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RESUMEN

La acuicultura es esencial para la produccién alimentaria y conservacion marina,
destacando en Ecuador el potencial de los erizos de mar para diversificar la industria
y fortalecer la economia. La sobreexplotacién y degradacion ambiental estan
disminuyendo las poblaciones de erizos en la actualidad, lo que resalta la urgencia
de desarrollar técnicas de reproduccion en cautiverio para su conservacion. Por
ende, el presente estudio se enfocd en evaluar los efectos de dietas experimentales
y choques térmicos en Echinometra vanbrunti, analizando crecimiento vy
supervivencia embrionaria. La investigacion realizada en SEMACUA S.A. entre
marzo Yy julio inicia mediante la recoleccion de organismos (E. vanbrunti y U.
lactuca) y distribucion de tratamientos de dietas: natural, balanceada y combinada.
Los resultados de las pruebas indican un mayor crecimiento en talla para dieta
combinada y mayor crecimiento en peso para dieta combinada y balanceada. La
dieta combinada tuvo menor mortalidad (8%), mientras que las dietas balanceada y
natural presentaron mortalidades del 10% y 12%, respectivamente. La viabilidad
embrionaria fue superior en las dietas combinada y dieta balanceada (TS: 15.61%)
en comparacion con la natural (TS: 11.75%). Los pardmetros ambientales se
mantuvieron estables a excepcion de los dos primeros meses donde se mostrd
mayor mortalidad que se relacion6 con el aumento de TAN, amonio Yy nitratos, y
los choques térmicos resultaron menos invasivos que la inyeccion via peristomal,
logrando una mayor densidad embrionaria y tasa de fertilidad para la dieta
combinada y balanceada.

Palabras clave: Echinometra vanbrunti, choques térmicos, dieta combinada,

parametros, desarrollo embrionario.



ABSTRACT

Aquaculture is essential for food production and marine conservation, with Ecuador
highlighting the potential of sea urchins to diversify the industry and strengthen the
economy. Overexploitation and environmental degradation are currently reducing
sea urchin populations, emphasizing the urgency of developing captive breeding
techniques for their conservation. Therefore, this study focused on evaluating the
effects of experimental diets and thermal shocks on Echinometra vanbrunti,
analyzing growth and embryonic survival. The research, conducted at SEMACUA
S.A. between March and July, began with the collection of organisms (E. vanbrunti
and U. lactuca) and the distribution of diet treatments: natural, balanced, and
combined. The results indicated greater size growth for the combined diet and
higher weight growth for the combined and balanced diets. The combined diet
showed the lowest mortality (8%), while the balanced and natural diets had
mortalities of 10% and 12%, respectively. Embryonic viability was higher in the
combined and balanced diets (TS: 15.61%) compared to the natural diet (TS:
11.75%). Environmental parameters remained stable except during the first two
months, which showed higher mortality linked to increased TAN, ammonium, and
nitrates. Thermal shocks were less invasive than peristomal injection, achieving

higher embryonic density and fertility rates for the combined and balanced diets.

Keywords: Echinometra vanbrunti, thermal shocks, combined diet, parameters,

embryonic development.



GLOSARIO

Actividades antropogénicas. - Actividades realizadas por los seres humanos que
afectan el medio ambiente, como la industria, la agricultura y la urbanizacion.

Ex situ. - Procedimiento o estudio realizado fuera del entorno natural del
organismo, generalmente en un laboratorio o en condiciones controladas.
Variables biométricas. - Parametros medibles en organismos vivos que incluyen
dimensiones corporales, peso, y otras caracteristicas fisicas relevantes para estudios
bioldgicos.

Tasa de crecimiento. - Velocidad a la que un organismo incrementa su tamafio o
masa en un periodo determinado.

Diametro de testa. - Medida del didmetro de la capa protectora o concha en algunos
organismos, utilizada para evaluaciones de tamafio y crecimiento.

Reproduccion inducida. - Proceso mediante el cual se estimula la reproduccion de
un organismo a través de métodos artificiales o condiciones especificas.
Incubacion. - Periodo en el cual los huevos o embriones se mantienen en
condiciones controladas para asegurar su desarrollo adecuado.

Desarrollo embrionario. - Serie de etapas que atraviesa un embrion desde la
fertilizacion hasta alcanzar una etapa de desarrollo mas avanzada.
Espectrofotometria. - Técnica de laboratorio que mide la cantidad de luz absorbida

por una sustancia para analizar su concentracion o composicion.



Gametos. - Células reproductoras haploides (como el 6vulo y el espermatozoide)
que participan en la fertilizacién para formar un organismo.

Fecundacion. - Proceso de unién entre un 6vulo y un espermatozoide que da origen
a un embrion.

