemia en la dieta de las Zoea | de O. trimaculatus

A fin de determinar el crecimiento y la condicién de las Zoea | de O. trimaculatus
alimentadas con nauplius de Artemia enriquecidas, 100 larvas de O. trimaculatus
fueron seleccionadas al azar (por triplicado) para los nueve tratamientos dietarios
(Tabla 4.3). Las larvas fueron colocadas en recipientes de 2 L de capacidad con
agua de mar previamente filtrada. Todos los tratamientos fueron realizados por
triplicado (Total 300 Zoea | por tratamiento). En todos los casos, los nauplius
fueron cultivados como lo explicado anteriormente y se mantuvieron enriquecidos

durante 24 h antes de ofrecerlos a las Zoea | de O. trimaculatus como alimento.
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Tabla 4.3. Régimen dietario de las Zoea | de O. trimaculatus

Tratamiento Abreviatura

1. Artemia nauplius sin enriquecer (s / ) Art s/e

2. MIX microalgal sélo Sélo Mix

3. Artemia enriquecida 24 con Nannochloropsis sp. Nanno

4. Artemia enriguecida 24 h con Chaetoceros sp. Chaeto

5. Artemia enriquecida 24 h con Dunaliella salina Duna

6. Artemia enriquecida 24 h con Isochrysis galbana Iso

7. Artemia enriguecida 24 h con Tetraselmis suecica Tetra

8. Artemia enriquecida 24 h con Mix microalgal Mix

9. Sin suministro de alimento Ay

Referencia: Para cada uno de los 12 tratamientos se asignaron 100 Zoeas | (por
triplicado) aleatoriamente.

Diariamente, se realizé el recambio del 100% del agua de mar filtrada y se
suministro a las Zoea | el alimento correspondiente a cada tratamiento (Tabla 4.3),
el cual provenia de los cultivos microalgales y de artemias descriptos
anteriormente. La densidad final de los nauplius de Artemia fue de 2 a 4 individuos
/ ml. En todos los tratamientos, exceptuando el tratamiento 9 “Ay” (sin suministro
de alimento) se adicion6 MIX microalgal, conformado por partes iguales de cultivos
monoalgales con el objetivo en el tratamiento “Solo MIX” de evaluar el efecto de la
dieta conformada exclusivamente por microalgas, y en los demas experimentos
para complementar al enriquecimiento de las artemias y que no existan
variaciones por las tasas de ingesta Tl variable de alimento en los intestinos de los
nauplius de Artemia que se evidenciaron en el experimento l.a. Ademas,
informacion previa en experimentos piloto han evidenciado que sin suministro

microalgal en la dieta, las larvas practicamente no mudaban al proximo instar.

La densidad de microalgas ofertadas como alimento a los nauplius de Artemia se
mantuvo constante durante el experimento (Wickins 1972, Chakraborty 2007) la

cual fue aproximadamente en el orden de 10° células / ml. EI MIX microalgal fue
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conformado por partes iguales (1/6 parte de cada cultivo monoalgal previamente

detallado).

Durante el recambio diario de agua se registré la supervivencia (S), crecimiento
segun D y nZll, y el dia 5 de experimentacion se midié la motilidad segun el
desplazamiento vertical Dv (cm/seg). Todos los experimentos se realizaron a 13

°C #1 y salinidad 33 £1 %.. El fotoperiodo se fij6 en 12 : 12 h luz : oscuridad.
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Experimento Il: Suministro de probioticos

Con el objetivo de evaluar el efecto que producen las bacterias probidticas en la
condicion fisiolégica de las Zoea | de O. trimaculatus se suministraron 2 cepas,
tanto bioencapsuladas dentro de nauplius de Artemia como inoculadas
directamente en el agua de cultivo. Ambas cepas fueron aisladas previamente del
ambiente marino de la region Patagonica y pertenecen a los géneros Lactococcus
(cepa P2-TW34) y Bacillus (cepa P1-T39). De esta forma, se aplicaron 5
tratamientos, cada uno con tres réplicas (Tabla 4.4). Los probidticos fueron
cultivados por el Laboratorio de Biotecnologia del CESIMAR-CONICET. Las
concentraciones de unidades formadoras de colonias (UFC) utilizadas y

resultantes en el agua de cultivo fueron las siguientes:

o TW34 bioencapsulada en Artemia sp: 2,42E+02 UFC/nauplius, quedando
en dilucion en el recipiente de cultivo larvario 1,14E+06 UFC/nauplius;
o T39 bioencapsulada en Artemia sp: 3,28E+03 UFC/nauplius, quedando

en dilucion en el recipiente de cultivo larvario 1,02E+05 UFC/nauplius.

En todos los tratamientos experimentales, tanto el agua de cultivo de las Zoea |
como la utilizada para el cultivo de Artemia fue filtrada a 1 pm y esterilizada con
rayos UV para asegurar que solo el indculo bacteriano probiotico esté presente en
cada experimento. Los nauplius de Artemia fueron cultivados bajo condiciones
extremas de esterilidad, pero siguiendo el método detallado en el experimento
previo, manteniendo 15 %o de salinidad / 30°C de temperatura durante la eclosion
y 33 %o de salinidad / 26°C luego de la eclosion y tras el indculo probiético durante
24 h para asegurar su incorporacion. Una vez incorporados los probioticos, se

suministré Artemia viva a las larvas de O. trimaculatus.

97




Todos los tratamientos se llevaron a cabo en recipientes de 2 L de capacidad
conteniendo agua de mar previamente filtrada (1 um) y esterilizada con UV. En
cada una de 3 réplicas se colocaron 100 Zoea |. Diariamente, se cambio el 100%
del agua y se suministr6 el alimento descripto en cada tratamiento (Tabla 4.4). En
los tratamientos donde se inoculd el probidtico en el agua de cultivo (Tablas 4.4.3
y 4.4.4) y en los casos donde no se inocul6 probiodtico (control), se proporcioné
nauplius de Artemia (s / e) estéril. En todos los tratamientos se adiciono al agua de
cultivo MIX microalgal. La metodologia para el registro de supervivencia, éxito de
muda, crecimiento y motilidad de las Zoea |, asi como las condiciones
termohalinas durante el cultivo fueron idénticas a las empleadas en la fase de

alimentacion del experimento |.

Tabla 4.4. Tratamientos del Experimento Il: Suministro de probidticos a las Zoea | de
Ovalipes trimaculatus

Tratamiento Abreviatura
1. Probiotico T39 bioencapsulado en Artemia P1

2. Probiético TW34 bioencapsulado en Artemia P2

3. Probidtico T39 inoculado en agua de cultivo P1 agua
4. Probiético TW34 inoculado en agua de cultivo P2 agua
5. Control: Artemia sin probiotico Control

Referencia: Para cada uno de los 12 tratamientos se asignaron 100 Zoeas | (por
triplicado) aleatoriamente.
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Experimento lll: Frecuencia de suministro alimentario

Con el fin de hallar la frecuencia optima de suministro de alimento para las Zoea |
de O. trimaculatus que provea los nutrientes necesarios para lograr la muda al
siguiente estadio de desarrollo larvario, asi como comprender la plasticidad
nutricional que tienen estas larvas para soportar periodos de ayuno previo y
posterior a la alimentacion, se pusieron a prueba tratamientos con varios
cronogramas de alimentacion (Tabla 4.5). Tal como se describid en la seccién de
introduccién, se emplearon los conceptos de PNR (punto de no retorno) y PSR
(punto de saturacion de reservas) para la puesta a prueba del experimento. Los
experimentos de ayuno (PNR) comprendieron tratamientos donde las larvas
fueron expuestas a periodos iniciales variables de inanicion (1-7 dias), seguidos
de periodos de alimentacion diaria continua (Tabla 4.5). El experimento de
alimentacion (PSR), por el contrario, las larvas fueron expuestas en diferentes
tratamientos con periodos iniciales de alimentacion (1-7 dias), seguidos de
periodos de ayuno continuo. Asimismo, un tratamiento control (alimentacion diaria
siempre) y uno de ayuno (inanicion siempre) fueron contrastados para conocer el
desempefio estandar y la tolerancia maxima de ayuno, respectivamente. Las
frecuencias de alimentacion en ambos experimentos fueron diarias. Las razones
por las cuales se eligié dicha frecuencia pretenden no solo conocer la plasticidad
nutricional y tolerancia al ayuno de las zoeas I, sino también aportar informacion a
cronogramas de cultivo en establecimientos de cria, donde la frecuencia diaria

implica una practicidad operativa mayor.

En total se contrastaron 16 tratamientos (Tabla 4.5), 7 pertenecientes al
experimento de ayuno (PNR), 7 pertenecientes al experimento de alimentacion
(PSR), 1 perteneciente al tratamiento control y 1 perteneciente al tratamiento de
ayuno continuo. Para cada uno de estos, se utilizaron grupos de 100 Zoeas | de O.
trimaculatus por recipiente de cultivo, por triplicado. Cada triplicado proviene de 1

hembra ovigera diferente (n = 3 total), con el objetivo de minimizar el efecto
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materno. Las larvas fueron cultivadas en recipientes de 2 L con agua de mar
filtrada a 1 um y esterilizada con UV. Diariamente se realizo el recambio del 100%
del agua de mar y se suministraron nauplius de Artemia enriquecidas durante 24 h
con Mix de microalgas. Ademas, se incorporé mix microalgal al agua de cultivo
como complemento de la alimentacion por las razones expresadas en la
metodologia del precedente experimento. La supervivencia, éxito de muda,
crecimiento y motilidad de las larvas fueron determinadas durante cada recambio
de agua empleando el mismo método que en los dos experimentos previos. Todos
los experimentos se realizaron bajo condiciones constantes de 13 °C = 1 de
temperatura y 33 £+ 1 %o de Salinidad. El fotoperiodo se fij6 en 12 : 12 h luz :

oscuridad.
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Tabla 4.5. Régimen alimentario: experimento sobre frecuencia de suministro de alimento
en las Zoea | de O. trimaculacus.

Tratamiento

PNR 1
PNR 2
PNR 3
PNR 4
PNR 5
PNR 6
PNR 7

AYUNO

CONTROL

PSR 1
PSR 2
PSR 3
PSR 4
PSR 5
PSR 6
PSR 7

DIA 1 2 3 4 5 6 7 8 |

Referencia: Cuadros en blanco y gris representan dias en que se suministré alimento o se
mantuvo a las Zoea | en ayuno, respectivamente. Para cada uno de los 12 tratamientos se
adignaron 100 Zoeas | (por triplicado) aleatoriamente.
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Experimento IV: Condiciones ambientales

Con el objeto de establecer las 6ptimas condiciones termohalinas para el cultivo
larvario en términos de tiempo del desarrollo, crecimiento y supervivencia, se
realiz6 un experimento matricial contrastando combinaciones de 3 condiciones
térmicas y 4 salinas (Tabla 4.6). En todos los casos la alimentacion de las Zoea |
fue a base de Artemia enriquecida durante 24 h con Mix microalgal y Mix

microalgal en el medio de cultivo.

El rango térmico para la experimentacion fue elegido teniendo en cuenta la
distribucion latitudinal de la especie abarcando desde el sur de la costa de Brasil
hasta el golfo San Jorge en la costa Argentina (Melo 1985, Vinuesa 2005). Las
combinaciones salinas fueron elegidas segun la condicion salina del mar, que en
el area de muestreo ronda los 33,8 %.. Para la eleccion de los valores
experimentales de los tratamientos se tomé también en cuenta la informacién
resultante del experimento termohalino realizado para los embriones segun se
detalla en el capitulo previo. Por lo tanto, la cantidad de tratamientos térmicos
fueron menores que en los experimentos embrionarios debido a que se eligieron
los valores de temperatura representativos que optimizaron el desarrollo
embrionario. Respecto de la salinidad, se utilizd el rango salino usado en el
experimento de salinidad de embriones (Tabla 3.2), debido a que se desconocia si
las larvas eran capaces de tolerar condiciones de salinidad diferentes a la

condicién control.

Previo al inicio de los experimentos, los valores de ambas variables fueron
modificados gradualmente (1 unidad por dia) hasta lograr el valor establecido.
Esto evita shocks térmicos o salinos que pudieran sufrir las larvas, los cuales
pueden ocasionar la muerte a causa de la liberacion de carotenos cuando se
desnaturalizan las proteinas ante subas térmicas o bien a causa de desequilibrios

osmoticos irreversibles.
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Todos los tratamientos contaron con 3 réplicas, y fueron llevados a cabo en
recipientes con 2 L de agua de mar conteniendo 100 larvas cada uno. Cada

replica provenia de una hembra ovigera diferente.

Tabla 4.6. Disefio matricial de combinaciones termohalinas para el cultivo de larvas Zoea |
de Ovalipes trimaculatus.

Matriz termo-halina de cultivo de zoeas | de
O. trimaculatus

Temperatura Salinidad
(°C) (%o)
26
30
33
37
26
30
33
37
26
30
33

37

13

18

22

Referencia: Para cada uno de los 12 tratamientos se asignaron 100 Zoeas | (por
triplicado) aleatoriamente.

En todos los tratamientos se realizaron recambios diarios del 100% del agua de
mar filtrada junto con la alimentacion. Durante el recambio diario de agua se
tomaron registros de supervivencia, éxito de muda, crecimiento y motilidad de

acuerdo a la metodologia descripta para los experimentos previos.

Para los 4 experimentos se fij6 a un fotoperiodo 12 : 12 h de luz : oscuridad,

simulando el ciclo de luz natural al tiempo de experimentacion.
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Analisis estadistico

En los experimentos 1.b, 2 y 3 los datos obtenidos fueron analizados mediante
ANOVA de una via, donde la variable categérica fue el tratamiento alimentario
contrastado. Para el analisis de los experimentos 1.a y 4 las variables categéricas
“tiempo y dieta” y “temperatura y salinidad” respectivamente, fueron utilizadas en
un ANOVA de dos vias. Cuando los supuestos de normalidad y homocedacia no
se cumplieron, se aplicaron transformaciones de raiz cuadrada a los datos, y en
caso de no verificarse su cumplimiento se utilizé el analisis no paramétrico de
Kruskal Wallis. Posteriormente, comparaciones a posteriori de a pares se

realizaron utilizando el test de Tukey.

En el experimento Il en particular, con el objetivo de estimar el PSR50 y PNR50,
los datos del porcentaje de mudas fueron ajustados usando una curva sigmoidea
con la ecuacién basada en Gebauer et al. (2010)

[
Y= (1+exp(Z2)

Donde “y” es el porcentaje de mudas al siguiente estadio, en los diferentes
tiempos en dias de alimentacion (Experimento PSR) y dias de ayuno (Experimento
PNR) representados por “x”, “a” es el mayor porcentaje de mudas obtenido, “b” es

la cantidad de dias a PSRso y PNRso y “c” es la pendiente de la curva.

