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Resumen

En Ecuador no existen investigaciones sobre la produccién del cangrejo rojo en
laboratorio bajo condiciones controladas, ni tampoco protocolos de produccion, lo que
ha llevado a una alta tasa de mortalidad natural en las etapas del desarrollo del ciclo
larval. Por eso es necesario desarrollar proyectos enfocados en la acuicultura de
cangrejo rojo para reducir la presion sobre este recurso natural y mantener la salud y el
equilibrio del ecosistema de manglar. Este proyecto de acuicultura incluyo la
recoleccion de larvas de cangrejo rojo, la preparacion de diferentes dietas de microalgas,
la alimentacidn de las larvas con diferentes dietas, la medicion del crecimiento y la
supervivencia, el andlisis de la composicion de acidos grasos y la tasa de metamorfosis,
y el anélisis estadistico de los datos.
Se demuestra que la dieta de microalgas influye significativamente en el crecimiento y
la composicion de acidos grasos de las larvas de cangrejo rojo. EI mix de microalgas (C.
gracilis, C. muelleri, Pavlova lutheri) resultd ser la mejor opcién para la alimentacion
de las larvas, ya que promovié un mayor crecimiento y una composicion de acidos
grasos mas favorable para su desarrollo.

Palabras claves: Cangrejo rojo, Acuicultura, Larvas, Crecimiento, Laboratorio.



Abstract

In Ecuador there is no research on the production of red crab in the laboratory
under controlled conditions, nor production protocols, which has led to a high natural
mortality rate in the stages of development of the larval cycle. That is why it is necessary
to develop projects focused on red crab aquaculture to reduce pressure on this natural
resource and maintain the health and balance of the mangrove ecosystem. This
aquaculture project included collecting red crab larvae, preparing different microalgae
diets, feeding the larvae different diets, measuring growth and survival, analyzing fatty
acid composition and the rate of metamorphosis, and statistical analysis of the data.

It is shown that the microalgae diet significantly influences the growth and fatty
acid composition of red crab larvae. The microalgae mix (C. gracilis, C. dockeri, Pavlova
lutheri) turned out to be the best option for feeding the larvae, since it promoted greater
growth and a more favorable fatty acid composition for their development.

Keywords: Red crab, Aquaculture, Larvae, Growth, Laboratory.
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1.1 Introduccion

Ucides occidentalis conocido como “cangrejo rojo” o “cangrejo del manglar” es un
crustaceo decapodo perteneciente a la familia Ocypodidae (Ortmann, 1897), que habita en los
manglares de la costa oeste de América desde México hasta Peru. Esta especie es herbivora,
las hojas de mangle son su alimento principal. Las hembras se diferencian de los machos
porque poseen un pleon o abdomen de mayor tamafio. Su reproduccion es de larga duracién
teniendo desoves entre diciembre y mayo, basada en la estrategia reproductiva iteropariedad
estacional (Zambrano et al., 2018).

Esta especie es parte importante de la dinamica del ecosistema de manglar, ya que
forma parte de la cadena tréfica, contribuye con la reduccion de materia organica y favorece a
la oxigenacién del sedimento. A pesar de su importante rol ecoldgico el cangrejo rojo esta
amenazado por diversas actividades antropogénicas como: la pesca ilegal y contaminacion,
asi como la sobreexplotacion lo que puede provocar la extincion prematura de la especie
(Aleman Dyer et al., 2019).

Un gran namero de familias dependen de la comercializacion de este crustaceo, y por
lo tanto es un importante ingreso econdmico. Sin embargo, no es una fuente continua de
ingreso ya que su pesca y comercializacion solo ocurre en meses especificos, los demas meses
son considerados periodos de veda por procesos como la reproduccién y muda (Mendoza et
al., 2019).

De acuerdo con el calendario de vedas 2023-2024 del Ministerio de Produccion,
Comercio Exterior, Inversiones y Pesca, el periodo de veda por reproduccion comienza desde
el 1 de febrero hasta el 2 el marzo, y el periodo de veda por muda corresponde a los dias del
15 de agosto hasta el 15 de septiembre. A pesar del establecimiento de los periodos de veda
aun existe la pesca ilegal segun datos del Ministerio del Ambiente de Ecuador (MAE),

entidad encargada de realizar controles. Asi mismo, el articulo 71 de la Ley sanciona con



multas o prision a personas que capturen, transporten o comercialicen cangrejo en tiempo de
veda. A parte de las consecuencias legales, se indica que el consumo de cangrejo en ese
periodo de tiempo produce intoxicacidn ya que contienen altas concentraciones de oxalato de

calcio (Ministerio de Gobierno, s.f.).

1.2 Descripcién del problema

Las principales zonas o provincias de extraccion de cangrejo rojo en Ecuador son El
Oro y Guayas. La pesca de U. occidentalis se ha convertido en una importante fuente de
ingresos y ha contribuido al desarrollo econémico de las comunidades (Marquez, 2022). Sin
embargo, también enfrenta desafios como la competencia con la pesca ilegal y la
sobreexplotacion del recurso natural. Resulta importante que se implementen medidas de
conservacion y manejo adecuadas para asegurar su proteccion (Marquez, 2022).