Larva Pluteus. - Etapa larval de ciertos equinodermos, caracterizada por su forma
alargada y presencia de brazos que facilitan la movilidad en el agua.

ImageJ. - Software de andlisis de imégenes utilizado en investigaciones cientificas
para medir, contar y analizar caracteristicas en imagenes digitales.

Calibrador de Vernier. - Herramienta de precision utilizada para medir
dimensiones internas, externas y profundidades con gran exactitud.

Post-Desove. - Estado de un organismo después de liberar sus gametos o productos

reproductivos, etapa en la que generalmente se observan cambios fisiolégicos.



ABREVIATURAS

pH: Potencial Hidrogeno

NOs: Nitrato

NH,4*: Amonio

NO:: Nitrito

KCI: Cloruro de Potasio

Mg/l: Miligramos por litro

°C: Grados Celsius

%TC: Porcentaje de tasa de crecimiento mensual

%TS: Tasa de supervivencia

Dieta C: Dieta combinada

Dieta B: Dieta balanceada

Dieta N: Dieta natural

Cel/ml: Células por mililitros

pm: Micras

PP: Pérdida de peso



1. INTRODUCCION

La acuicultura es una de las actividades con mayor demanda en el sector econémico
y en la seguridad alimentaria a nivel mundial. A través del uso de recursos marinos,
esta actividad permite la produccion y conservacion de organismos acuaticos bajo
un sistema de cultivo, mediante la comprension de los procesos biolégicos en una
amplia gama de especies, tales como peces, moluscos, crustaceos y algas, con la
finalidad de contribuir a la diversificacion de diferentes fuentes de proteina. De esta
forma, esta actividad ha mostrado una notable importancia en la seguridad

alimentaria global durante los dltimos afios (FAO, 2022).

En los Gltimos afios, el consumo de erizos de mar a nivel mundial ha experimentado
un notable crecimiento, impulsado por su alto valor nutricional derivado de las
gonadas que alberga este organismo en su interior. Segin FAO (2019) y Marzuqa
(2016) Japon lidera el consumo y venta del erizo de mar a nivel mundial, seguido
de cerca por Corea del Sur, China, Chile, Peru, Rusia y Espafia. De esta forma, el
continente asiatico se destaca como el continente mas prominente en la acuicultura,
gracias a la diversidad de especies acuaticas que sus paises pueden criar para fines

comerciales y consumo local.



En Europa, a través de la técnica de inyeccion via peristomal para adultos
reproductores y el método de batea para engorde de especimenes, Espafia se ha
posicionado como uno de los principales paises dedicados a la produccion del erizo
de mar (Parrondo et al., 2023). En Latinoamérica, el mercado del erizo de mar se
ha consolidado principalmente en paises como Estados Unidos, México, Canada y
Chile. Siendo impulsado por una variedad de especies originarias como Arbacia
dufresnii, Arbacia stellata, Loxechinus albus, Strongylocentrotus purpuratus,
Echinometra vanbrunti y Tripneustes depressus, los cuales han demostrado ser
valiosos debido a su aporte nutricional compuesto de proteinas, carbohidratos,

acidos grasos, colageno y vitaminas (Rubilar, 2020).

En Ecuador, Echinometra vanbrunti se distribuye en las aguas costeras del Pacifico,
particularmente en las Islas Galapagos y en la regién del Golfo de Guayaquil. Esta
especie de erizo de mar se distribuye principalmente en zonas intermareales poco
profundos, habitando en arrecifes de coral, rocas y fondos arenosos (Tigua, 2021).
Sin embargo, en los ultimos afios estos grupos de animales han experimentado una
disminucion en sus poblaciones tanto en la costa del Pacifico como en la costa
ecuatoriana debido a cambios en el medio acuatico y a las actividades
antropogeénicas, siendo un desafio prominente para las especies que habitan en el

lugar (Orellana, 2022).



A nivel nacional, la acuicultura ha mostrado un mayor interés comercial en especies
tradicionales como crustaceos, peces y moluscos. Sin embargo, aunque la
diversificacion de esta actividad con otros grupos taxonémicos no se ha promovido
correctamente dentro del pais, contamos con otras especies que pueden representar
un importante atractivo comercial, tales como los erizos de mar que representan una
gran demanda en mercados asiaticos y europeos por las gonadas que estos
organismos albergan en su interior, lo que podria diversificar significativamente la

industria acuicola en el Ecuador (Sanchez et al., 2020).