Una vez estimados los indices PSRso y PNRso correspondientes al periodo en dias
donde el 50% de las larvas mudaron al siguiente estadio en los experimentos de
alimentacion (PSRso) y ayuno (PNRso), se calculo el indice de vulnerabilidad
nutricional (IVN)

_ PSRS0
~ PNR50
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Este indice fue calculado siguiendo a Gebauer et al. 2010, quienes explican que
valores de NVI>1 indican que la larva tiene dependencia fuerte de alimento
externo, mientras que valores < 0.5 reflejan una baja dependencia de alimento

externo (Gebauer et al. 2010).
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Resultados

Experimento I: Suministro de Artemia enriquecida con diferentes cepas
microalgales

| a. Enriguecimiento de nauplius de Artemia

El enriquecimiento de los nauplius de Artemia bajo diferentes dietas microalgales
varié significativamente segun la cepa microalgal utilizada en los seis tratamientos
de enriquecimiento durante 48 h. Los datos biométricos de Artemia (Figura 4.2)
muestran que todos los tratamientos probados fueron suficientemente nutritivos
para lograr crecer y mudar a los siguientes estadios de crecimiento (instar) de las
nauplius (Figura 4.2A) siguiendo lo reportado por Cohen y colaboradores (1999).
En términos generales, el tratamiento MIX microalgal resulté en longitudes (Lt) de
nauplius significativamente mayores (ANOVA de dos vias F = 3,99; p < 0,05),
seguido del tratamiento Chaeto y Tetra (Tabla 4.7, Figura 4.2B). Los tratamientos
Nanno, Iso y Duna presentaron el Lt mas bajo (Tabla 4.7, Figura 4.2B). Estudios
preliminares permitieron conocer el largo total (Lt) promedio de las Zoea | de O.
trimaculatus para el sitio de muestreo, el cual es de aproximadamente 1,9 (£ 0.19
mm). En relacién a esto, se observo que existe un "limite de captura” del tamafio
de sus presas, el cual no debe superar los 700 um aproximadamente. Esta talla es
obtenida en gran proporcion por las artemias a las 24 h de vida (Figuras 4.2 y 4.3).
Superado este tamafio, las presas no podian ser capturadas por las Zoea |.
Tomando esto en consideracion, resulta relevante sefialar que no se encontraron
diferencias significativas en el Lt medio de los nauplius de Artemia alimentados 24
h bajo diferentes tratamientos, pero si se encontraron diferencias en el Lt al
finalizar el experimento, siendo el tratamiento con la cepa Dunaliella salina la que
tuvo un Lt significativamente inferior. (Tabla 4.7). De todas formas puede
observarse un crecimiento menor en las nauplius de Artemia enriquecidas con con

Nannochloropsis sp (Figura 4.2).
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Los diferentes tratamientos de enriqguecimiento de Artemia tuvieron efectos
significativos sobre la tasa de ingesta Tl (%) (Figura 4.3, Tabla 4.7) a lo largo de
los tiempos de muestreo de los experimentos. A los 15 minutos luego de la
alimentacion (0.15 y 24.15 h) (Tabla 4.2) los nauplius de Artemia presentaron un
alto porcentaje de ingesta (alto TI) para todos los tratamientos dietarios. Pero en
términos generales, las artemias alimentadas con Chaetoceros tuvieron un menor
Tl (%) en el tiempo 0.15 h (Figura 4.3). En los momentos donde los nauplius
estuvieron en ayunas (12, 24, 36 y 48 h) el indice Tl (%) fue estadisticamente
diferente entre tratamientos (ANOVA de dos vias; F = 7,73, p < 0,0001). Ent =24
h (ayuno), el indice TI (%) presenté valores significativamente altos para los
tratamientos de MIX, y Chaeto (59,3, 61%, respectivamente) pero menores para
los tratamientos Nanno e Iso (0 y 26%, respectivamente). Quince minutos mas
tarde (t = 24:15 h, Figura 4.3) los nauplius de Artemia mostraron valores
significativamente mayores para todos los tratamientos. En el tiempo de ayuno 36
h el patron se repitio, mostrando los valores méas altos en el tratamiento Mix (69%)
y mas bajos en el tratamiento Iso y Tetra (26 y 16%, respectivamente) (Figura 4.3).
En términos generales bajo el tratamiento MIX los nauplius de Artemia
presentaron los valores mas altos de Tl (%). Mediante este indice se evidencia
gue la alimentacion de Artemia enriquecida con Iso, Tetra y Nanno resulté en un

rapido vaciamiento intestinal en periodo de ayuno (Figura 4.3).
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Respecto de la composicion bioquimica, se observaron diferencias significativas
en las muestras de Artemia bajo diferentes tratamientos de enriquecimiento y en
distintos tiempos del experimento (Tabla 4.8, Figura 4.4). En general, los
tratamientos utilizados para enriquecer los nauplius de Artemia aumentaron el
contenido porcentual de proteinas y redujeron el de carbohidratos a lo largo del
crecimiento (Figura 4.4). El contenido porcentual de cenizas y lipidos presentd
comportamientos diferentes a lo largo del experimento dependiendo del
tratamiento aplicado (Figura 4.4). El contenido porcentual de ceniza no cambio
bajo el tratamiento “Duna”’, mientras que en otros tratamientos presento
fluctuaciones, (e.g., “Mix” y “Chaeto”) donde se duplicé a las 24 h. El contenido
porcentual de lipidos se mantuvo constante durante todo el experimento de
enriquecimiento de Artemia, teniendo fluctuaciones leves, siendo el tratamiento
“Mix” el que mayor contenido mostré, seguido del tratamiento “Iso”. En contraste,
el contenido porcentual de carbohidratos decreci6 en términos generales,
mostrando un pico en el tiempo 24 h en las cepas “Nanno” y “Duna”. Respecto de
la proteina, se observd un patron creciente en todas las cepas, siendo “Mix” y
“Duna” las que mayor contenido porcentual obtuvieron, mostrando un pico en el

tiempo 24 h, seguido del tratamiento “Chaeto”. (Figura 4.4, Tabla 4.8).
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Tabla 4.7. Resultados de los ANOVA de dos vias para las variables respuesta para Largo
total (Lt), Instar (I) y Tasa de ingesta (Tl) de Artemia del experimento de enriguecimiento
con diferentes cepas de microalgas.

G
F.V. SC L CM F p
Dieta 448864,61 5 8977292 19,53 0,0001
Tempo 3372025,66 8 421503,21 91,69 0,0001
Tiempo*Dieta 733709,404 40 1834274 3,99 0,0001

Largo total (Lt)

Dieta 15,78 5 3,16 15,73 0,0001

Instar (1) Tempo 29380 8 36,72 183,03 0,0001
Tiempo*Dieta 30,81 40 00,77 3,84 0,0001

Tasa de Dieta 342,77 5 6855 18,33 0,0001
Ingesta (TI) Tempo 384572 8 480,71 12852 0,0001
Tiempo*Dieta  1156,89 40 28,92 7,73 <0,0001

Referencia: Los valores de Tl (%) fueron transformados con raiz cuadrada. Las letras en
negrita indican diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 4.2. Grafico de cajas de medidas morfométricas de los nauplius de Artemia
cultivados bajo diferentes tratamientos dietarios: A) Instar (I) de Artemia y B) Largo total
(Lt) de Artemia. Las letras mayusculas en el eje X representan las iniciales de cada
tratamiento dietario, también representadas mediante escala de grises. Las letras
diferentes denotan diferencias significativas entre tratamientos segun contrastes a
posteriori empleando la prueba de Tukey.
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posteriori empleando la prueba de Tukey.
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Tabla 4.8. Resultados de los ANOVA de dos vias para la composicion bioquimica
proximal de los nauplius de Artemia enriquecidos bajo seis tratamientos de alimentacion
con microalgas en distintos tiempos de crecimiento.

Composicién proximal (%) Variables SC GL CM F p
Humedad microalga 407,87 5 81,57 24 0,06
Tiempo 134,32 4 33,58 0,99 0,42

microalga*tiempo 336,52 20 16,83 0,5 0,94
Cenizas microalga 845 5 1,69 10,22 <0,001
Tiempo 1,74 4 043 2,63 0,054
microalga*tiempo 6,33 20 0,32 1,91 0,052
Proteinas microalga 106,82 5 21,36 3 0,026
Tiempo 301,77 4 75,44 10,59 <0,001
microalga*tiempo 614,42 20 30,72 4,31 0,0003
Lipidos microalga 227 5 045 2,82 0,033
Tiempo 415 4 1,04 6,42 0,007
microalga*tiempo 16,87 20 0,84 5,22 <0,001
Carbohidratos microalga 242,17 5 48,43 12,03 <0,001
Tiempo 326,48 4 81,62 20,28 <0,001

microalga*tiempo 938,9 20 46,95 11,66 <0,001

Referencia: Las letras en negrita indican diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 4.4. Gréfico de dispersion de la composicion proximal (%) a lo largo del tiempo
para las artemias enriquecidas con diferentes cepas microalgales. Cada grafico
representa un componente proximal y cada una de las lineas representa un tratamiento
dietario. Las letras diferentes denotan diferencias significativas entre tratamientos y n.s.
representa “no significativo” segun contrastes a posteriori empleando la prueba de Tukey.
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Ib. Suministro de nauplius de Artemia en la dieta de las Zoea | de Ovalipes

trimaculatus

El crecimiento y el estado fisiologico de las Zoea | de O. trimaculatus después de
15 dias de cultivo mostraron diferencias en S (supervivencia), el desarrollo medido
segun nZll y D y la motilidad medida como Dv dependiendo del tratamiento
aplicado a los nauplius de Artemia suministrados como alimento (Figura 4.5, Tabla
4.9). Entre los nueve tratamientos del experimento, las Zoeas alimentadas con
Artemia enriquecida con MIX (Mix) obtuvieron un éxito de muda E mayor, con
valores pormedio de 96 + 5,04%, seguidas por las alimentadas con Artemia
enriguecida con Nannochloropsis sp. (Nanno). De todas maneras, todos los
tratamientos donde se oferto alimento Artemia enriquecidas con diferentes cepas
microalgales tuvieron un E alto. Respecto de la supervivencia, los mayores valores
también fueron obtenidos en el tratamiento de Artemia enriquecido con Mix
microalgal, siendo estos también los que obtuvieron mayores cantidades de
mudas a Zoea Il. Las Zoeas alimentadas solo con Artemia (Art s/e) y las ayunadas
(Ay) solo sobrevivieron 6 dias y no lograron mudar al siguiente estadio. Estas
diferencias estan reflejadas en la prueba de Kruskal Wallis (H = 67,23, p < 0,05).

El desarrollo, medido como cantidad de mudas al siguiente estadio de crecimiento
(nZll) y como duracién de la intermuda (D), mostré el mismo comportamiento que
la supervivencia (Figura 4.5; Kruskal Wallis: H = 33,62, p < 0.001). El porcentaje
de mudas al estadio nZll fue significativamente mayor (60%) en las Zoea | del
tratamiento MIX que en el resto de los tratamientos (Tabla 4.9). En los demas
tratamientos el porcentaje de mudas al estadio nZll vari6 dentro del 20-30%,
excepto en el tratamiento de “Artemia sin enriquecer”, en el que ninguna de las

larvas logré mudar.

El desplazamiento vertical (Dv), utilizado como un indicador de la condicion
fisiologica de las Zoea | de O. trimaculatus, fue significativamente mayor en el

tratamiento MIX (promedio: 1,19 cm / seg) que en el resto de los tratamientos
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(Kruskal Wallis: H = 50,17, p < 0,001). En otros tratamientos Dv fluctu6 entre 0,79
y 0,56 cm / seg (Nanno, Duna e Is0). Se alcanz6 un Dv muy bajo con Chaeto (0,35
m / s) y Tetra (0,3 m / s), en tanto que sélo se observaron leves movimientos en
las Zoea | ayunadas (0,06 m / seg). No se conté con larvas para comprobar la

motilidad en el tratamiento de Artemia sin enriquecer.
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Tabla 4.9. Resultados de las pruebas Kruskal Wallis para la comparacién de la
supervivencia (S), porcentaje de muda al segundo instar (nZll) y desplazamiento vertical
(Dv) entre tratamientos de alimentacion de las Zoea | de Ovalipes trimaculatus con 8
dietas alternativas.

Kruskal Wallis

Variable H p

S (%) 67,23 0,05
D (dias) 41,26 0,0001
([():‘;1 se) 50,17 0,0001
nZIl 33,62 0,0001
E (%) 91,22 0,0001

Referencia: Las letras en negrita indican diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 4.5. Graficos de caja de la Duracién de la primer intermuda (D), desplazamiento
vertical (Dv) de las Zoea |, Exito de las Zoeas Il (E) y la Supervivencia (S) de Zoeas | de
Ovalipes trimaculatus en nueve tratamientos de dieta alternativa. M: Mix; N: Nanno; D:
Duna; I: Iso; C: Chaeto; T: Tetra; S M: Solo Mix; A s/e; Ay. Las letras diferentes denotan
diferencias significativas entre tratamientos segun contrastes a posteriori empleando la
prueba de Dunn.
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Experimento Il: Suministro de probioticos

El suministro de bacterias probitticas en las Zoea | de O. trimaculatus mostro
diferencias significativas en S (%), D (dias), Dv, nZll y E (%) entre tratamientos
tanto proporcionadas en medio de cultivo como encapsuladas en Artemia (Tabla
4.10). La inoculacién de probidticos en el agua de cultivo result6 en valores
promedio de 59,8% de supervivencia, el cual es significativamente superior en
comparacion con el resto de los tratamientos (ANOVA, F = 8,91, p < 0,001, Tabla
4.10, Figura 4.6). En el mismo sentido, los tratamientos en los que se inocularon
cada una de las cepas de probidticos en agua fueron los Unicos en los que la
motilidad (Dv) resulté significativamente mayor que en el tratamiento control
(ANOVA, F = 5,95, p = 0,004, Tabla 4.10, Figura 4.6). Aunque n ZIl también fue
significativamente mayor en los tratamientos de inoculacion en agua, respecto de
los de inoculacion mediante la incorporacion de los nauplius de Artemia, los
primeros no difirieron significativamente del tratamiento control (Tabla 4.10, Figura
4.6). La inoculacion del probidtico T39 en agua de cultivo (tratamiento P1 agua)
resulté en una duracién de la intermuda (D) significativamente menor que en el
resto de los tratamientos (ANOVA, F = 9,48, p < 0,001, Tabla 4.10, Figura 4.6). En
comparacion, los tratamientos en los que el in6culo probiotico fue encapsulado en
Artemia no mostraron buenos resultados y en repetidas oportunidades se pudo
observar bajo lupa a Artemia alimentandose de las Zoea | de O. trimaculatus
moribundas, siendo esta una observaciéon casual. El Exito de muda E fue para
todos los tratamientos elevado, pero sindiferencias significativas segun el andlisis
estadistico. En sintesis, los resultados muestran que el suministro de bacterias
probioticas resulta en efectos positivos sobre la supervivencia, crecimiento y
condicion de las Zoea | de O. trimaculatus cuando estas son inoculadas en el agua
de cultivo. Dentro de ellas, las bacterias del género Bacillus sp. arrojaron mejores
resultados en términos de reduccion de la duracion de la intermuda (D) (Tabla
4.10, Figura 4.6).
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Tabla 4.10. Resultados de los ANOVA para la supervivencia (S), cantidad de Zoea | que
mudan al siguiente estadio de crecimiento (nZll), duraciébn de intermuda (D) y
desplazamiento vertical (Dv).de Zoeas | de Ovalipes trimaculatus bajo el suministro de
dos cepas de bacterias probidticas proporcionadas en agua de cultivo o encapsuladas en
Artemia sobre Las variables S, D y Dv fueron transformadas con raiz cuadrada.