La falta de conocimiento y experiencia en la produccién en laboratorio de semillas de
U. occidentalis en Ecuador, limita la probabilidad de su cultivo y desarrollo, considerando
que el cangrejo de manglar esta en peligro. Como se menciona en la introduccion uno de los
problemas més comunes es la sobreexplotacion, lo que genera impactos negativos como la
disminucidn poblacional, reduccion de la biodiversidad y alteracion del ecosistema del
manglar (Cuadrado et al., 2022). A pesar de que los periodos de veda ya estan establecidos
existe una gran demanda de pesca de cangrejo rojo durante todo el afio, provocando que la
demanda sea mayor que la oferta es por esto que es necesario desarrollar su cultivo (El

Universo, 2022). Adicionalmente, existe oportunidad y demanda para exportar.



1.3 Justificacion del problema

Hoy en dia en Ecuador no existen investigaciones sobre la produccién del cangrejo
rojo en laboratorio bajo condiciones controladas, ni tampoco protocolos de produccion, en
particular sobre el manejo y alimentacion en la fase inicial de su ciclo de vida. Las larvas de
cangrejo de manglar son muy delicadas o fragiles y dependen de las condiciones ambientales
para poder sobrevivir. El oxigeno disuelto, la temperatura y la salinidad del agua son factores
clave que afectan a su supervivencia (Poma y Bocanegra, 1997).

Su preservacion y sostenibilidad son esenciales para mantener la salud y el equilibrio
del ecosistema de manglar, siendo necesario desarrollar proyectos enfocados en la acuicultura
de cangrejo rojo para reducir la presion sobre este recurso natural. En estudios realizados con
otras especies de cangrejo como el cangrejo azul (Cardisoma crassum), se ha evidenciado una
alta tasa de mortalidad natural en las etapas del desarrollo del ciclo larval (Colavite, 2021).

El propdsito de esta investigacion es determinar el efecto de la alimentacion con
diferentes microalgas sobre la metamorfosis, supervivencia y perfil lipidico de larvas de U.
occidentalis. El objetivo es lograr un mejor manejo en la produccion de semilla de cangrejo
rojo, y asi obtener la dieta con mejores resultados que en un futuro servird como base para
ejecutar proyectos de repoblamiento de la especie, que apoye a la recuperacion del recurso y

reduzca el riesgo de sobreexplotacion.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo General

e Determinar el efecto de la alimentacion con diferentes microalgas sobre la

metamorfosis, supervivencia y perfil lipidico de larvas de U. occidentalis, por medio



de la experimentacion bajo condiciones controladas y analisis bioquimicos, para la

optimizacion de la dieta durante el cultivo larvario.

1.4.2 Objetivos Especificos

e Establecer la diferencia en la metamorfosis de U. occidentalis alimentadas con
diferentes microalgas, por medio de la descripcion morfoldgica de las larvas.

e Determinar el aporte nutricional de las dietas de microalgas, por medio del analisis del
perfil de &cidos grasos de las larvas en cada etapa de crecimiento.

e Comparar el efecto de las dietas sobre la supervivencia de las larvas, para la eleccion de

la que aporte mayor valor nutricional.

1.5 Marco teorico
1.5.1 Cultivo de cangrejo del género Ucides a nivel mundial

El género Ucides, esta distribuido en las costas de 2 océanos: Atlantico y Pacifico.
Existen dos especies en este género (U. occidentalis y U. cordatus); sin embargo, Ewald
(2006) sefiala que Tirkay en 1970 establecié que el género Ucides solo tiene una especie con
2 sub especies ubicadas en diferentes zonas, la subespecie Ucides cordatus occidentalis
porque proviene del Pacifico, y Ucides cordatus del Atlantico (Garcia y Risco, 2014). No
obstante, por la existencia de las barreras geograficas ocurre la especiacién alopatica lo cual
las divide como dos especies diferentes ya que no existe flujo genético. Indistintamente
comparten similitudes morfoldgicas, por ende, es probable que el cultivo de estas especies
puede ser parecido.

El cultivo de U. occidentalis no es una practica comdn en el Ecuador. Su cultivo se ha

enfocado al engorde en estanques, que pretenden imitar el habitat natural de los cangrejos.



Debido a las escasas investigaciones realizadas en el pais, su cultivo presenta varias
dificultades, limitaciones y desafios por la falta de conocimiento y tecnologia adecuada para
llevar a cabo su eficiente produccion (Cumbicos et al., 2022).

En Brasil, el cultivo de cangrejo rojo del manglar del Atlantico o cangrejo moro (otra
especie del género Ucides) ha tenido mayor desarrollo respecto a otros paises. Se estima que
se producen alrededor de 300 toneladas de cangrejo moro al afio en pisciculturas. El cultivo
de las larvas de Ucides cordatus, aunque no tan comin como el cultivo de camarones, ha sido
objeto de investigacion en Brasil. Las larvas de Ucides cordatus se pueden obtener
recolectando los huevos incubados de hembras adultas en su habitat natural o mediante la cria
en cautiverio de los cangrejos adultos. Los huevos deben ser incubados en condiciones
controladas similares a las que se encuentran en su habitat natural. Esto implica mantener la
temperatura, la salinidad y la calidad del agua adecuadas. El periodo de incubacion puede
variar dependiendo de la temperatura y otros factores ambientales. Durante las primeras
etapas de desarrollo, se alimentan principalmente de plancton y materia organica suspendida
en el agua. Se pueden proporcionar microalgas y rotiferos como alimento inicial, y luego se
pueden introducir otros alimentos en etapas posteriores a medida que las larvas crecen. Las
larvas pasan por diferentes estadios de desarrollo a medida que crecen. Cada etapa puede
requerir condiciones ambientales especificas y una alimentacion adecuada. Es necesario
monitorear y realizar transferencias a medida que las larvas avanzan en su desarrollo (Cottens
et al., 2014).