Variable SC gl CM F p
S (%) 15634,53 4 3908,63 8,91 <0,0001
D (dias) 58,14 4 1454 9,48 <0,0001
Dv (cm/seq) 0,47 4 0,12 5,95 0,0004
E 112259 4 2658,7 1,25 0,22
n ZIl 3820,37 4 955,09 5,15 0,0005

Referencia: Las letras en negrita indican diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 4.6. Grafico de cajas de la duracion de intermuda (D), supervivencia (S), cantidad
de Zoea | que mudan al siguiente estadio de crecimiento (nZll) y desplazamiento vertical
(Dv) para Zoeas | de O. trimaculatus cultivada bajo diferentes tratamientos de suministro
de cepas de bacterias probidticas. P1 y P1 agua: probi6tico T39 bioencapsulado en
Artemia o inoculado en agua de cultivo, respectivamente; P2 y P2 agua: probiético TW34
bioencapsulado en Artemia o en agua de cultivo respectivamente. Control: cultivo sin
in6culo de bacterias probidticas. Las letras diferentes denotan diferencias significativas
entre tratamientos y n. s. representa “no significativo” segln contrastes a posteriori
empleando la prueba de Tukey. El relleno gris representa el tratamiento control.
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Experimento Ill: Frecuencia de suministro alimentario

La supervivencia (S), duracion de intermuda (D), la cantidad de mudas de Zoea |
de O. trimaculatus al siguiente estadio de crecimiento (n ZIl) y el Exito de muda (E)
variaron significativamente dependiendo de la frecuencia con la que se oferto el
alimento y de la duracion de los periodos de ayuno (Tabla 4.11). En términos
generales, en los tratamientos en que se suministré una alimentacién regular
diaria al menos durante el primer y segundo dia de vida (i.e., tratamientos PSR2)
las Zoea | lograron acumular reservas de alimento necesarias para lograr la muda
al siguiente estadio de crecimiento, aunque con reducida S, n Zll y E (Tabla 4.11,
Figura 4.7). Por el contrario, en los tratamientos que incluyeron entre 4 y 7 dias de
ayuno previo a la primera alimentacion (i.e., tratamientos PNR) no se logro
completar los requerimientos alimentarios de las Zoea | necesarios para lograr la
muda, y estas murieron aun cuando se les ofertd alimentacién diaria

posteriormente (Figura 4.8, Tabla 4.11).
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Tabla 4.11. Resultados de los ANOVA de comparacion entre los efectos de tratamientos
con un ndmero variable de dias de alimentacion previo al ayuno (PSR), y entre
tratamientos con un numero variable de dias de ayuno previo a la alimentacion diaria
(PNR), sobre la supervivencia (S), la duracién de la intermuda (D), cantidad de mudas al
siguiente estadio de crecimiento (n ZIl) y el éxito de muda (E) de las Zoea | de Ovalipes
trimaculatus. Las variables S y D fueron transformadas con raiz cuadrada y logio
respectivamente.

Variable SC Gl CM F p
S
PSR 69333 8 8666,7 7,8 <0,0001
PNR 68824 8 8603 7,5 <0,0001
D
PSR 187,63 8 23,45 12,66 <0,0001
PNR 426,38 8 53,3 20,1 <0,0001
n ZIl
PSR 635,83 8 79,48 24,8  <0,0001
PNR 533 8 66,63 16,07 <0,0001
E

PSR 25733 8 3676,2 294,1 <0,0001
PNR 27917 8 3988,1 95,71 <0,0001

Referencia: Las letras en negrita indican diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 4.7. Gréfico de cajas de duracion de intermuda (D), el éxito de mudas (E) y
supervivencia S (%) de las Zoea | de Ovalipes trimaculatus en experimentos en que se
suministré alimento por un numero variable de dias seguido por dias de ayuno
(Experimento PSR). Las letras diferentes denotan diferencias significativas entre
tratamientos segln contrastes a posteriori empleando la prueba de Tukey. El color gris
representa el tratamiento control.

123




20+ —

a a a
— a
2]
< 101
N
(a) © © o ©
° © ° ge)
> > > >
1S S 1S IS
0’ g 2 2 8
\a. T T T T
1007 7~
b
13
<
S 50 l c © g g g ©
Ll 3 S S S 3
£ IS S E E
e 2 2 g g
d d d d d
0, —_— — —— —— —
ControPNR1 PNR2 PNR3 PNR4 PNR5 PNR6 PNR7 Ay
100
ontrol
<
< 50 g BNR1, PNR2
w
BNR3
oA od-BNR4, PNRS5,
; —PNR6, PNR?,
0 15 Ay

tiempo (dias)

Figura 4.8. Graficos de cajas de la duracion de intermuda (D), el éxito de muda (E) y
supervivencia S (%) de las Zoea | de Ovalipes trimaculatus en experimentos donde se
mantuvo en ayuno por un nimero variable de dias seguido por dias de alimentacién diaria
(Experimento PNR). Las letras diferentes denotan diferencias significativas entre
tratamientos segln contrastes a posteriori empleando la prueba de Tukey. El color gris
representa el tratamiento control.
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Figura 4.9. Porcentaje de larvas mudadas al siguiente estadio (ZIl %) ajustado a una
curva sigmoidea para estimar los indices PNRsy y PSRso. R? es el coeficiente de la
regresion. La ecuacion contiene los parametros estimados (Ver pagina 104).

Con los valores estimados de PSRso ¥y PNRso se puede calcular el indice de

vulnerabilidad nutricional, definido por Gebauer (et al. 2010) segun la siguiente
ecuacion:
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Experimento IV: Condiciones ambientales

El crecimiento, la supervivencia y la condicidon fisiologica de las Zoea | de O.
trimaculatus variaron significativamente dependiendo de las condiciones del cultivo
larvario (Tabla 4.12). Las larvas cultivadas a salinidad 30 %. mostraron igual o
mejor desempeiio en todas las variables respuesta (Figura 4.10). El tratamiento de
salinidad 30 %o y los dos tratamientos de mayor temperatura resultaron en n ZIl 'y
E significativamente mayores al resto de los tratamientos (Figura 4.10). La
supervivencia S fue significativamente mayor en tratamientos de salinidad 30 y 33
%0, No siendo influenciada por la temperatura (Tabla 4.12, Figura 4.10). Por otro
lado, la motilidad (Dv) fue significativamente mayor en el tratamiento de salinidad
30 %o y temperaturas 18° y 22°C (Tabla 4.12, Figura 4.10). Respecto de la
duracién de intermuda D, las variables ambientales mostraron interaccion
(ANOVA, F = 13,81, p < 0,0001) con lo cual es necesario analizar cada
combinacion matricial por separado, donde la combinacién 22 °C-30 %o representd

la condicion ambiental donde la duracién del ciclo de muda fue menor.

En términos generales, la integracién de los resultados obtenidos sugiere que la
condicion de salinad 30 %o y las temperaturas mas elevadas: 18° y 22°C redujeron
los tiempos de intermuda en un 32 y 47% respectivamente. Ademas obtuvieron
una mayor cantidad de mudas a Zoea Il y con alto Exito, sin desmedro de la
supervivencia y con una condicion fisiologica Optima, estimada por la motilidad
(Figura 4.10).

126




Tabla. 4.12. Resultados de los ANOVA de dos vias para las variables supervivencia (S),
desplazamiento vertical (Dv), duracién de intermuda (D), Exito de mudas (E) y cantidad de
mudas al siguiente estadio de crecimiento (n ZIl), de las Zoea | de Ovalipes trimaculatus
en respuesta a diferentes tratamientos termohalinos. Las variables S, Dv, D y E fueron
transformadas con raiz cuadrada.

Variables SC GL CM F p
S
Temp 94,34 2 47,17 0,08  0,9224
Sal 89996 3 29999 51,38 <0,0001
Temp*Sal 1431,1 6 238,52 041  0,8734
Dv
Temp 1,39 2 0,69 13,87 <0,0001
Sal 6,94 3 2,31 46,27 <0,0001
Temp*Sal 0,49 5 0,1 1,95 0,0908
D
Temp 1386,8 2 693,38 519,21 <0,0001
Sal 33,69 2 16,84 12,61 <0,0001
Temp*Sal 73,77 4 18,44 13,81 <0,0001
E
Temp 10,67 2 5,33 0,21  0,8088
Sal 55730 3 18577 745,55 <0,0001
Temp*Sal 36 6 6 0.24 0.9584
nZll

Temp 3317,9 2 1658,9 10,94 <0,0001
Sal 12780 4260,2 28,09 <0,0001
Temp*Sal 1792,9 6 298,82 1,97 0,0685

w

Referencia: Las letras en negrita indican diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 4.10. Gréfico de cajas del efecto de nueve tratamientos termohalinos sobre la
supervivencia (S), desplazamiento vertical (Dv), Exito de mudas (E) y cantidad de mudas
al siguiente estadio de crecimiento (n ZIl), de las Zoea | de Ovalipes trimaculatus en
respuesta a: A) diferentes tratamientos salinos y B) diferentes tratamientos térmicos. Las
letras diferentes denotan diferencias significativas entre tratamientos y las siglas n. s.
representan “no significativo” segun contrastes a posteriori empleando la prueba de
Tukey. El relleno gris representa el tratamiento control.
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Figura 4.11. Grafico de cajas del efecto combinado de la temperatura y la salinidad sobre
la duracién de la intermuda de las Zoea | de Ovalipes trimaculatus en respuesta a
diferentes tratamientos termicos. Las letras diferentes denotan diferencias significativas
entre tratamientos segun contrastes a posteriori empleando la prueba de Tukey. El relleno
gris representa el tratamiento control.
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Discusioén

La acuicultura de los crustaceos, asi como de muchos otros organismos, implica la
domesticacién de la especie a cultivar y el control de al menos una parte del ciclo
de vida, ya sea la manipulacién de reproductores, la regulacién del crecimiento o
el desarrollo de progenie en cautiverio (Liao y Huang 2000). En los
establecimientos acuicolas, la cria larvaria representa un gran desafio debido a
que los requerimientos de calidad y cantidad de alimento (Josileen 2011, Reis et
al. 2017) y las condiciones ambientales para el cultivo suelen ser muy especificos
(Anger 1983, Charmantier 1998, Charmantier y Charmantier-Daures 2001,
Gonzélez-Ortegdn y Giménez 2014). Esta etapa representa un cuello de botella
para el desarrollo de la acuicultura de crustaceos y es la que conlleva el mayor
esfuerzo de investigacion y desarrollo de las técnicas, asi como de infraestructura
y cuidados (Keenan y Blackshaw 1999, Balasubramanian y Gopal 2014,
Strathmann 2014).

Apuntando al desarrollo de dietas especificas para el cultivo de diferentes estadios
del ciclo de vida de cada especie, area y época del afo, los centros de
investigacion y las empresas acuicolas utilizan nuevos ingredientes de menor
costo, diversos aditivos naturales, compuestos promotores de crecimiento,
bacterias probidticas, estimuladores inmunolégicos y enzimas digestivas que
promuevan mayor crecimiento, resistencia a enferiades y supervivencia, con un
menor impacto ambiental (Dan y Hamasaki 2015). En ese sentido, los resultados
obtenidos en este estudio demuestran que existen al menos un numero de
variables criticas a considerar para la puesta a punto de la cria larvaria de O.
trimaculatus, incluyendo la calidad, cantidad y frecuencia de suministro de
alimento, el suplemento de organismos probidticos y/o las condiciones

ambientales aplicadas al cultivo.

El experimento |, que puso a prueba el efecto de varios tratamientos de

enriguecimiento de Artemia sobre sus tasas de crecimiento, capacidad portadora
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de alimento y su composicion bioquimica, revelé que todas las especies de
microalgas utilizadas proporcionaron el valor nutricional necesario para un normal
crecimiento (Cohen et al. 1999). Sin embargo, el tratamiento que brindé los
mejores resultados en términos de crecimiento y calidad fue el MIX microalgal. En
general, los nauplius de Artemia alcanzaron el tamafio 6ptimo a las 24 h, excepto
cuando se alimentaron con Dunaliella salina y Nannochloropsis sp., en cuyo caso
necesitaron 12 h adicionales para lograrlo. En forma similar a lo reportado por
Lora-Vilchis et al. (2004) para Artemia franciscana, los nauplius de Artemia
alimentados con Isochriysis galbana tuvieron un menor crecimiento que aquellos a

los que se les suministr6 Chaetoceros sp.

Los resultados de este estudio evidencian que Dunaliella salina presenta un mayor
tiempo de permanencia en el intestino de Artemia, reflejado en una elevada tasa
de ingesta (TI) luego de un periodo de ayuno. Sumado a esto, el contenido de
proteina en Artemia alimentada con dicha especie de microalga fue elevado en
términos absolutos, siendo significativamente superior conjuntamente con el
tratamiento alimentado con Mix microalgal. Por otro lado, Artemia enriquecida con
Tetraselmis suecica presentd una proporcion moderada de proteinas y lipidos, y
los intestinos de los nauplius permanecieron vacios tras los periodos de ayuno, lo
cual podria deberse a que la microalga es asimilada rapidamente. Finalmente,
Artemia enriquecida con Chaetoceros sp. e |. galbana mostraron un moderado
contenido de proteinas y lipidos, respectivamente (Figura 4.3). Los resultados
obtenidos concuerdan con los reportados por Seixas et al. (2008), quienes notaron
que el enriquecimiento de Artemia con I. galbana redunda en un bajo crecimiento
en comparacion con el suministro Tetraselmis suecica y que la primer especie de

microalga desaparece rapidamente del tracto digestivo tras periodos de ayuno.

Por lo tanto, sobre la base del mayor porcentaje de Tl (%) y del tamafio 6ptimo
capturable por las zoeas | de O. trimacuatus, los resultados sugieren que el tiempo
optimo para la cosecha de los nauplius de Artemia es de 24 h 15min (i.e., 15
minutos después de la segunda alimentacion). Este indice reflejé la capacidad
nutricional de las Artemia como portador de alimento para ser ofertados a larvas

de O. trimaculatus y su uso como alimento alternativo en la acuicultura.
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La composicion bioquimica de Artemia alimentada con la mezcla de seis especies
de microalgas, sugieren que este fue el mejor tratamiento dietario durante el
experimento. Asimismo, estos resultados se suman a la alta capacidad de
almacenamiento en el tracto intestinal (alto Tl %) durante periodos de ayuno. En
concordancia con estos resultados, Yufera y Lubian (1990) mencionan que la
calidad nutricional de las artemias enriquecidas con una mezcla de microalgas es
mayor al de una dieta monoalgal. Ademas, los cultivos bialgales suelen ser mas
equilibrados en términos de composicion bioquimica y las interacciones entre
especies de microalgas son sinérgicas, compensando deficiencias de calidad de
unas con otras (Diaz et al. 2006). La mayor parte de la literatura afirma que
Artemia es de habito alimentario filtrador no selectivo sobre particulas menores de
50 uym (Brown 1991). Esta versatilidad en la alimentacion que le permite ser
ofertada como presa, es una ventaja que se contrapone a su bajo contenido en
proteina digerible, el cual reduce la energia por unidad de captura que obtienen
sus predadores (Léger et al. 1987). De acuerdo a lo sefialado por Benijts et al.
(1976), la composicion bioquimica de los nauplius de Artemia varia entre los
instars | a lll, reduciendo secuencialmente el contenido de peso seco, calérico, de
lipidos totales y acidos grasos. Por esta razon, la Artemia enriquecida no debe
crecer mas de 24 o 36 horas para ser suministrada como alimento vivo. El largo
total de las Zoea | de O. trimaculatus en el area de estudio (medida desde el
extremo de la espina dorsal hasta el telson) es aproximadamente 1,85 mm (+ 0.19
mm), lo cual impone restricciones anatOmicas relacionadas con su tamafo
corporal y el de sus apéndices bucales para la captura y manipulacion de presas.
Sobre este particular, aunque en este estudio no se realizé una evaluacion estricta
de las relaciones talla de la presa / talla del depredador, observaciones directas
efectuadas durante los experimentos mostraron que las Zoea | de O. trimaculatus
no son capaces de capturar nauplius de Artemia de tallas mayores a 700 um.
Ademas, se ha observado de manera ocacional que los nauplius enriquecidos de
Artemia mayores a la talla mencionada depredaron sobre las Zoea | de O.
trimaculatus que se encontraban debilitadas luego del periodo de ayuno. Aunque

Hamasaki (2003) reporta que las Zoea del portunido Scylla serrata son capaces de
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alimentarse de fragmentos del cuerpo de Artemia enriquecida con MIX microalgal,
especificamente la cabeza y los apéndices, las observaciones de este estudio y
las de otros autores (Sorgeloos et al. 2001) sugieren que no es recomendable
ofertar los nauplius de Artemia enriquecida que tengan un tiempo de vida mayor a

24 h como alimento a las Zoea | de O. trimaculatus.

Numerosos estudios muestran que la dieta ofertada a los nauplius de Artemia
influye en su crecimiento, desarrollo, ingestion y composicién bioquimica, y que
estos parametros repercuten a su vez en el crecimiento, supervivencia y motilidad
de sus depredadores (Schoo et al. 2014, Lawrence et al. 2015, Zupo et al. 2015,
Dan et al. 2016, Reis et al. 2017 y otros). En concordancia, este trabajo muestra
gue existen diferencias significativas en la supervivencia y crecimiento de las Zoea
I de O. trimaculatus en funcién de la dieta utilizada para enriquecer los nauplius de
Artemia. En este sentido, los mejores valores de supervivencia larvaria de O.
trimaculatus y el mayor éxito de muda al siguiente estadio de crecimiento en
términos de D, S, Dv y E, fue obtenido en el tratamiento MIX, seguido por el
tratamiento “Nanno”. En contraste, las Zoea | alimentadas con nauplius sin
enriguecimiento presentaron una baja supervivencia y no lograron mudar al
siguiente estadio, indicando que estas no obtuvieron todos los nutrientes
necesarios para mudar. Tal como sefialan Léger et al. (1987), Artemia por si sola
provee un reducido aporte nutricional. Por el contrario, es la calidad de las
microalgas transferidas al siguiente eslabon de la cadena alimentaria la que
repercute en mayor medida en la supervivencia y crecimiento de las Zoea | de O.
trimaculatus, asi como en su condicidn fisioldgica reflejada en la motilidad. Sobre
la base de los resultados de este trabajo, y lo propuesto para la alimentacion de
las Zoea de otros portunidos tales como Scylla traquebarica (Baylon 2009), se
recomienda que el enriquecimiento de las nauplius de Artemia que seran utilizados
como presa de las Zoea | de O. trimaculatus se realice con MIX microalgal por

sobre otras dietas basadas en cultivos microalgales monoespecificos.

El uso de organismos probidticos en acuicultura surgié ante la necesidad de
promover la actividad de enzimas digestivas que estimulen el crecimiento, la

respuesta inmunolégica como un mecanismo de resistencia a las enfermedades y
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el incremento de la supervivencia. Ademas, estos permiten mejorar la calidad
quimica del agua de cultivo, tal como en el caso de las bacterias nitrificantes
Basillus sp. y controlar el desarrollo microbiano patogénico que puede devenir en
enfermedades dentro de los centros de cultivo (Kim et al. 2004). Las pruebas
sobre efectos de probioticos en acuicultura comenzaron hace mas de tres décadas
a través de estudios como el de la inoculacién con una cepa de Baccilus toyoi, en
los que sus esporas mejoraron la tasa de supervivencia de Anguilla japonica, la
tasa de crecimiento del jurel Trachurus murphyi (Kozasa 1986) y la tasa de
crecimiento larvario del pez Scophthalmus maxima (Gatesoupe 1997).
Posteriormente, otras esporas de Bacillus sp fueron probadas dando resultados
exitosos en términos de resistencia a la enfermedad ocasionada por el patégeno
Vibrio sp. (Gatesoupe 1993, Carmona Pérez 2010). Producto de dichos avances,

el uso de probidticos empez6 a masificarse en los establecimientos acuicolas.

Para el grupo de los portanidos en particular, pruebas recientes con distintas
cepas de bacterias probidticas acidolacticas, inoculadas en nauplius de Artemia
para ser ofrecidas a larvas Zoea de Portunus pelagicus, revelaron que las larvas
alimentadas con nauplius enriquecidos con Lactobacillus plantarum tuvieron una
mayor supervivencia respecto del tratamiento control (Talpur et al. 2012). Ademas,
el uso de in6culos probidticos en el agua de cultivo también arrojé resultados
positivos tanto en supervivencia como en la medicién de la actividad de enzimas

proteasas y amilasas en larvas de P. pelagicus (Talpur et al. 2013).

La permanencia de las cepas probidticas P1-T39 y P2-TW34 utilizadas en este
estudio en el intestino de los nauplius de Artemia, y su tolerancia y crecimiento en
un medio con bilis y a pH bajos fue corroborada previamente en el Laboratorio de
Biotecnologia del CCT CONICET-CENPAT, luego de su aislamiento desde
ambientes naturales patagonicos (Sequeiros et al. 2010, Fernandez et al. 2016).
Aunque en trabajos previos se han reportado duraciones O6ptimas para el
encapsulamiento de probioticos en Artemia de hasta 48 h (Hai et al. 2010),
Fernandez et al. (2016) mostraron que 24 h son suficientes para la

bioencapsulacion de probioticos en los nauplius. Esto, apoya los resultados
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obtenidos en este estudio, indicando que el tiempo Optimo de enriquecimiento de

Artemia con microalgas para alimento de Zoea | de O. trimaculatus es de 24 h.

Los resultados mostraron una mejora significativa en la supervivencia y una
reduccion en los tiempos de desarrollo larvario con el uso de las cepas probioticas
respecto del tratamiento control. Ademas, contrariamente a lo sefialado en otros
estudios (Hai y Fotedar 2010), los tratamientos en que se suministraron cepas
probidticas en el agua de cultivo presentaron efectos significativamente superiores
a aquellos en que los probiéticos fueron encapsulados en los nauplius de Artemia.
Esto representa informacion critica para el cultivo larvario de O. trimaculatus y a su
vez simplifica las tareas de cultivo, debido a que la inoculacion de probidticos en
los nauplius de Artemia enriquecidos requiere de mas tiempo y labor en

condiciones de extrema esterilidad.

La inoculacion de probidticos en el agua de cultivo no sélo puede favorecer a las
larvas de O. trimaculatus en su crecimiento y desarrollo, sino que puede afectarlas
de manera indirecta mejorando la calidad del agua a través de una reduccién de la
carga microbiana de manera antagonica, particularmente Vibrios (Touraki et al.
2012). Esta competencia bacteriana ha sido comprobada previamente en
experimentos de cultivo de larvas de Portunus pelagicus en relacion con la
reduccion de patogenicidad de Vibrio sp. (Talpur et al. 2012). También se ha
verificado un efecto simultaneo de lactobacilos probidticos en eliminar bacterias

patdégenas y eliminar amoniaco del agua de cultivo (Ma et al. 2009).

En las pruebas realizadas, el probiético T39 (P1 y P1 agua), perteneciente al
género Bacillus, mostré efectos similares que el TW34 (Lactococcus) (P2 y P2
agua) sobre S (%), Dv, nZll y E. Sin embargo, el probidtico P1 en agua mostré una
reduccién significativa de la duracion de la intermuda (D). Trabajos previos han
demostrado la capacidad de las bacterias Bacillus de superar a otras bacterias por
nutrientes y espacio o0 excluir otras bacterias a través de la produccion de
antibiéticos (Moriarty 1998, Verschuere et al. 2000). Posiblemente esta sea una
razén del efecto favorable en la duracion del proceso de muda de las Zoea |I.

Ademas, aunque se detectd que el encapsulamiento de los probioticos en Artemia
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fue un medio eficaz para transferirlos en dieta viva a las Zoea | de O. trimaculatus,
la inoculacién en el agua de cultivo fue aun mas eficaz. No obstante, es probable
gue la administracion de probidticos mediante el encapsulamiento en Artemia sea
mejor conforme avance el desarrollo larvario debido a que estadios avanzados de

Zoea son mejores captadores de Artemia (Venkat et al. 2004).

La capacidad de las larvas de braquiuros para crecer y desarrollarse depende en
gran medida de su habilidad para captar el alimento y en su resistencia a los
periodos de ayuno, lo cual refleja su plasticidad (Howard y Hentschel 2005,
Calado et al. 2010, Calvo et al. 2011, Pantaledo et al. 2015). Durante un ciclo de
muda, la plasticidad es variable debido a que los requerimientos varian en funcién
de las etapas de dicho ciclo (Fox y Czesak 2000), generalmente caracterizadas
como: i) postmuda, ii) intermuda, iii) intermuda tardia y comienzo de premuda, iv)
premuda y v) ecdisis (Drach 1939, Alvarez et al. 2009). Se ha demostrado que la
premuda representa un umbral tras el que la muda se desencadena
irreversiblemente (Anger 2001). La evaluacion de la plasticidad de alimentacion de
las larvas de O. trimaculatus, permite entender no sélo los requerimientos
alimentarios de la especie segun el momento del ciclo de muda que se encuentra,
sino también permite disefiar un diagrama de alimentacién para su utilizacién en
sistemas de produccion. En este sentido, el bloque de pruebas incluidas en el
experimento Il de este capitulo (Experimentos PNR-PSR), en el que se probo la
plasticidad de las Zoea | de O. trimaculatus para alimentarse y posteriormente
soportar ayuno hasta la muda: Experimento PSR: punto de saturacion de reservas
(Anger et al. 1981), mostré que 2 dias de alimentacién fueron suficientes para
lograr completar la muda, pero muy pocas Zoea lo lograron y su supervivencia fue
significativamente baja. Por otro lado, a partir de 4 dias de alimentacion diaria
seguidos por ayuno, los valores de supervivencia fueron elevados, pero no
optimos. A partir de 6 dias consecutivos de alimentacion diaria se obtuvieron altas
proporciones de muda al siguiente estadio con un elevado éxito (E), en cantidades
semejantes al tratamiento control en que se suministré alimentacion diaria sin
restriccion. Estos resultados empiricos estan respaldados por la estimacion del

indice PSRso que refleja que el 50% de las larvas Zoea | requieren de al menos
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6,15 dias de alimentacion para lograr la captacion de nutrientes necesarios que
suplan las necesidades alimentarias para la ecdisis a una supervivencia y éxito

semejante a los valores obtenidos con el tratamiento control.

En el experimento de ayuno y posterior alimentacion: Experimento PNR: punto de
no retorno (Anger et al. 1981), podemos observar las Zoea | de O. trimaculatus
lograron mudar al siguiente estadio soportando un ayuno de hasta 3 dias
posteriores a la eclosion, seguidos de alimentaciéon diaria. Un mayor namero de
dias de ayuno afecta negativamente el desarrollo de la larva, provocando una alta
mortalidad. La estimacion de PNRso refleja que el 50% de las Zoeas | lograran
mudar al siguiente estadio con un maximo de 4,75 dias de ayuno. Esta
informacion se traduce en una dependencia de alimentacién externa para mudar,
pero sus reservas vitelinas, aunque escasas, son suficientes para al menos 4 dias
posteriores al nacimiento. Sin embargo, tanto ayuno genera un desmedro
significativo de su supervivencia y éxito de muda respecto del tratamiento control.
Las lavas que tuvieron soélo un dia de ayuno seguido de una alimentacion diaria

mostraron valores semejantes al tratamiento control.