La técnica de cultivo utilizada en Brasil para la etapa de engorde se basa en la
construccion de estanques en los manglares y la alimentacion de los cangrejos con una mezcla
de algas, arroz, maiz y otros ingredientes naturales. Durante el cultivo de Ucides cordatus, es

importante mantener la salud de los cangrejos y prevenir la propagacion de enfermedades.



Para lo cual se deben implementar medidas de bioseguridad y monitorear regularmente la
presencia de posibles patégenos (Ramos, 2014).

En otros paises, como Colombia y Panama, se ha desarrollado investigaciones y
proyectos piloto para desarrollar técnicas de cultivo del cangrejo moro y promover su
produccion comercial. En Colombia, se ha implementado el cultivo de cangrejo moro en
estangues con agua salada y con la alimentacion de los cangrejos con una dieta a base de
algas. En Panama, se han realizado estudios para identificar los sitios mas adecuados para el
cultivo de cangrejo moro y se ha desarrollado un proyecto piloto para producir cangrejos en
cautiverio (Vega et al., 2018).

A pesar de estos avances, el cultivo de este género sigue siendo una actividad
incipiente en la mayoria de los paises donde se encuentra las especies. Todavia se enfrentan a
diferentes desafios como la contaminacion y la degradacion de los manglares que no permiten

exitosamente el cultivo de cangrejos rojos.

1.5.2 Etapas del desarrollo Larvario

El desarrollo larvario del cangrejo de manglar comienza con la eclosion de los huevos.
Las larvas emergen de los huevos como una forma de vida libre llamada zoea. Las zoeas son
pequefas y planctonicas, las cuales emergen en la parte superficial del cuerpo de agua y son
transportadas por las corrientes. La actividad fototropica resulta en el movimiento larval,
fomentando que las larvas se dirijan hacia la luz (Cumbicos et al, 2022).

Durante la primera etapa de la zoea, estas se alimentan de yemas vitelinas contenidas
en su cuerpo. Después de algunos dias, las zoeas comienzan a alimentarse de plancton. En la
segunda etapa de la zoea, desarrollan un exoesqueleto y comienzan a nadar en posicién
vertical. A medida que avanzan, desarrollan caracteristicas méas distintivas y comienzan a

formar apéndices més especializados. Su ultima fase del desarrollo larvario es la Megalopa; la



larva se vuelve mas grande y adquiere caracteristicas mas similares a las de un cangrejo
adulto. Se desarrollan estructuras como las pinzas y las patas locomotoras (Cottens K et al.,

2014).
1.5.3 Importancia de las microalgas para la nutricion del cangrejo

Las microalgas son organismos eucariotas fotosintéticos, con gran capacidad de
adaptarse, por lo que existe una gran variedad de especies, con alta tasa de produccion
(Abalde, 2000).

Las microalgas son el principal alimento en los primeros estadios de vida de la
mayoria de las especies marinas debido a su alto aporte nutricional. De acuerdo a varios
estudios larvarios en bivalvos y crustaceos, se ha comprobado que uno de los mejores
alimentos es la especie del género Chaetoceros (Lemus,2006). En un estudio sobre la dieta de
U. occidentalis se indica que las algas son ricas en nutrientes y son fundamentales como
alimento en los cangrejos, asi también como los detritos y los moluscos (Flores-Coto, 2006).
Por ello en este proyecto se uso 3 especies de microalgas (ver Tabla 1)

Algunos de los &cidos grasos presentes en las microalgas son: el &cido laurico (C12:0),
acido miristico (C14:0), &cido palmitico (c16:0), acido estearico (C18:0), entre otros
(Montero, 2012). Estos acidos grasos aportan en la supervivencia, crecimiento y etapas de
desarrollo de los crustaceos, en especial los &cidos grasos poliinsaturados, involucrados en la
generacion de las membranas celulares y la produccion de hormonas. Un estudio realizado
con juveniles de camarones Litopenaeus vannamei en el 2002, demostré que camarones
alimentados con una dieta rica en acidos grasos poliinsaturados crecieron mas rapido,
obteniendo mejores resultados de supervivencia en comparacion con camarones alimentados
con una dieta donde los acidos grasos no eran los esenciales. Los acidos grasos
monoinsaturados encontrados son: &cido palmitoleico (16:1), acido oleico (18:1), acido

eicosenoico (20:1) y acido erucico (22:1) (Gonzales, 2002).



Tabla 1

Descripcion de algas utilizadas en el ensayo

Microalga Grupo Caracteristicas
Pavlova Haptophyta | Es una microalga flagelada que posee dos flagelos de
lutheri distinto tamafio, mide entre 3 a 9 um, es de color

marron-dorada y carece de pared celular.?

Chaetoceros | Ochrophyta | Es una diatomea rectangular de color café, que mide

muelleri entre 4 a 9 um, y posee 4 setas en sus extremos.”

Chaetoceres Ochrophyta | Es una diatomea céntrica solitaria de forma
gracilis. rectangular, es de color café dorado, y mide entre 8- 12

X 7-10 um.°©

Nota. ®Volkman et al., (1989). PAllen et al.,(2005). “Cambefort et al.,(2009).