Analizando ambos experimentos en conjunto, podemos observar que la privacion
de alimento afecta el desarrollo larvario de O. trimaculatus, al menos en el primer
instar de crecimiento. Ademas, la supervivencia y éxito de muda dependen de la
cantidad de dias con y sin alimentacion disponible (Experimento PNR y PSR),
siendo el experimento de PNR el que provoco el efecto mas fuerte en el ciclo de
muda de la Zoea | de O. trimaculatus y en su supervivencia. Este efecto diferencial
en la oferta de alimento fue evidenciado en un nimero amplio de larvas de otros
crustaceos tales como cangrejos y langostas (Dawris 1984, Paschke et al. 2004,
Harris y Sulkin 2005, Gebauer et al. 2010, Pantale&o et al. 2015, Espinosa et al.
2016, entre otros). Para poder estudiar este efecto en comparacion con las demas
especies, es necesaria la incorporacion del indice de vulnerabilidad nutricional IVN
(Sulkin 1978), el cual fue definido como la relacion entre PSRso y PNRso. Cuando
esta relacion tiene valores superiores a 1, indican un incremento en la
dependencia de las Zoea por el alimento externo, en tanto que valores inferiores a

1 reflejan un grado creciente de plasticidad alimentaria y tolerancia al ayuno.
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Valores cercanos a cero indican una independencia al alimento externo (Gebauer
et al. 2010). El IVN de las Zoeas | de O. trimaculatus es de 1.29, lo cual se
corresponde con una baja plasticidad. Asimismo, si las larvas se alimentan
primero y luego sufren el ayuno durante algun tiempo, el efecto en el desarrollo es

mucho mas débil que en el orden contrario de los tratamientos.

Estos resultados se condicen con muchas especies de larvas Zoea | de
decépodos tales como Hyas areneus (Anger y Dawirs 1982), Sesarma cinereum
(Staton y Sulkin 1991), Petrolisthes leavigatus (Gebahuer et al. 2010), siendo
dicha plasticidad reducida una caracteristica estrechamente ligada a desarrollos

larvarios prolongados (Gebauer et al. 2010).

El conocimiento de los puntos criticos de alimentacion puede ayudar a maximizar
la supervivencia larvaria y metamorfosis tanto con fines de investigacién, como en
las aplicaciones de explotacién y cultivo. Aun asi, si el PSR se alcanza en la
intermuda, la premuda y ecdisis pueden desarrollarse independiente de la
presencia de alimento. Por esta razon el punto de saturacién de reservas es
llamado "umbral de D", ya que corresponde al estadio D (premuda) citado por
Drach Tchernigovtzeff (1967). Este umbral D ha sido determinado en numerosas
Zoea | de especies de decapodos, incluyendo tanto langostas como cangrejos
braquiuros (Kurata 1962, Anger y Dawris 1982, Dawirs 1984, 1986, Anger 1987,
Bas et al. 2008), y es valida al menos para las larvas de braquiuros (Anger 1984).
Conocer los momentos criticos de demanda de alimento y los requerimientos
nutricionales que desencadenan el proceso de muda resultan en datos relevantes
para la produccion de las especies acuicolas. Pero ademas, permiten generar
nuevas hipotesis en relacion a la reducida plasticidad alimentaria obtenida. La
época de desarrollo larvario de O. trimaculatus en la naturaleza transcurre en los
meses estivales (Diciembre-Marzo), coincidentemente con los picos elevados
estacionales de fitoplanton en la costa Atlantica (Gayoso y Podesta 1996). Esta
relacion podria ser explicada mediante la hipétesis de que las densidades
fitoplanctonicas y sus picos estacionales en el mar argentino serian una fuerza
modeladora de la distribucion y estacionalidad del desarrollo larvario. Por otro

lado, el IVN podria ser utilizado como un indicador de la capacidad de invasion de
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nuevos ambientes que tiene una especie (Calvo et al. 2011). Por lo tanto, el IVN
de las Zoea | de O. trimaculatus sugiere una mediana a reducida capacidad de
tolerancia al ayuno, indicando una baja capacidad de dispersion y colonizacién de
nuevos ambientes (Boos et al. 2011).

Otro aspecto a tener en cuenta para el cultivo larvario de braquiuros son las
variables ambientales. Por un lado, la temperatura afecta el tiempo y duracion del
proceso de desarrollo, mientras que la salinidad afecta la sobrevida y el tamafio de
las larvas en un gran numero de especies (Costlow 1967, Samuel y
Soundarapandian 2010, Fowler et al. 2011, Swingle et al. 2013, Yacamoto et al.
2014, 2015). La respuesta de las larvas ante distintas combinaciones de
temperatura y salinidad no sélo tiene un interés para la actividad acuicola, sino
también puede explicar y predecir su comportamiento y rol ecolégico ante estas
condiciones en el medio ambiente y su adaptabilidad al mismo. Asi, se refleja la
capacidad de colonizacion de las larvas dentro de un rango de variabilidad, y su
potencial evolutivo, permitiendo ademas entender sus patrones de reclutamiento

ante las condiciones ambientales imperantes (Caddy 1986, Wahle 2003).

Respecto del experimento IV del presente capitulo, en el que las Zoea | de O.
trimaculatus se cultivaron bajo diferentes combinaciones termohalinas, los valores
de temperatura y salinidad fueron elegidos de manera que coincidan con los
limites y rango de valores para la distribucidn de la especie en su medio natural en
la costa atlantica de Sudamérica. La amplitud salina considerada en especial para
el segundo experimento contempla la posibilidad de que las larvas puedan
dispersarse tanto en ambientes hipohalinos, cercanos a desembocaduras de
efluentes de agua dulce continental, como en aguas someras donde el efecto de
radiacion solar conjuntamente con clima calido y seco pudiera generar altos
grados de evaporacion en cuerpos de agua costeros. Respecto de la temperatura,
el rango se eligidé teniendo en cuenta informacion previa sobre la supervivencia
durante el desarrollo embrionario, descripto en el capitulo 3 de esta tesis
(Embriones), y considerando ademas los regimenes térmicos dentro del rango de
distribucion geografica de la especie. En términos generales, se pudo concluir que

la salinidad 30 %. combinada con temperaturas de 18 y 22°C resultaron las
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mejores condiciones para la cria larvaria. El rango 6ptimo de desarrollo aporta no
solo informacion biolbgica sino valores de referencia para el desarrollo del cultivo
larvario en especies de cangrejos referentes para la acuicultura, tales como los
obtenidos para el cultivo de larvas de Portunus pelagicus donde se logro la
optimizacion a salinidades 30-35 %o, y temperaturas de 25-30 °C (Azra y
Ikhwanuddin 2015), de larvas de Chionoecetes opilio donde la optimizacion ocurre
a 26 % y 16 °C (Yacamoto et al. 2014, 2015) y de Scylla serrata donde la
condicién optima del cultivo larvario es a salinidades 28—-35 %o y temperaturas en
el rango de 27 a 32 °C (Ganesh et al. 2015). Respecto de la supervivencia de las
Zoea | y el éxito de mudas, no se encontraron diferencias entre las temperaturas
contrastadas, pero las salinidades mas extremas (27 y 37 %) redujeron
significativamente los valores de ambas variables. Esto permite concluir que las
Zoea | de O. trimaculatus tienen una distribucién planténica estrechamente ligada
a ambientes marinos, lo cual concuerda con los registros de hallazgo de larvas de
O. trimaculatus de diferentes instars reportados en la columna de agua del golfo
Nuevo (Dellatorre et al. 2014).

Haciendo una comparacion con el desarrollo embrionario estudiado en el capitulo
precedente, el primer estadio larval resulté ser mas sensible en lo que respecta a
las condiciones hipersalinas contrastadas (37 %), donde las Zoea | no lograron
mudar al siguiente instar y posteriormente murieron. Sin embargo, es probable que
conforme avance el crecimiento de las larvas de la especie, la tolerancia a
condiciones salinas aumente progresivamente (Charmantier y Charmantier-Daures
2001, Vazquez et al. 2016).

Respecto de la temperatura, las Zoea | de O. trimaculatus toleraron todo el rango
probado, con una marcada reduccion en la duracion de su desarrollo y un
aumento de la motilidad conforme aumenta la temperatura, lo cual concuerda con
lo reportado para larvas de crustaceos en general (Putro y Fahrian 2015). Aunque
durante los meses en que transcurre el desarrollo larvario en la naturaleza la
temperatura superficial del agua de mar del golfo Nuevo es de aproximadamente
16-18 °C (Dellatorre et al. 2014), las condiciones de los experimentos permiten

concluir que las larvas son capaces de tolerar mayores temperaturas (22 °C)
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logrando un mejor fithess respecto de su supervivencia, de la duracion de la
intermuda y de su vitalidad. Posiblemente, exista una barrera de temperatura tanto
inferior como superior a la estudiada para la cria larvaria y es por esta razén que
se eligieron valores dentro del rango en que lograron desarrollarse los embriones
bajo moderadas a buenas condiciones de sobrevida, con el objetivo de aportar a la
optimizacion del desarrollo larvario. Esta informacion es de gran utilidad para los
productores a fin de reducir la duracién del proceso de cria larvaria y los tiempos

de labor y costos de produccion asociados (Moksnes et al. 2015, Quinitio 2015).
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Capitulo 5

JUVENILES

Introduccion

La etapa juvenil de los crustaceos coincide con el periodo de mayor tasa de
crecimiento, donde los eventos de muda suceden en alta frecuencia y con una
elevada tasa de incremento en tamafo y en peso hasta llegar a la talla adulta (Du
Preez y Mclachlan. 1984). Las condiciones ambientales y la disponibilidad de
alimento son los factores externos mas importantes que influyen en la tasa de
crecimiento de los crustaceos, en especial juveniles, y modulan la frecuencia de
muda asi como también los incrementos de tamario resultantes (Anger et al. 1981,
Quinitio et al. 2001, Ruscoe et al. 2004).

Como se infiere del parrafo previo, el crecimiento es habitualmente estudiado
considerando dos componentes: 1) el intervalo entre un evento de muda y el
siguiente y 2) el incremento en talla y peso que se produce tras cada muda. Estos
dos componentes se comportan diferencialmente en respuesta a factores
intrinsecos y extrinsecos (Hartnoll 1982, Li y Hong 2007). Entre los ultimos, las
condiciones ambientales, en particular temperatura, salinidad y la disponibilidad de
alimento, son los que afectan en mayor medida al crecimiento y por lo tanto son
comunmente utilizadas como variables de regulacibn en establecimientos de
cultivo (Romano y Zeng 2006, Cunningham y Darnell 2015 y Gong et al. 2015). Tal
como fue expuesto en capitulos precedentes, la temperatura influye en la
frecuencia de muda y determina las tasas metabdlicas, asi como también regula
las secreciones hormonales (Bortolin et al. 2011). La salinidad, por otro lado,
determina las condiciones osméticas que generan respuestas fisioldgicas
favorables en términos de crecimiento de los juveniles (Jantrarotai 2002), por lo

cual constituye una variable importante de regular en la acuicultura de crustaceos
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que tienen algun tipo de tolerancia hipohalina en su habitat natural (Romano y
Zeng 2006).

Por otra parte, el conocimiento de los requerimientos nutricionales y el desarrollo
de técnicas de alimentacion son también practicas fundamentales por desarrollar
en acuicultura de crustaceos (Quinitio 2009, Josileen 2011). Los cangrejos
braquiuros pueden ser herbivoros, detritivoros o bien carnivoros, predadores de
invertebrados de movimientos lentos tales como moluscos y otros crustaceos. En
particular, se conoce que en la naturaleza, los adultos de O. trimaculatus son

carnivoros generalistas (Fenucci y Boschi 1975).

Para abastecer las necesidades alimentarias en sistemas de produccion de
crustaceos es habitual el uso de carne de pescado, bivalvos o también el uso de
alimentos peletizados, pero la eficacia de su uso es especie-especifica y por ello
debe ser puesta a prueba para cada especie (Catacutan 2002). Hasta el momento,
el desarrollo de dietas para crustaceos ha sido dirigido principalmente a cubrir las
demandas nutricionales de camarones peneidos de interés comercial tales como
Litopenaeus vannamei, Penaeus monodon, P. indicus, P. aztecus, entre otros
(Kanazawa 1985, Tacon et al. 2002) y de algunos cangrejos con un desarrollo
acuicola bien establecido, tales como Scylla serrata (Catacutan 2002, Catacutan
et al. 2003) y Portunus pelagicus (Williams 1981). En contraste, se desconocen los
requerimientos nutricionales de otras especies en cautiverio, tales como en el caso
de las pertenecientes al género Ovalipes, especificamente en sus etapas
juveniles, como asi también de las condiciones termohalinas para su cria en

cautiverio.

Partiendo del conocimiento previo del habito alimentario de O. trimaculatus en la
naturaleza, es de interés corroborar si en cautiverio la oferta de diferentes items
alimentarios en base de carne fresca de presas que se encuentran en su habitat
natural es bien recibido e incorporado, y si esto se manifiesta en un crecimiento de
los juveniles en cautiverio. Los resultados obtenidos no sdélo aportardn informacion
valiosa para este grupo taxondémico, sino que permitira formular dietas que

favorezcan el crecimiento con respecto a sus pares salvajes (Baron, datos no
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publicados) y disminuyan el canibalismo y la mortalidad por déficit nutricional

(Mortensen y Damsgard 1995).

Otro aspecto a considerar en la cria de crustaceos a escala de prueba o escala
piloto es el control de las condiciones ambientales, donde las variables fisicas y
biol6gicas tales como temperatura, salinidad, calidad del agua y disponibilidad de
alimento son factibles de manipular. En grandes sistemas de cultivo, estas
variables son mas dificiles de controlar y comienzan a aparecer nuevas variables a
considerar tales como el canibalismo, muy comudn en cultivos masivos de
decapodos (Borisov et al. 2007, Long et al. 2012). Esto constituye un problema
serio a la hora de producir grandes cantidades de juveniles en cautiverio o incluso
para su mantenimiento a largo plazo y posterior comercializacion. Aunque muchas
especies pueden soportar amplios rangos termohalinos, criarlos en la combinacién
Optima de temperatura y salinidad acelera el crecimiento y aumenta la
supervivencia (Waddy et al. 1995; Jantrarotai et al. 2002; Romano y Zeng 2006;
Shock et al. 2009). Por lo tanto, encontrar esta combinacidn es un requisito para el

desarrollo de su acuicultura (Baylon 2010; Quinitio 2009; Quinitio y Estepa 2011).