Debido a su alto valor nutricional, las microalgas fitoflageladas Isochrysis spp. y
Tetraselmis spp, y las diatomeas Skeletonema costatum, Thalassiosira spp. y Chaetoceros
spp; son la principal fuente de alimento en laboratorios de larvas alrededor del mundo.
Experiencias previas recalcan que su combinacion mejora el balance nutricional. Por otro
lado, es posible complementar la alimentacion con la incorporacion de los nauplios de artemia

considerados una fuente importante de alimento (Garcia, 2002).


https://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=345465
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2.1 Metodologia

2.1.1 Lugar de recoleccion de reproductores

Los 21 cangrejos U. occidentalis fueron colectados en los manglares del sector 6 de
Julio, Naranjal, Guayas, Ecuador, (coordenadas Latitud: -2.67683, Longitud: -79.63004). las
hembras gravidas (con huevas en fase 8) fueron colocadas en una heladera al resguardo de la
luz, y transportadas al lugar del ensayo. luego de culminado el proceso de desove, las hembras
fueron regresadas a su habitat natural reduciendo la afectacion de las poblaciones naturales de
cangrejos.

En el laboratorio se tomd los datos biométricos de las hembras, utilizando un
calibrador vernier para registrar el ancho y largo del cefalotérax, ancho y largo de quelas, y su
peso con una balanza digital. Todo espécimen una vez desovado fue regresado a su sitio de

colecta.

2.1.2 Localizacion del ensayo

El desove y experimentacion con la larvicultura se realizé en el Centro Nacional de
Acuicultura e Investigaciones Marinas (CENAIM-ESPOL), (coordenadas: Latitud -
1.9548437919225272, Longitud -80.72888816707687). Entre los meses febrero y abril la
temperatura del ambiente de la zona oscilaban entre 23° a 29° donde el punto mas caliente

fueron las tardes, y en las noches con una temperatura mas baja (INAMHI, 2023).
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Figura 1

Localizacion del ensayo en CENAIM-ESPOL, San Pedro

Nota. Imagen obtenida de Google Earth.

2.1.3 Condiciones del experimento

2.1.3.1  Desinfeccion y acondicionamiento del &rea. Previo a la
recepcion de los animales, se desinfecto las superficies del set experimental con
una solucién de hipoclorito de sodio al 5 % (aforado en 100 ml en una capacidad
de 20L de agua dulce). Con esta se procedio a lavar con una esponja tanto las
superficies internas como externas de 32 gavetas de 30L, para posteriormente
enjuagarlas con agua dulce para eliminar los residuos de cloro. se ubico las gavetas
en filas una frente a otra para facilitar el recambio (ver Figura 2 — set
experimental). Se etiqueto las gavetas en base a la distribucion aleatoria de los
cuatro tratamientos (incluido el mix) con sus triplicados. Los tratamientos se
muestran en la Tabla 1. Cada gaveta se llend con agua de mar filtrada e irradiada
por UV hasta un volumen de 25 L y fue cubierta con un trozo de pléstico

desinfectado.



Figura 2

Set experimental

I:I = = = - —
I I " C. gracillis
J
=

- =J =J = '_ﬂ_ln_l =

Nota. La figura muestra la distribucion de las gavetas.

7 |;I|_|
|_=_|

2.1.4 Siembra

Se inicid el experimento recolectando las larvas (después de 16 dias del desove de un
tanque de 1000 L con un tamiz de malla de 220 um, las cuales fueron transferidas a gavetas
para iniciar con el cultivo larvario, a una densidad de 0.05 larvas/mL. Se controld la aireacion
con piedras difusoras (1 por gaveta) y mantuvo estable la temperatura a 28 grados con la

ayuda de varillas de calentamiento (ver Figura 3 — Gavetas preparadas).

Figura 3

Gavetas preparadas
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2.1.5 Manejo del cultivo

2.1.5.1  Alimentacion
2.1.5.1.1 Conteo de microalgas. Para determinar la concentracion de las

algas, se realizé el conteo al microscopio con la ayuda de un hemocitometro o
camara de Neubauer. Se utilizd una pipeta de vidrio, una cubierta de vidrio, un
microscopio 6ptico, una solucion fijadora (lugol), y la muestra de agua que
contenian las microalgas.

Se inici6 tomando una pequefia muestra de agua del cultivo masivo, la
cual fue colocada en un tubo de ensayo y se mezcld con una pequefia cantidad de
Lugol. Se esperd unos minutos para que las células de las microalgas se fijen y se
colocé una gota de muestra en la camara y se cubri6 con un cubreobjeto. Con la
camara cargada se observé en el microscopio al objetivo 40x y se conto el nimero
de células presentes en las cuadriculas de la camara. Para este método se contd los
cuadros pequerfios centrales que tiene la cdmara de Neubauer, sumando un total de
25; de los cuales se tomaron en cuenta los cuadrantes extremos y central. Al final
se calcul6 el nimero total de células sumando el nimero de células encontradas
en los cuadrantes multiplicado por 50000, y asi encontrando la concentracion
final.