Tomando en cuenta los conceptos detallados en parrafos previos, el objetivo
general de este capitulo es encontrar la combinacion de temperatura y salinidad
Optimas para la cria de juveniles de O. trimaculatus y poner a prueba diferentes

tipos de alimento evaluando sus efectos sobre la supervivencia y el crecimiento.
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Objetivos especificos

Determinar experimentalmente los efectos combinados de las condiciones
de salinidad y temperatura sobre el crecimiento y la supervivencia de

estadios tempranos (C5, C6 y C7) de juveniles de Ovalipes trimaculatus.

Evaluar el efecto de diferentes dietas sobre el crecimiento y la
supervivencia de estadios tempranos (C5, C6 y C7) de juveniles de

Ovalipes trimaculatus.

Hipotesis generales de trabajo

El crecimiento durante las etapas larvaria y juvenil se incrementa en
condiciones de salinidad levemente inferiores a la salinidad tipica del agua
de mar (33,7 %o).

El mayor crecimiento y la menor duracion de estadios juveniles se logra
mediante la oferta de una dieta compuesta de diversos origenes de carne

fresca animal.
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Materiales y Métodos

Un total de 144 juveniles de O. trimaculatus en un rango de 22 y 33 mm de ancho
de caparazon (AC, definido como la distancia entre las dos espinas laterales
principales, Figura 2.5) y 3,76-6,71 g de peso humedo fueron recolectados
manualmente mediante buceo autbnomo en fondos del golfo Nuevo durante los
meses invernales de junio-julio. Los tamarfos de juveniles recogidos coinciden con
los de los estadios C5 y C6 en el andlisis de distribucion de frecuencias de tamafio
(Baron, resultados no publicados). Los especimenes fueron transportados al
Acuario Experimental del CCT CONICET-CENPAT y aclimatados durante dos dias
en tanques de plastico conteniendo 40 L con agua de mar filtrada (malla de poro
1um) a 13 (x0,1) °C, 34 (x1) %o salinidad, fotoperiodo 14 : 10 h (luz : oscuridad) y
aireacion continua, emulando las condiciones ambientales prevalentes en el sitio

de captura.

Después de la aclimatacion, los juveniles fueron medidos (AC inicial) con un
calibre digital de 0,01 mm de precisiéon y pesados en humedo (Peso inicial) con
una balanza analitica de 0.0001 g de precision, e individualizados al azar en
acuarios de plastico. Los mismos contienen 4 L de agua de mar con una capa de 5
cm de sedimento arenoso en el fondo, aireacion continua y sujetos a la misma
condicion de fotoperiodo utilizada para la aclimatacion. Una vez comenzados los
experimentos, se tomaron registros diarios de la condicién de los ejemplares, se
alimentaron ad libitum durante 3 horas con una cantidad de alimento superior al
20% de su peso corporal y posteriormente se procedio a la limpieza y recambio
del 50% del agua en todos los recipientes de cultivo. Los registros diarios tomados
a lo largo de los experimentos incluyeron la mortalidad, fecha de muda y dos dias

después de cada evento de muda, el AC (AC final) y el peso (Peso final).
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El crecimiento se calculé como:

_ (tallag;,q — talla,

zuicz’n!)

IT.
' talla,

inirinl

{(Pesofinai—Pes0inicial)
IP;=—

Pesoinicial

donde IT, y IP; corresponden a “Incremento en talla” e “Incremento en peso”

respectivamente. La letra i corresponde a cada intervalo de muda “i”.

El crecimiento también fue determinado en funcion del tiempo (en dias)
mediante el indice: Tasa de crecimiento especifico (TCE), tanto en términos de
talla (TCEt) como en peso (TCE p):

—InT o P,

— [ERT o Pf - z?zicz’ﬁ!) * 100

inal

TCE

donde “InT o P” corresponden al logaritmo natural de la talla o peso,

respectivamente.

En relacion con los registros de eventos de muda, se asigné a cada
individuo un nimero de éxito de muda (E) que varia desde 0 (es decir, sin eventos
de muda) a 3 (es decir, 3 mudas sucesivas). También se midio el intervalo D para
todos los eventos de muda "i* (Di, en dias) correspondiente al tiempo de
intermuda. La supervivencia (S) fue estimada para cada cangrejo como la cantidad
en dias que permanecio vivo, respecto de la cantidad total de dias que duré el

experimento
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Dias de vida de cada cangrejo

§$=100x —
Dias totales del experimento

La biomasa relativa (BR) fue registrada como la variacion total relativa de cada
tratamiento expresada como la cantidad en gramos de peso total relativa
considerando las ganancias en peso y las pérdidas debido a mortalidad, calculada

como.

i BI}
Bo

» 100,

donde Bo es la biomasa inicial del lote de cangrejos de cada tratamiento al
comienzo del experimento y Bi es la biomasa del lote de cangrejos de cada

tratamiento a lo largo del experimento.

Ademas, dado que el hepatopancreas es el 6rgano principal que interviene en la
digestion y tiene un papel importante como reservorio de macronutrientes en
crustaceos, se calculé un indice hepatosomatico (HS) al finalizar el experimento

como medidor del estado del animal bajo los efectos de los experimentos como:

hepatopancreas
H5=P patop

p total

donde p es el peso seco y total representa la suma de los pesos del
hepatopancreas y del resto del cuerpo del cangrejo de acuerdo a lo propuesto por
Chu (1999). Para ello, tanto el hepatopancreas como el resto del cuerpo del
cangrejo se secaron por separado en un horno a 60 °C hasta obtener un peso
constante (a partir de las 48 h). Dado que los ejemplares utilizados fueron
juveniles, en los que las génadas aun no estan desarrolladas, el aporte en peso de
ovarios o de testiculos con respecto al hepatopancreas fue insignificante. Es por

esto que se incluyo en el peso seco del resto del cuerpo de cada cangrejo.
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La duracion total de los experimentos fue fijada en funcidon de la disponibilidad de

espacio para el cultivo en el acuario experimental del CCT CENPAT-CONICET.

Disefio experimental:

Experimento I: Diferentes dietas

A fin de evaluar el efecto de cuatro dietas sobre el crecimiento y el tiempo de
supervivencia de los cangrejos se diseiid un experimento que asigndé nueve
individuos para cada tratamiento dietario (n = 9 réplicas) en forma aleatoria. Los
animales fueron mantenidos en recipientes individualizados bajo condiciones
ambientales controladas a 13 (+0,1) °C, 33 (x1) %o de salinidad y régimen de
fotoperiodo de 12 : 12 h luz : oscuridad. La duracion del experimento fue de 48

dias.

Los cuatro tratamientos experimentales incluyeron alimentacién: 1) sélo a base de
carne de pescado Merluccius hubbsi (P) (Figura 5.1A), 2) sélo a base de carne de
mejillén Mytilus edulis desvalvado (M) (Figura 5.1B), 3) peletizada balanceada
BottomFish® (B) (Figura 5.1C) y 4) variada (Mix) (Figura 5.1D). El Mix fue definido
como la oferta de las diferentes carnes (P y M) en iguales proporciones que los
demas tratamientos, pero de forma intercalada (un tipo por vez). Todos los
cangrejos se alimentaron ad libitum (superior al 20% del peso corporal) durante 3
horas seis veces por semana. Posteriormente, se eliminaron los excesos de

alimentos y heces y se renové la mitad del agua.

La composicion proteica y lipidica de las diferentes dietas se detalla en la Tabla
5.1.

El alimento balanceado contiene componentes que generan que el pellet
descienda al fondo del acuario, formulado para especies de fondo, tales como los

juveniles de O. trimaculatus.
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Tabla 5.1. Composicién porcentual de proteinas y lipidos de las carnes frescas de
Merluza (Merluccius hubbsi), Mejillon (Mytilus edulis) y de pellets de BottomFish.

Composicién proximal en

peso seco

Tratamientos dietarios Proteina (%) Lipidos (%)
Dieta P (Merluccius hubbsi)! 14 4,9
Dieta M (Mytilus edulis)? 44,5 9,39
Dieta B (pellets BottomFish®) 36 3,5

Referencia: 1 MCndez y Gonzllez 1996, ? Colombo et al. 2016

Experimento Il: Condiciones ambientales

Con el proposito de hallar la combinacion termohalina que optimice el desarrollo
de los juveniles de O. trimaculatus, 12 individuos fueron asignados aleatoriamente
(n = 12 réplicas) a cada tratamiento aplicado en los experimentos. Los cangrejos
se alimentaron ad libitum (superior al 20% del peso corporal) durante 3 horas seis
veces por semana, con alimentacion variada (Mix: definido previamente).
Posteriormente, se eliminaron los excesos de alimentos y heces y se renovo la

mitad del agua.

Acondicionamiento ambiental: Los efectos combinados de la temperatura y la
salinidad sobre el crecimiento, la supervivencia y la condicion fisiol6gica (medido
con los indices de crecimiento) de los cangrejos se ensayaron con una matriz
factorial 3 x 3 (Tabla 5.2). Se seleccionaron condiciones experimentales de
temperatura de 13, 16 y 19 °C (x0,1) sobre la base de registros de campo en
diferentes épocas del afio. Aunque la salinidad del agua de mar de 33,7 %o es
estable en la regién (Rivas y Ripa 1989), se probaron otras dos condiciones de
salinidad levemente menor (30 y 27 %o = 0,5) con el objetivo de evaluar si tienen
un efecto en el crecimiento y la muda. La temperatura se control6 mediante un

sistema automatico que consisti6 en calentadores eléctricos independientes
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montados dentro de tanques de 40 L de capacidad, en los cuales se dispusieron a
modo de bafio Maria 6 contenedores de 4 L con los cangrejos individualizados. La
salinidad se registré usando un refractometro de mano y se realizaron diluciones
de agua dulce previamente declorada. El fotoperiodo fue de 12 : 12 h luz :

oscuridad.

En todos los casos los experimentos comenzaron después del periodo de
aclimatacién, con una regulacién gradual de la salinidad y temperatura a partir de
las condiciones de control (temperatura de 13 °C y salinidad de 33 %.) hasta
alcanzar las establecidas para cada tratamiento. La salinidad se redujo a una tasa
de 1 %o por dia, mientras que la temperatura se modifico 1°C por dia. La salinidad
se verificé cada mafiana y se ajusté cuando fue necesario. El experimento duré 78

dias.
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C D

Figura 5.1. Experimento dietario para juveniles de Ovalipes trimaculatus.

Referencia: A) carne de pescado (P); B) alimentacién: carne de mejillon desvalvado (M);
C) alimentacion peletizada balanceada (B); D) Alimentacion variada (Mix). Para cada
tratamiento se asignaron 9 individuos.
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Tabla 5.1. Disefio matricial de combinaciones termo halinas para el cultivo de juveniles de
O. trimaculatus.

Matriz termo-halina de cultivo de juveniles de O. trimaculatus
Temperatura (°C) Salinidad (%o)

27
13 30
33
27
16 30
33
27
19 30

33

Referencia: Para cada uno de los 9 tratamientos se adignaron 12 individuos

aleatoriamente.

Los datos obtenidos fueron comparados estadisticamente mediante analisis de la
varianza (ANOVA). Se excluyeron los datos extremos (>1.5 del rango de la
distribucion normal). La normalidad y la homocedacia fueron comprobadas
mediante pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Fisher, respectivamente. Cuando la
homocedacia no se cumplié, se usaron las transformaciones logio (i.e., en los
casos de IP;, D;, y IT) y In (i.e.,, en los casos de Tl, y IP;). Respecto al
experimento dietario se realiz6 un ANOVA de una via con el factor “Tipo de dieta”
como categorica, donde se evaluaron las diferencias entre las medias segun la
alimentacion. Respecto el experimento de condiciones ambientales se realizé un
ANOVA de dos vias con los factores “Temperatura” y “Salinidad” y la interaccion
entre ambas. En todos los casos, las diferencias encontradas fueron analizadas
mediante la prueba de comparacion de a pares a posteriori de Duncan con un

nivel de significancia del p < 0.05 (Zar 1984).
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Resultados

Los juveniles de O. trimaculatus midieron en promedio 28,81 + 3.79 mm (media *
SD) de AC y pesaron en promedio 5,95 £+ 2.02 gramos (media = SD),
correspondiendo a los de los estadios C5 y C6 de tallas juveniles de la poblacién.
Los crecimientos obtenidos tanto en talla como en peso para los dos experimentos

estudiados son expuestos en la Tabla 5.3y 5.5.

Experimento I: Diferentes dietas

En los experimentos de dieta, la superviviencia (S) y la duracion de la intermuda
(D) mostraron diferencias significativas entre tratamientos, siendo el tratamiento de
suministro de alimentacion variada de carnes (Mix) el que mostré6 mejores
resultados en términos de supervivencia S e indices de crecimiento. Por el
contrario, los cangrejos alimentados a base de alimento peletizado obtuvieron
menor S (%) (ANOVA, p < 0,05, Tabla 5.4, Figura 5.2). Respecto del tratamiento
de oferta de alimento a base de mejillon, si bien se puede observar una tendencia
de menor S, la comparaciébn de a pares a posteriori (Duncan) no mostrd
diferencias entre los demas tratamientos. En el tratamiento de oferta de carne de
pescado, los juveniles mostraron indices de crecimiento y S altos, semejantes al
tratamiento Mix (suministro de variedad de carnes), pero con un éxito de muda E
significativamente menor (ANOVA, F = 10,9, p < 0,0001) (Tabla 5.4, Figura 5.2).

154




Tabla 5.3. Crecimientos promedio (IP; y IT;) obtenidos en los diferentes tratamientos de
dietas alternativas a los juveniles de Ovalipes trimaculatus.

Variables Experimento |
P M B Mix
1Ty 20,80+4,8 20,50+5,76 12,65+5,87 20,96 + 3,71
IT, 13,77+1,29 1258+0,5 14,56 + 1,77
1Py 31,38+9,06 28,31+7,14 14,59+4,91 33,40+ 12,48
P2 41,41 +£12,21 30,59+1,75 41,49 + 10,86

Referencias: IP;; Incremento en peso; ITi: Incremento en talla; i: niumero de mudas; P:
pescado; M: mejillén; B: balanceado y Mix: alimentacion variada.
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Tabla 5.4. Resultados de los ANOVA para las variables respuesta: IP;: Incremento en
peso; ITi: Incremento en talla; Duracion de intermuda (D), Supervivencia (S) y Exitos de
muda (E) en el experimento de suministro de dietas alternativas a los juveniles de
Ovalipes trimaculatus. i: nimero de mudas.