2.1.5.1.2  Metodologia para alimentar con microalgas. Con los
conteos realizados en el hematocitémetro, se logr6 saber qué cantidad de
microalgas seran colocadas en los tanques para alimentar a las larvas. Para

conocer este volumen se aplico la férmula (2.1) en cada tipo de dieta

V1C1 = V2C2

(2.1)
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V2C2

Vi

Luego que establecimos la cantidad adecuada, la aplicamos en cada
gaveta. La alimentacion se realizo a diario una vez entre el horario de 10-12
am. Este procedimiento se repitid en todo el desarrollo del experimento, en los
altimos 7 dias se agregd 176 ml de rotiferos y artemia junto con 2 gramos de
profilactico (oxitetraciclina) a las gavetas con la alimentacién mix, hasta la

Gltima etapa larval (megalopa).
2.1.6 Recambios

Durante la primera semana los recambios se realizaron saltando un dia, en la Gltima
semana (segunda semana) se hizo recambios saltando 3 dias para mantener la calidad del agua
y evitar estresar a las larvas. EI recambio se realizd bajando el nivel para posteriormente
recuperarlo. Se utilizo una jarra 'y 2 tamices de malla de 300 y 250 um, el agua de cada gaveta
fue vertida delicadamente sobre los 2 tamices, para luego ser transferidas a gavetas con agua

limpia. (ver figura 4 - Proceso de recambio)

Figura 4

Proceso de recambio
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2.1.7 Conteo poblacional

Durante cada recambio, las larvas concentradas en los 2 tamices, fueron colocadas en
un vaso de precipitacion a un volumen de 800ml que fue homogenizado para tomar 3
alicuotas con una pipeta de 1 o 2 ml dependiendo de la cantidad de larvas observadas. En cada
alicuota se reviso y conto el nimero de larvas para proceder a calcular la poblacién con la

formula (2.2).

N° de larvas de las muestras tomadas
p: N° de muestras tomadas
' Volumen de pipeta

X contenido volumétrico de agua

(2.2)

La alicuota que contenia mayor nimero de larvas fue llevada al area de microscopia,
en donde se capturd imagenes con una cdmara LANOPTIK modelo MDX503 conectada a un
microscopio trinocular Olympus modelo CX31RTSF con el programa iWorks 2,0. Mediante
estas imagenes se identifico el estadio en el que se encontraba cada larva, contandolas para
obtener la tasa de metamorfosis dependiendo de la réplica y el tratamiento.

Culminado este proceso las alicuotas se devolvian a su gaveta respectiva, que fue

preparada con agua filtrada y con la alimentacion adecuada del dia.

2.1.8 Andlisis estadistico
Los datos de poblacion fueron agrupados para calcular el area bajo la curva (ABC)

con el fin de asegurar la normalidad de estos.

ABC = U + Ti + Eijj (2.3)
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En donde T son los tratamientos y E el error.

Con estos datos se realizo los analisis estadisticos ANOVA de una via y prueba de
Tukey a un nivel de confianza del 95%, bajo principios de normalidad y homogeneidad de
varianza, usando el programa R commander versién 2.3-0, para comprobar si existen

diferencias significativas entre los tipos de alimentacion (significativo P<0.05)



Capitulo 3
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3.1 Resultados y analisis
3.1.1 Descripcion de etapas larvales
Durante el desarrollo larvario de esta especie se observo y determiné que el cambio de
etapa durd entre 2-3 dias; pasando por las siguientes etapas: zoea 1, zoea 2, zoea 3, zoea 4,

zoea 5 y megalopa, cuyas caracteristicas se describen a continuacion en la Tabla 2.

Tabla 2

Desarrollo larvario de U. occidentalis

Etapa larvaria | Caracteristicas Imagen

Zoeal Se diferencia la espina
dorsal de la rostral, la
cabeza (rostrum) del térax
(abdomen con 5
segmentos), y un par de
apéndices (maxilipedos)

conformados por un

exopodo de 2 segmentos, el
ultimo segmento (segmento
distal) posee 4 setas

terminales largas.

Zoea 2 El Gltimo segmento del
exopodo tiene 6 setas
terminales largas, el
abdomen posee 6

segmentos, y el margen
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interno del telson con 3

pares de setas.

Zoea 3 El altimo segmento del
exopodo posee 8 setas, su
cuerpo ya posee una forma
mas alargada y estilizada

Zoea 4 El Gltimo segmento del

exopodo posee 10 setas, y

presenta uropodos.
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Zoea 5 El ultimo segmento del
exopodo posee 11 setas, los
uropodos son de mayor
tamafio y tiene 7 segmentos

abdominales.

Megalopa Posee el abdomen y
cefalotérax aplanado, se
pueden diferenciar las

antenas de las anténulas.

3.1.2 Perfil nutricional de acidos grasos de los tratamientos

Tabla 3

Perfil de acidos grasos de microalgas

Chaetoceros | Chaetoceros Pavlova
Nombre comun
Saturados gracilis muelleri lutheri
12:0 N.D. N.D. N.D. Acido Laurico

14:0 Acido miristico

14:01 Acido miristoleico
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Acido
15:.0 N.D. N.D. N.D.
pentadecilico

17:0 N.D. N.D. N.D. Acido margarico

18:0 Acido estearico

20:0 Acido araquidico

Monoinsaturado

Cis-16:1(n-9) Acido palmitoleico
Cis-18:1(n-9) Acido oleico
20:1(n-9)

Poliinsaturado

16:2(n-4)

Acido linoleico
cis, cis 18:2(n-6)

(cis, cis)
18:3(n-3) Acido linoleico
18:4(n-3)
21:5(n-3)

Acido
20:5(n-3) EPA
eicosapentaenoico

22:4(n-6)
22:4(n-3)
22:5(n-3)
Acido
22:6(n-3) DHA N.D. N.D.
docosahexaenoico




20:4(n-6)

N.D.

N.D.
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Acido

araquidonico

Nota. Se diferencia por colores mayor cantidad de acidos grasos (azul) y menor

cantidad (verde).

En la tabla 3 y 4 se presentan datos del perfil de &cidos grasos de la alimentacion con

microalgas, clasificados segun el tipo de acido graso: saturado, monoinsaturado y

poliinsaturado. Los datos fueron marcados con azul y verde, para diferenciar el tipo de

alimentacién que tiene mayor (azul) y menor (verde) cantidad de un &cido graso. De acuerdo

con esto la microalga Pavlova lutheri es la que presento mayor diversidad de acidos grasos (8

en total), pero en una cantidad minima comparada con la cantidad de acidos grasos presentes

en las microalgas del género Chaetoceros. Por otro lado, la artemia y el rotifero que fue

agregado al mix presento igual nmero de acidos grasos complementandose entre si.

Tabla 4

Perfil de acidos grasos de zooplancton

Saturados

12:0

14:0

14:01

15:0

16:0

17:0

18:0

20:0

Artemia

Rotifero

Nombre comuln

Acido Laurico

Acido miristico

Acido miristoleico

Acido pentadecilico

Acido palmitico

Acido margarico

Acido estearico

Acido araquidico

Monoinsaturados
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Cis-16:1(n-9) Acido palmitoleico
Cis-18:1(n-9) Acido oleico
20:1(n-9)

Poliinsaturado

16:2(n-4)

cis, cis 18:2(n-6) Acido linoleico (cis, cis)

18:3(n-3) Acido linoleico

18:4(n-3)

21:5(n-3)

20:5(n-3) EPA

22:4(n-3)

Acido eicosapentaenoico

22:5(n-3)

22:6(n-3) DHA Acido docosahexaenoico

20:4(n-6)+ Acido araquidonico

Nota. Se diferencia por colores mayor cantidad de acidos grasos (azul) y menor cantidad

(verde).

Se realizd la sumatoria de los acidos grasos saturados, monoinsaturados Yy
poliinsaturados para obtener las siguientes figuras. La Figura 5 nos mostré que las microalgas
del género Chaetoceros y Pavlova lutheri contenian mayor cantidad de &cidos grasos saturados
y menor cantidad de acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados, siendo las microalgas
del género chaetoceros las que tenian mayores concentraciones de acidos grasos saturados. Por
otro lado, la Figura 6 evidencio que la Artemia también poseia mayores concentraciones de

acidos grasos saturados pero el Rotifero tenia mayor cantidad de acidos grasos poliinsaturados.



Figura 5

Acidos grasos de microalgas

Acidos grasos totales de las microalgas
W Saturados M Monoinsaturados M Poliinsaturados

45,53

32,23

I =

29,767

23,17 I

27,22

I 21,14

Chaetoceros gracilis Chaetoceros muelleri Pavlova lutheri

Nota. Representados como acidos grasos saturados (azul), monoinsaturados
(naranja) y poliinsaturados (plomo).

Figura 6

Acidos grasos de zooplancton

Acidos grasos totales del zooplancton

B Saturados M Monoinsaturados M Poliinsaturados

50,92

32,7 31,93
28,28
24,08
I I .
Artemia Rotifero

Nota. Representados como acidos grasos saturados (azul), monoinsaturados

(naranja) y poliinsaturados (plomo).
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3.1.3 Evaluacién de las dietas de microalgas en supervivencia

Figura 7

Porcentaje de supervivencia

SUPERVIVENCIA

1400,0

1200,0
i
w
=
& 1000,0
=
i Gracillis
- Jrdc
= 800,0
E Muelleri
=
< 6000 Pavlova
w
S Mix
cc 4000
w
=
pus ]
< 2000

0,0
Dial Dia 3 Dia 5 Dia 6 Dia 9 Dia 12

Nota. Tratamientos representados por colores amarillo (Mix), rosado (C.muelleri), azul (C.

gracillis), y plomo (P. lutheri).

La Figura 7 muestra los datos recolectados del porcentaje de supervivencia para cada
tratamiento. Para determinar el porcentaje se baso en el calculo de la poblacion tomada pasando
un dia desde el inicio del experimento. Podemos observar que con los tratamientos de
Chatoeceres y el mix de microalgas, la supervivencia de las larvas era similar, en contraste con
Pavlova lutheri, la cual presentd mortalidades desde el dia 1, en comparacion con las otras
algas. La mortalidad se mantuvo de forma continua decreciente, pero para el dia 10 solo el
tratamiento mix sobrevivid. Podemos inferir para el tratamiento de Chaetoceros, que, a pesar
de mostrar una concentracion adecuada de acidos grasos, no fue suficiente para proveer los

nutrientes para sobrevivir. Por otra parte, el tratamiento de Pavlova lutheri la cantidad de acidos
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grasos mostrado en la tabla 3.2, es mas bajo en comparacion con los otros tratamientos,
evidenciandose en el resultado obtenido. En el Gltimo dia de revision, el tratamiento mix fue el
anico que logro llegar a esa fase; la alimentacion fue complementada con zooplancton,
agregandose Artemia y rotiferos en las Ultimas etapas del desarrollo larvario. El zooplancton es

alto en acidos grasos, por lo que se considerdé mejorar los resultados de ese tratamiento.