Variables SC GL CM F P

ITs 1749 3 58,3 2,5 10,0839
Py 944,42 3 31481 2,31 0,102

D 644,08 3 214,69 6,74 0,0019
IT> 3,73 2 1,86 0,85 0,4517
IT, 167,97 2 8398 0,66 0,5363
D> 30,63 2 1531 0,86 0,4479
S 695,77 3 231,92 4,07 0,0145
E 11,11 3 3,7 10,9 <0,0001

Referencias: Las letras en negrita indican diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 5.2. Gréficos de caja del Incremento en peso (IP), incremento en talla (IT), duracién
de intermuda (D), supervivencia (S) y éxitos de muda al siguiente estadio (E) en juveniles
de Ovalipes trimaculatus alimentados bajo diferentes dietas. Las letras diferentes denotan
diferencias significativas entre tratamientos y las siglas n. s. representan “no significativo”
segun contrastes a posteriori empleando la prueba de Duncan.
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Experimento Il: Condiciones ambientales

En los experimentos de acondicionamiento ambiental, el crecimiento medido en
funcion del incremento en talla (IT1) a salinidad 30 %o fue significativamente mayor
que a 27 y 33 %0 (ANOVA de dos vias, F = 4,22, p = 0,01, Tabla 5.6). Del mismo
modo, la tasa de crecimiento especifico en funciobn de la talla (TCEt) fue
significativamente mayor a 30 %. que a salinidades de 27 y 33 %.. La
supervivencia (S) mostré diferencias significativas respecto de la salinidad, donde
los juveniles bajo la salinidad 30 %o obtuvieron valores significativamente mayores
que a los 27 y 33 %o (Figura 5.3, Tabla 5.6).

Respecto de la temperatura, los indices IT:1 y IT2 fueron significativamente
mayores a 16°C y 19°C que en el control de 13°C (Figura 5.4, Tabla 5.6). Las TCE
a 16°C y 19°C fueron significativamente mayores que las obtenidas a 13°C (Figura
5.4). Para el IP, las diferencias estadisticas entre tratamientos solo se observaron

en la primera muda (IPy1).

Todas las combinaciones de temperatura y salinidad 30 %. muestran valores
medios mas altos en términos de crecimiento (Figuras 5.3, 5.4). La duracién de
intermuda (D) mostré interaccion entre la temperatura y salinidad, con lo cual su
interpretacion debe ser analizada en conjunto. La combinacién de 19 °C (mayor
temperatura) con las salinidades mas bajas (27 y 30 %o) redujeron
significativamente D1 en comparacion con las combinaciones de salinidad vy
temperatura 13 °C-27 %o, 16 °C-33 y 19 °C-33 %.. De forma similar, las
temperaturas mas altas (19° y 16°C) y las salinidades mas bajas (27 y 30 %o)
redujeron significativamente el periodo de intermuda D2 en comparacion con la

combinacion de 13 °C-33 %o, respectivamente (Figura 5.5).

La biomasa relativa (BR) de los juveniles bajo diferentes tratamientos de
acondicionamiento ambiental reflej6 ganancias y pérdidas combinadas a través del
tiempo (Figura 5.6). Se consideré en esta trayectoria, la supervivencia de los

individuos, restando su peso en la biomasa acumulada cuando murieron. Las
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condiciones ambientales mas productivas para O. trimaculatus son
proporcionadas por combinaciones 30 y 27 %o de salinidad con temperaturas altas
(19°C) y bajas (13°C) (Figura 5.6). Por el contrario, la condicién de mayor salinidad
(i.e., 33 %0) dio como resultado un reducido aumento de biomasa inicial para la

temperatura mas elevada (19°C).

Tabla 5.5. Crecimientos promedio (IP; y IT;) obtenidos en los diferentes tratamientos de
condiciones ambientales T-S a los juveniles de Ovalipes trimaculatus.

Variables Experimento Il
13°C 16 °C 19°C
27 %0 30%0 33% 27 % 30% 33% 27 % 30 %0 33 %o

IT: 1854 23,27 20,06 27,19 32,06 31,69 22,10 31,41 23,64
IT> 12,01 12,70 10,44 17,07 70,13 23,11 53,56 25,76 16,48
IT3 12,66 11,08 7,45 13,21 9,25 5,30
IP. 42,98 70,00 45,55 70,85 70,13 92,81 26,89 75,59 52091
IP, 45,52 18,86 39,98 38,19 43,85 35,52 33,82 35,29
IP3 78,30 51,40 60,92 67,75 59,53

Referencia: ITi: incremento en talla; IPi: incremento en peso; i. nUmero de mudas,
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Tabla 5.5. Resultados de ANOVA de dos vias para las variables: incremento en talla (IT) y
en peso (IP), duracion de intermuda (D), supervivencia (S), éxito de muda (E), indice
hepatosomatico (HS) y tasa de crecimiento especifico (TCE) del experimento de
condiciones ambientales en juveniles de Ovalipes trimaculatus.

Variables SC GL CM F P
log10 IT,

Temperatura 0,19 2 01 6,92 0,01
Salinidad 0,12 2 0,06 4,22 0,02
Temperatura*Salinidad 0,01 4 0,002 0,19 0,94
In IP,

Temperatura 0,97 2 0,49 10,11 0,01
Salinidad 0,64 2 0,32 6,63 0,01
Temperatura*Salinidad 0,51 4 0,13 2,66 0,04
logl0 D,

Temperatura 0,44 2 0,22 7,40 0,01
Salinidad 0,06 2 0,03 0,96 0,39
Temperatura*Salinidad 0,39 4 01 3,29 0,02
InIT,

Temperatura 0,39 2 0,19 418 0,02
Salinidad 0,01 2 0,003 0,08 0,92
Temperatura*Salinidad 0,19 4 0,05 1,01 0,41
logl0 IP,

Temperatura 0,36 2 0,18 2,67 0,08
Salinidad 0,28 2 0,14 2,10 0,13
Temperatura*Salinidad 0,59 4 0,15 2,17 0,09
D,

Temperatura 0,25 2 0,13 6,72 0,01
Salinidad 0,003 2 0,002 0,08 0,03
Temperatura*Salinidad 0,09 4 0,02 0,81 0,52
logl0 IT;

Temperatura 0,09 2 0,03 3,74 0,09
Salinidad 0,15 2 0,02 259 0,31
Temperatura*Salinidad 0,08 4 0,03 4,27 0,11
In IP;

Temperatura 0,04 2 0,02 8,16 0,02
Salinidad 0,004 2 0,002 091 045
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Temperatura*Salinidad 0,004 4 0,004 203 0,21

Continuacion Tabla 5.6

l0g10 D;

Temperatura 0,02 2 0,01 9,41 0,03
Salinidad 0,01 2 0,004 4,12 0,11
Temperatura*Salinidad 0,03 4 0,03 28,64 0,005
HS

Temperatura 0,004 2 0,002 450 0,59
Salinidad 0,01 2 0,01 6,98 0,66
Temperatura*Salinidad 0,04 4 0,01 580 0,25
E

Temperatura 2,32 2 1,16 1,50 0,23
Salinidad 3,24 2 1,62 2,09 0,01
Temperatura*Salinidad 3,65 4 0,91 1,18 0,02
TCE+

Temperatura 0,19 2 0,09 9,88 0,01
Salinidad 0,12 2 0,06 6,31 0,01
Temperatura*Salinidad 0,02 4 0,01 0,65 0,63
TCEp

Temperatura 1,13 2 6,87 6,87 0,01
Salinidad 0,34 2 2,05 205 0,14
Temperatura*Salinidad 0,32 4 0,98 0,98 0,43
S

Temperatura 1615,12 2 807,56 1,17 0,31
Salinidad 3564,47 2 1782,23 2,60 0,01

Temperatura*Salinidad 8,94,34 4 223,59 0,32 0,86

Referencia: Las letras en negrita indican diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 5.3. Gréaficos de caja del Incremento en talla (IT), duracién de intermuda (D), tasa
de crecimiento especifico en funcién de la talla (TCEt) y supervivencia (S) en juveniles de
Ovalipes trimaculatus bajo diferentes condiciones de salinidad. Las letras diferentes
denotan diferencias significativas entre tratamientos segun contrastes a posteriori
empleando la prueba de Duncan. El color gris indica el tratamiento control.
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Figura 5.4. Gréficos de caja del incremento en talla (IT) para la primer y segunda muda,

tasa de crecimiento especifico en funcién de la talla (TCEt) y peso (TCEp) y duracion de

intermuda (D) en juveniles de Ovalipes trimaculatus bajo diferentes condiciones de
temperatura. Las letras diferentes denotan diferencias significativas entre tratamientos
segun contrastes a posteriori empleando la prueba de Duncan. El color gris indica el

tratamiento control.
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Figura 5.5. Gréficos de caja del incremento en peso (IP) y duracién de intermuda (D) para
la primer muda en juveniles de Ovalipes trimaculatus bajo el efecto combinado de
diferentes condiciones de temperatura y salinidad. Las letras diferentes denotan
diferencias significativas entre tratamientos segun contrastes a posteriori empleando la
prueba de Duncan. El color gris indica el tratamiento control.

La biomasa relativa (BR) mostré fluctuaciones a lo largo del tiempo debido a los
incremendos ocasionados por las mudas de los individuos y descensos debido a
la mortalidad. Los tratamientos termohalinos 13 °C- 30 %o y 19 °C- 30 %o fueron los
que mayor crecimiento relativo obtuvieron en términos de biomasa producida
(Figura 5.6). Contrariamente, la salinidad 33 %0 con las temperaturas 16 y 19 °C

resultaron en bajos incrementos de biomasa.
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Figura 5.6. Biomasa relativa (%) acumulada a lo largo del tiempo para los juveniles de
Ovalipes trimaculatus cultivados bajo diferentes condiciones de temperatura y salinidad.
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Discusion

En los establecimientos de acuicultura es fundamental el conocimiento y desarrollo
de técnicas y programas de alimentacion que cumplan con los requerimientos
nutricionales de los cangrejos a cultivar. Reconociendo esta necesidad, se ha
llevado a cabo un esfuerzo concentrado sobre el desarrollo y utilizacion de
alimentos para la acuicultura de juveniles y adultos de cangrejo, que abarcan
desde el uso de items alimentarios vivos, restos de carne fresca de especies
presa dentro de trama trofica, tanto como la fabricacion de alimentos con valor
agregado y/o alimentos balanceados industrializados, tanto en el &mbito cientifico
como en la industria (Quinitio et al. 2001, Zmora et al. 2005, Catacutan et al. 2015,
Alava et al. 2017).

Con el objetivo de generar los primeros pasos de conocimiento acerca de los
requerimientos en la alimentacion de juveniles de O. trimaculatus, los resultados
del experimento | concluyeron que el tipo de dieta influye en el crecimiento y
supervivencia, aportando informacion relevante para el fomento de su cria en
cautiverio. La alimentacion a base de varios tipos de carne fresca de origen
animal, ofertadas de manera intercalada (un tipo por vez), revelaron la mejor
“receta” dentro de las probadas. Estos resultados indicarian que los juveniles de
O. trimaculatus presentan un habito alimentario carnivoro generalista a base de
presas comunes en su habitat, tal como ocurre con sus pares adultos en el
ambiente natural (Fenucci y Boschi 1975). Por otra parte, respaldan la generalidad
que se observa en acuicultura de cangrejos donde la diversidad en alimentos
ofertados proporciona una mayor probabilidad de suplir los requerimientos
nutricionales para el normal crecimiento y desarrollo (Williams 1981, Catacutan
2002, Alava et al. 2017).

Respecto de la alimentacion a base de mejillon, los resultados obtenidos podrian
estar aparejados al deterioro de la calidad del agua de cultivo asociado con el

suministro de este tipo de alimento. En este sentido, durante los experimentos se
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observd que la carne de estos bivalvos sufre una rapida descomposicion,
liberando componentes al agua, posiblemente de origen lipidico, con un
incremento en la turbidez observable a simple vista. Por lo tanto, si bien el
crecimiento de los juveniles bajo este tratamiento fue semejante al de los
ejemplares alimentados con variedad de carnes suministrada en forma
intercalada, se recomienda no utilizar este tipo de alimento o bien utilizarlo con

una frecuencia mayor a la propuesta de recambio de agua.

La dieta a base de alimento peletizado utilizada en el presente estudio posibilité el
mantenimiento de los cangrejos, pero sélo en un corto plazo. Los cangrejos con
esta dieta sobrevivieron poco y no se obtuvieron mudas. Esto indica que el uso de
alimentos balanceados con la formualcion utilizada (BottomFish®) no es
recomendable para el cultivo de juveniles de O. trimaculatus. A pesar de los
recaudos tomados al ofrecer los granulos de pellet para que éstos se hidraten lo
suficiente, se hundan y queden accesibles para ser consumidos por los cangrejos
en el fondo del recipiente, la carencia de estimulo para captar el alimento
peletizado, sumado a la muerte de todos los juveniles, indicaria que la dieta
peletizada no cumple con las demandas nutricionales basicas para esta especie.
Sin embargo, los alimentos peletizados comerciales fueron probados con éxito en
otros crustaceos tales como la langosta Cherax quadricarinatus (Tropea et al.
2010, Calvo et al. 2011), la langostilla Munida gregaria (Romero 2003) y juveniles
de centolla Lithodes santolla (Sotelano 2012). Posiblemente, las causas del
escaso crecimiento en los ejemplares sumado con una baja supervivencia a largo
plazo (48 dias) podria deberse a que los pellets pierden sus componentes
nutritivos en el agua de cultivo, no siendo incorporados mediante la ingesta, como
se ha visto previamente en otros cangrejos tales como la centolla (Loyola Rihbein
2009). Una futura evaluacion, que deberia identificar la composicion proximal de
las carnes frescas utilizadas (dieta que otorgd mejor supervivencia y crecimiento) y
requerimientos nutricionales especificos de los juveniles para formular pellets
apropopiados para la alimentacion de la especie, utilizando algun tipo de
atractante (Kamio y Derby 2017) podrian ser los lineamientos a seguir para el

desarrollo de esta linea de investigacion
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Los resultados obtenidos en el Experimento Il sugieren que la supervivencia y tasa
de crecimiento en juveniles de O. trimaculatus esta estrechamente relacionada
con las condiciones ambientales de temperatura y salinidad. En crustaceos, las
condiciones ambientales y alimentacion Optima para la supervivencia, el
desarrollo, el crecimiento y la tolerancia al estrés son especie-especificas y
difieren entre las etapas del ciclo vida, entre las poblaciones y entre las estaciones
(Kinne 1971, Quinitio y Estepa 2001). Por el contrario a lo esperado, en base a la
amplia variacion estacional de la temperatura del agua de mar a la que la especie
se adapta en el area de estudio (Rivas y Ripa 1989) y a lo largo de la amplia
distribucion latitudinal de los adultos (Fenucci y Boschi 1975) que involucra una
gran diversidad de condiciones termohalinas en el habitat natural, los juveniles de
O. trimaculatus mostraron diferencias significativas en la supervivencia entre los
tratamientos de salinidad. En cuanto al crecimiento, la mayoria de las variables
probadas (IT, TCE) revelaron condiciones optimizadas a 30 %0 de salinidad y los
tratamientos de temperatura mas alta (16 y 19 °C), excepto para IP1 que
mostraron valores significativamente mayores a la combinaciéon 16 °C-33 %eo.
Ademas, la duracion del periodo de intermuda (D) se redujo en estas condiciones
ambientales (30 %o -16 y 19 °C) (Figuras 5.3 y 5.4). Todos estos efectos pueden
deberse a causas diferentes. Por un lado, la alteracion de la salinidad aumenta la
demanda fisioldgica en muchos organismos marinos debido a que se incrementa
la actividad de osmorregulacién (Lignot et al. 2000). Aun sin producir efectos
letales, condiciones de salinidad subdptimas pueden producir una reduccion en la
eficiencia energética, el consumo de alimentos y el crecimiento. Basandose en
trabajos previos sobre la naturaleza estenoalina de O. trimaculatus (Du Preez y
Mclachlan 1984, Schoemann y Cockcroft 1996), se espera un mayor gasto de
reservas de energia para juveniles cultivados con el tratamiento de salinidad mas
bajo (es decir, 27 %0). Sin embargo, esta condicidon hipohalina respecto a la
salinidad tipica del agua de mar (33,5 %o0) no di6 lugar a efectos significativos ni en
el indice hepatosomatico (HS) ni en la mayoria de las variables fisiologicas

medidas, excepto para Incremento en talla para la primer muda (IT1) y la Tasa de
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crecimiento especifico (TCEt) (Tabla 5.6). Por ultimo, la reduccion de la duraciéon
de intermuda (D) a temperaturas elevadas (es decir, 16° y 19°C) es un fenémeno
normal en crustaceos (Hartnoll 2001) que puede relacionarse con el aumento de la
expresion del receptor de ecdysona (EcR) (Shen et al. 2013, Gong et al. 2015),

como se observa en otros cangrejos portanidos (Hartnoll 2001).