El analisis de varianza ANOVA de una via del parametro de poblacidon confirmo que
existen diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05), con un valor P de
0.0000072. El diagrama de cajas mostro que las medias son diferentes, siendo la mayor la
media del mix, las microalgas del género Chaetoceros presentaron medias similares, y la
menor media fue de la microalga Pavlova Lutheri. (ver Figura 8 — Diagrama de cajas)

Figura 8

Diagrama de cajas
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|
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T T T T
Chaetoceros gracilis Chaetoceros muelleri Mix Pavlova lutheri

Tratamiento

Nota. Resultado de R commader.
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Con la prueba de Tukey se demostrd que existen diferencias del parametro poblacién
con los tratamientos: Mix y Pavlova lutheri catalogados como b y c. (ver Figura 9 -
Resultados de prueba Tukey)

Figura 9

Resultados prueba Tukey

Chastoceres gracilis Chaetoceros muelleri M1 x
nyn "y e

raviova Tutheri

e

Nota. Resultado de R commader.

3.1.4 Evaluacion de las dietas de microalgas en metamorfosis

Los datos de metamorfosis se tomaron pasando un dia. Se observd desde el dia 3, que
el tratamiento “mix de algas” tenia una metamorfosis mas rapida ya que el 60% de su poblacion
ya habia cambiado al estadio Zoea 2 (ver Figura 11 - Porcentaje de Metamorfosis dia 3),
mientras que los tratamientos de Chaetoceres gracillis y Chaetoceres muelleri solo el 50% de
su poblacion, y con Pavlova lutheri no habia cambiado de estadio, mostrando un retraso en su
desarrollo. Al quinto dia el tratamiento “mix de algas” mantiene la delantera con la poblacién
presentando 3 etapas de metamorfosis (15% zoea 1, 75% en zoea 2, 10% en zoea 3). Los
tratamientos con Chaetoceres presentaron desarrollos similares manteniéndose con un 70%-
80% de Zoea 2, mientras que Pavlova lutheri presentaba aun un retraso en el desarrollo. (ver
Figura 12 - Porcentaje de Metamorfosis dia 5). Al septimo dia, el tratamiento de Pavlova lutheri
no mostraba avance, quedandose estancada en Zoea 1. En contraste el tratamiento de
Chaetoceres gracillis cambio mas rapido en comparacion de los otros tratamientos (ver Figura
12 - Porcentaje de Metamorfosis dia 5). Para los siguientes dias se descartd la poblacion del
tratamiento de Pavlova lutheri ya que presento elevada mortalidad. Para ese tiempo, el

tratamiento del “mix de algas” habia avanzado a un siguiente (Zoea 4), mientras que los
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tratamientos de Chaetoceres gracillis y Chaetoceres muelleri presentaron un retraso en el
cambio de fase. tratamientos (ver Figura 14 - Porcentaje de Metamorfosis dia 10). Para el Gltimo
dia del experimento, solo se conté con poblacion de un solo tratamiento (mix de algas), y
lograndose llegar con un 30% de la poblacién a la etapa de Megalopa y con un 70% de Zoea 5

(ver Figura 16 - Porcentaje de Metamorfosis dia 16).

Figura 10 Figura 11
Porcentaje de Metamorfosis dia 1 Porcentaje de Metamorfosis dia 3
DIA1 DIA 3
W71l mZ2 mZ3 mZ4 mZ5 mM mZl mZzZ2 mZ3

mix - [ mix | NGO
paviova lutheri | R Paviova lutheri | R
Chaetoceros muelleri | NGNS Chaetoceros muelleri | NS
Chaetoceres gracilis || ENEGTcTNNGEE Chaetoceres gracilis | I ESINNGZN

Nota. Con color azul porcentaje de larvas que llegaron a zoea 1 y naranja zoea 2.

Figura 12 Figura 13
Porcentaje de Metamorfosis dia 5 Porcentaje de Metamorfosis dia 7
DIAS DIA 7
M7l WZ2 mZ3 W74 W75 EM EZl 72 mZ3 mZ4 MZ5 EM
v SO v |G
Chaetoceros muelleri _ Chaetoceros muelleri _I%
Chaetoceres gracilis _ Chaetoceres gracilis _—

Nota. Con color azul porcentaje de larvas que llegaron a zoea 1, naranja zoea 2, y plomo

zoea 3



Figura 14

Porcentaje de Metamorfosis dia 10

DIA 10

W71l mZ7Z2 mZ3 mZA mZ5 MM

Pavlova 09
lutheri

T W o
muelleri

DL sk
gracilis
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Figura 15

Porcentaje de Metamorfosis dia 13

DIA 13

W7l m72 mZ3 mz4 m75 mM

Mix 50%

Pavlova

lutheri °

Chaetoceros
. 0%
muelleri
Chaetoceres

0,
gracilis 0%

Nota. Con color azul porcentaje de larvas que llegaron a zoea 1, naranja zoea 2, plomo zoea 3,

amarillo zoea 4, y celeste zoea 5.

Figura 16

Porcentaje de Metamorfosis dia 16

DIA 16

W71l m72 mZ3

Z4 mZ5 mM

Pavlova lutheri 0%
Chaetoceros 0%
muelleri
Chaeto.c.eres 0%
gracilis

Nota. Con color azul porcentaje de larvas que llegaron a zoea 1, naranja zoea 2, plomo zoea 3,

amarillo zoea 4, celeste zoea 5 y verde megalopa.
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3.1.5 Perfil nutricional de acidos grasos en cada estadio larvario

La Tabla 5 presenta datos sobre el perfil de 4cidos grasos de cada estadio larvario,
clasificados y marcados de la misma manera que los datos de las Tablas 3 y 4. Los datos
mostraron que los &cidos miristico, palmitico, margarico, estearico, palmitoleico, oleico,
16:2(n-4), linoleico (cis, cis) y linoleico, estaban presentes a lo largo de todo el desarrollo
larvario de U. occidentalis por lo cual se deduce que son necesarios para cumplir con toda la
etapa de crecimiento. Estos &cidos grasos fueron aportados en mayor parte por las 3
microalgas Chaetoceros gracilis, Chaetoceros muelleri, y Pavlova lutheri, y por el
zooplancton artemia y rotifero. El &cido araquidico aportado por Pavlova lutheri y el acido

21:5(n-3) aportado por el rotifero, no fueron detectados (N.D.) en ningun estadio.

Tabla 5

Perfil de acidos grasos de cada estadio larvario (larvas de tratamiento mix)

Nombre comun
Saturados
12:0 Acido Laurico
14:0 Acido miristico
Acido
14:01
miristoleico
Acido
15:0
pentadecilico
16:0 Acido palmitico
17:0 Acido margarico
18:0 Acido esteéarico
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20:0 ‘ N.D. ‘ N.D. ‘N.D.‘ N.D. ‘N.D.‘ N.D. ‘ N.D. ‘Acidoaraquidico

Monoinsaturados

Acido
Cis-16:1(n-9)
palmitoleico
Cis-18:1(n-9) Acido oleico
20:1(n-9)

Poliinsaturados

16:2(n-4)

Acido linoleico
cis, cis 18:2(n-6)

(cis, cis)
18:3(n-3) Acido linoleico
18:4(n-3)
21:5(n-3)

Acido
20:5(n-3) EPA
eicosapentaenoico

22:4(n-6)

22:4(n-3)

22:5(n-3)

Acido
22:6(n-3) DHA
docosahexaenoico

Acido
20:4(n-6)+
araquidonico

Nota. Se diferencia por colores mayor cantidad de acidos grasos (azul) y menor cantidad (verde).
Se realizo la sumatoria de los acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados para

obtener la Figura 17. En esta figura se evidencio que las etapas de huevo, zoea 2, 3, 4 y 5 contenian
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mayores cantidades de acidos grasos saturados, mientras que zoea 1 y megalopa tenian mas acidos
grasos monoinsaturados. Los acidos grasos poliinsaturados se detectaron en menor cantidad en casi
todas las etapas, excepto en zoea 5 en donde parecia tener un poco mas de influencia. Con esto se
confirmé que para el desarrollo temprano de U. occidentalis es necesario una alimentacion con alto
contenido de acidos grasos saturados, es por esto que los tratamientos con la microalga Pavlova
lutheri fueron los primeros en mostrar una alta tasa de mortalidad larval, mientras que el tratamiento
“mix de algas”, con alta concentracion de los 3 tipos de acidos grasos, ayudo a las larvas a cumplir
con su ciclo.

Los &cidos grasos que se encontraron en mayor concentracion fueron &cido palmitico
(saturado), oleico (monoinsaturado) y linoleico (pollinsaturado), lo cual coincide con los resultados de
un estudio realizado sobre la composicion quimica del camarén Macrobrachium jelskii (Ramirez,
2010). En este estudio se recalca que la presencia de acidos grasos esenciales EPA en larvas de
crustaceo puede ayudar a incrementar la supervivencia de las larvas, debido a que esta relacionado al
fortalecimiento del sistema inmune, lo cual también explica que usar como tratamiento solo a Pavlova

lutheri no es la mejor opcidn, ya que aporta minimas cantidades de este acido graso (ver - Tabla 3).
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Figura 17

Acidos grasos de los estadios larvarios

Acidos grasos totales de cada estadio larvario

e Saturados === |onoinsaturados === Poliinsaturados

34,41
32,29

20,99

Huevo Zoea 1l Zoea 2 Zoea 3 Zoea 4 Zoea 5 Megalopa
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4.1 Conclusiones y Recomendaciones

4.1.1 Conclusiones

e El tratamiento de “mix de algas” demostro ser el mas eficaz en términos de
metamorfosis. Este tratamiento fue el Gnico en completar todo su desarrollo larvario,
permitiendo observar todas las etapas de desarrollo. Los otros tratamientos monoalgales
fueron insuficientes para permitir completar el ciclo larval.

e El mayor aporte nutricional fue logrado con la combinacion de todas las
microalgas evaluadas. Cada especie de algas fue seleccionada por su contenido y
diversidad de &cidos grasos, lo que se evidencio en el perfil lipidico de la ultima fase de la
larva.

e Para la variable supervivencia, ambos tratamientos con Chaetoceros mostro
una supervivencia similar probablemente debido a su alto nivel de acidos grasos en
comparacion con Pavlova lutheri. Los acidos grasos juegan un rol importante en la
supervivencia debido a su influencia en el sistema inmune. Por lo antes mencionado, el

tratamiento “mix de algas” presentd mayor supervivencia.

4.1.1 Recomendaciones

e Incorporar el uso de vitamina C o probidticos como apoyo al sistema inmune.

e Mantener las condiciones de cultivo con la menor cantidad de detritus para
evitar contaminacion a las larvas por degradacion de materia organica (heces).

e Modificar el método de recambio de agua para reducir el estrés de las larvas.
Se debe evitar en lo posible sacar las larvas de los contenedores de experimentacion.

e Reducir al maximo las variaciones de temperatura.
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e Continuar con las investigaciones en la alimentacién de larvas considerando
otros alimentos a diferentes tiempos de desarrollo para ayudar al perfil lipidico de las

larvas de Ucides occidentalis.
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