Tomando todos los resultados en conjunto, (Figuras 5.3, 5.4, 55 y 5.6), la
combinacion de salinidad 30 %o, y temperatura de 19 °C, conjuntamente con la
alimentacion a base de suministro de carnes de una variedad de organismos
marinos, representa la condicion mas adecuada para el cultivo de juveniles O.
trimaculatus al menos en los estadios C5, C6, C7 debido a que proporciona el
mayor tiempo de supervivencia en dias, mayor cantidad de mudas (E) y mayor
crecimiento medido en términos de la tasa de crecimiento especifico (TCE) en
comparaciéon con otras condiciones termohalinas. Aunque es necesario continuar
con las técnicas que optimicen el cultivo de O. trimaculatus, este estudio
proporciona los primeros pasos en el conocimiento de las condiciones necesarias

para un crecimiento juvenil junto con una supervivencia favorable.
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Capitulo 6

CONCLUSIONES y
CONSIDERACIONES FINALES

A modo de conclusion general, en esta seccion final se integran los conocimientos
generados en esta tesis sobre las condiciones ambientales para el crecimiento y
desarrollo de embriones, Zoea | y primeros estadios de juveniles, tanto como las
condiciones alimentarias necesarias para el desarrollo y crecimiento Zoea | y
primeros estadios de juveniles de Ovalipes trimaculatus a fin de optimizar su
condicion fisioldgica en cautiverio. En este sentido, se compara la situacion previa
al desarrollo de esta tesis y la actual, y se plantean proyecciones de la linea de

investigacion iniciada.

Situacion inicial

Previo al inicio de este trabajo, el conocimiento sobre la etapa de desarrollo
embrionario de Ovalipes trimaculatus se limitaba a evaluar el consumo y
disponibilidad de oxigeno en diferentes posiciones en la masa ovigera (Fernandez
y Brante 2003) y sus efectos en la pérdida de embriones (Brante et al. 2004). Sin
embargo, se desconocia la caracterizacion detallada de los diferentes estadios
embrionarios y el efecto de otras variables ambientales clave, tales como la
temperatura y la salinidad en su supervivencia y duracion. En cuanto a la etapa de
vida larvaria, el conocimiento se limitaba a la descripcion fraccionada de los
estadios larvales en diferentes lugares de la distribucion geogréfica de O.
trimaculatus. Asi, existe una descripcion de los estadios de las Zoea de las
poblaciones de Chile (Guaita 1960) y Sudafrica (Schoeman y Cockcroft 1996). En
cuanto a la etapa juvenil (i.e., previa a la madurez sexual) no se contaba con datos
publicados para ninguna de las poblaciones. Tampoco existia informacién

experimental sobre el efecto de variables ambientales y de la dieta de estos
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estadios del ciclo de vida que permitiera establecer técnicas para su cultivo y
manejo. No obstante, al momento de inicio de esta tesis abundaban las
publicaciones de estudios experimentales sobre el cultivo de etapas tempranas del
ciclo de vida de otros portunidos comerciales tales como Scylla serrata (Quini

tio et al. 2001, Quinintio 2009), especies del género Portunus sp (Talpur et al.
2013, Samuel y Soundarapandian 2010) y Callinectes sapidus (Sandoz y Roger
1944, Zmora et al. 2005), entre otros. Asimismo, se contaba con antecedentes
concretos sobre la viabilidad del repoblamiento de esta Ultima especie de
portunido a partir de la produccion de juveniles en criadero y su posterior

dispersién en terreno (Davis et al. 2005, Johnson et al. 2011).

Situacion actual

A partir de la informacion brindada en los capitulos, la presente tesis genera
avances en el conocimiento integral sobre la biologia de O. trimaculatus
necesarios para explorar el desarrollo de técnicas de cultivo. En primer lugar, se
caracterizaron las etapas del desarrollo embrionario, se determind su duracion y
se evaluo el efecto de la posicion de los embriones dentro de la masa ovigera en

su desarrollo (Martelli et al. 2016).

Respecto a las condiciones ambientales que optimizan el cultivo, se establecieron
los valores de temperatura que aceleran el desarrollo embrionario, el primer
estadio de Zoea y los primeros estadios de juvenil, y que ademas redundan en
una mayor supervivencia, tasa de crecimiento y condicion fisiologica de las larvas.
Asimismo, se determin6 que en todas las etapas estudiadas, una salinidad de 30
% fue la que brindé mejores respuestas en términos de supervivencia y
crecimiento de embriones, larvas Zoea | y juveniles C5, C6 y C7 en comparacion
con otro conjunto de condiciones de salinidad. Respecto de la temperatura,
conforme aumenta proporciona reduccion en los tiempos de crecimiento, dentro

del rango de temperaturas probadas.
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En cuanto a la puesta a punto de una dieta adecuada para el primer estadio de
crecimiento larvario (i.e., Zoea |) para la especie, se prob6 que la oferta diaria de
alimento multi-especifico (MIX microalgal) encapsulado en nauplius de Artemia de
24 h de vida cubre los requisitos nutricionales y representa la dieta 6ptima dentro
de un conjunto de dietas contrastadas. Mas aun, el estudio permiti6 comprobar
que introducir indculos probidticos del género Basillus sp, en el agua de cultivo
contribuye favorablemente al desarrollo larvario, al menos en la etapa de Zoea |,
en términos de duracion de su intermuda, supervivencia y motilidad, variables que
sirven como indicadores de la condicion fisiologica. Asimismo, se observo que la
provision diaria de alimento durante los primeros 6 dias de vida de la Zoea |
suplen los requerimientos nutricionales necesarios para lograr la muda al siguiente
estadio de crecimiento (i.e., Zoea Il). En relacién con la determinacién de una dieta
adecuada para los estadios juveniles C5, C6 y C7, se establecié que el suministro
de una mezcla de alimentos basados en carne de mejillon, pescado y langostino
resulté en mejores valores de crecimiento y desarrollo en comparacion con dietas

puras y/o peletizadas.

Respecto del acondicionamiento para el cultivo, ensayos piloto previos a los
experimentos de la tesis han permitido sacar conclusiones, dentro de las opciones
de recipientes probados, los cuales han demostrado que la capacidad de carga
recomendable en los acuarios para el cultivo de las hembras ovigeras de O.
trimaculatus es de 20 L por individuo, con un recambio diario del 30-50%. Las
hembras pueden ser agrupadas en hasta 5 individuos por recipiente con una

buena supervivencia, siempre y cuando éste supere los 70 L de capacidad.

Respecto de los juveniles, los ensayos piloto con los individuos agrupados los
acuarios mostraron una alta mortalidad, por lo que se trabajé con los juveniles
individualizados siendo esta manera la que redujo la mortalidad posiblemente
debido al canibalismo. El trabajo experimental desarrollado en el marco de esta
tesis se llevd a cabo exitosamente manteniendo una capacidad de carga del
cultivo de un juvenil por recipiente de 5 L de agua de mar, con un recambio diario
del 50%. Para el cultivo en la etapa de Zoea |, sobre la base de las

recomendaciones provistas en la bibliografia de referencia para otros cangrejos
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portunidos y en los experimentos realizados en esta tesis, los cultivos en grupos
de 100 larvas por cada recipiente 5 L de agua de mar, fueron la condicién de
cultivo que mostré resultados de supervivencia favorables, siempre y cuando se

haga un recambio de 100% diario.

En sintesis, esta tesis aporta conocimientos sobre los parametros y métodos de
manutencion para maximizar supervivencia, crecimiento y condicion fisioldgica de
embriones, larvas Zoea | y primeros estadios de juveniles (C5, C6, C7) de O.
trimaculatus en cultivos experimentales, en relacion con las condiciones

ambientales y formulas dietarias.

Proyecciones

A pesar de los avances logrados en el conocimiento de la biologia de las etapas
tempranas del ciclo de vida de O. trimaculatus, resulta necesario evaluar varios
aspectos para posibilitar la cria integral del cangrejo nadador con fines acuicolas,
tanto para generacidon de productos de consumo como para aplicacion de
programas de repoblamiento de juveniles en un marco de factibilidad técnica y

econdmica.

Para la optimizacion del cultivo durante la etapa de desarrollo embrionario de O.
trimaculatus resta evaluar los efectos de diferentes técnicas para un adecuado
acondicionamiento de los reproductores (i.e., hembras ovigeras), incluyendo el
efecto de la ablacion ocular sobre la extension del periodo de desove y el nivel de
desarrollo gonadal (Fernandez y Radhakrishnan 2016), asi como la aplicacién de
diferentes concentraciones de quimicos tales como solucién de formalina o
permanganato de potasio para reducir posibles infecciones microbianas sobre los
embriones en desarrollo (Soundarapandian y Tamizhazhagan 2009, Talpur et al.
2011, Azra e lkhwanuddin 2015). Cabe mencionar que para O. trimaculatus aun
no se ha evaluado la relacion entre la talla de los reproductores y la fecundidad
potencial, disponible para numerosos portanidos sujetos a acuicultura (Mantelatto
y Fransozo 1997, Sukumaran y Neelakantan1997, Hamasaki et al. .2006) asi

como para otras especies de braquiuros de interés pesquero distribuidos en aguas
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patagonicas (Carsen et al. 1996). Esta informacion, asi como la relacion entre la
talla de los reproductores y el tamafio de los huevos, resulta de gran importancia
al momento de seleccionar los reproductores y planificar los volimenes de

produccion de un criadero (Azra e Ikhwanuddin 2015).

En lo concerniente al cultivo larvario, aun se deben establecer las condiciones
ambientales y dietarias Optimas para la cria de estadios de crecimiento posteriores
a la Zoea |, incluyendo la Megalopa (Nurdian y Zeng 2007, O’Connor 2007). Entre
las dltimas cabe mencionar la evaluacion del uso de otros cultivos auxiliares
(Genodepa y Zeng 2004). Asimismo, se deben evaluar diferentes métodos
alternativos de induccién a la metamorfosis y asentamiento del primer juvenil,
incluyendo el uso de diferentes sustratos alternativos (Daly et al. 2009, Tapella et
al. 2009, 2012). Por otro lado, deberan considerarse otras variables que no fueron
evaluadas en la presente tesis, tales como el efecto del fotoperiodo (Andrés et al.
2010), la coloracion de las paredes (Azra et al. 2012) y la generacion de corrientes
de circulacion en los tanques de cultivo larvario (Rejeki 2007, Azra e Ikhwanuddin
2015) o el pH (Talpur e Ikhwanuddin 2012). En cuanto a las variables respuesta,
en estudios futuros deber& determinarse la composicion bioquimica de las larvas
alimentadas con diferentes dietas o sujetas a distintas condiciones ambientales,
con un enfoque similar al empleado para la determinacion del método 6ptimo de

enriguecimiento de Artemia en el presente estudio.

En cuanto a la etapa de nursery, cabe mencionar que en este trabajo sélo se
incluyeron juveniles dentro de un rango de tallas de 22-46 mm AC, que
corresponden a los instars postlarvales C5, C6, C7 y algunos C8, siendo la talla
del primer estadio (C1) de crecimiento juvenil de aproximadamente 6,2 mm AC

(Bardn, datos no publicados).

Ademas de hacer extensiva a los diferentes estadios de crecimiento juvenil la
puesta a prueba de las condiciones mencionadas para el cultivo larvario, entre los
diversos aspectos que restan evaluar cabe mencionar el uso de refugios
alternativos para los individuos en los tanques de cultivo (Cerezo 2001), la

evaluacion de densidades optimas y el uso de dispositivos tales como las cajas de
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red suspendidas o sobre fondos de lagunas o embalses costeros (Rodriguez et al.
2001, 2007). Asimismo, la evaluacion de la supervivencia y el crecimiento durante
esta etapa resultara crucial para una eventual puesta en practica de planes de
repoblamiento (Davis et al. 2005, Johnson et al. 2011).

Por ultimo, tomando en cuenta que dependiendo de las condiciones ambientales,
las areas de desove y cria larvaria y postlarvaria temprana de diferentes especies
se expanden o retraen de afio a afo, la informacion experimental obtenida en esta
tesis podra ser utilizada como base para futuros trabajos de modelado para
predecir su extension y las consecuentes fluctuaciones interanuales en el
reclutamiento de O. trimaculatus (Sakurai et al. 2000, Waluda et al. 2001, Cinti
2002, Baron 2003, Crespi-Abril y Baron 2012) en el marco del modelado de nicho
ecologico (Carrasco y Baron 2010).
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