La reproduccién inducida en erizos de mar se ha estudiado en detalle, y en la
actualidad existen tres procesos de induccion: la aplicacion de KCl en la zona aboral
a través de inyecciones (Madrid, 2023), la aplicacion de choques térmicos (Diaz &
Carpizo, 2011) y la agitacion manual, que también se ha demostrado efectiva para
inducir la reproduccion. Segun un estudio de Sonnenholzner (2018), el método mas
adecuado para la reproduccion inducida es el de choques térmicos, ya que presenta
una menor tasa de mortalidad tanto en adultos como durante el desarrollo

embrionario-larval.



El presente estudio fue enfocado en el mejoramiento de la salud, la supervivencia
en la fase reproductiva y el desarrollo embrionario mediante la aplicaciéon del
método de induccién por choques térmicos y la aplicacion de una dieta
experimental con el objetivo de acelerar la madurez sexual de los erizos, asi como

aumentar la supervivencia y fecundacion de los ovocitos.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel mundial, la sobreexplotacion de los recursos marinos y la degradacion del
medio ambiente marino han llevado a la disminucién de las poblaciones de muchas
especies acuaticas, incluyendo los erizos de mar (Tambutti & Gomez, 2022). Esta
anomalia genera una preocupacion a los investigadores e incentiva a las practicas
de conservacion y manejo sostenible de estas especies, considerando ademas, la
necesidad de implementar nuevas técnicas de reproduccion asistida en cautiverio
que puedan complementar a la repoblacion, conservacion y produccion de este tipo

de organismos acuaticos.

En las zonas costeras de América Latina, las actividades de pesca y acuicultura son
una fuente econdémica fundamental. Sin embargo, la falta de control, la pesqueria
ilegal y el uso indebido de recursos han conllevado a la degradacion y
sobreexplotacion de los ecosistemas marinos. Esto ha impactado negativamente en
la disponibilidad de recursos para la alimentacion y reproduccion de las especies
marinas, incluyendo los erizos de mar (Tambutti & Gomez, 2022). Por otro lado, el
cultivo de erizos es una practica que se realiza en varios paises costeros europeos,
asiaticos y pocos de America latina representando una fuente de ingresos
econdmicos para la industria alimenticia y pesquera, por lo que se debe promover

la aplicacion de tecnicas de induccion para la produccion de larvas mediante el
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mejoramiento de la tasa reproductiva y desarrollo embrionario (Sonnenholzner,

2021).

El erizo de mar Echinometra vanbrunti al igual que otras especies de equinodermos
son considerados de gran importancia econémica y ecoldgica (Luna, 2015). Sin
embargo, su poblacion se encuentra disminuyendo y por ende su ciclo reproductivo
esta siendo alterado siendo uno de los factores relevantes es la alimentacion y
temperaturas ambientales a las que estan expuestos (Tigua, 2021; Orellana, 2022).
Actualmente, no se cuenta con estudios enfocados a evaluar la eficacia del
desarrollo embrionario a partir de la aplicacion de una dieta especifica y choques
térmicos en la reproduccion del erizo de mar Echinometra vanbrunti. Por lo tanto,
existe una necesidad urgente de investigar estas variables para mejorar y preservar

su poblacion en el pais.

De acuerdo con lo mencionado anteriormente, el estudio de la evaluacién de los
efectos en la reproduccion ex situ del erizos de mar cuenta con la finalidad de definir
un método de induccion efectivo bajo la funcionabilidad de las variables
temperaturas y alimento para promover la reproduccion de esta especie como
mejora del periodo reproductivo y la salud en el desarrollo embrionario de la
especie Echinometra vanbrunti, dicho estudio proveerad informacioén dtil para la

conservacion y la produccion de esta especie.
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3. JUSTIFICACION

El erizo de mar Echinometra vanbrunti es una especie potencial apta para la
acuicultura y a pesar de que esta especie se encuentra disminuyendo en la costa del
pacifico cuenta caracteristicas de gran tamafio y alta tasa de reproduccion y
crecimiento (Sonnenholzner, 2018). Por ende, el implementar una técnica de
induccion mejorada en relacion a los abastecimientos nutricionales proporcionados
por el alimento se convierte en una necesidad que se debe abarcar de forma

inmediata para la conservacion de la especie en cultivos acuicolas.

La implementacion de dieta experimental representa una opcién de alimento en
erizos de mar adulto el cual pretende abastecer los requerimientos nutricionales para
la maduracién sexual. Debido a esto, para comprender mejor la funcionabilidad es
importante dar un seguimiento a las medidas biométricas en respuesta a la dieta
experimental para determinar si el tipo de alimento utilizado beneficia el desarrollo
de estos erizos durante su periodo reproductivo, lo que puede conducir a una
alimentacion mas eficiente, contribuyendo asi a la produccion de larvas en

cautiverio como medio sostenible (Catoira, 2016).

A través del seguimiento y evaluacion de las fases del desarrollo embrionario del

erizo de mar es posible comprender la eficiencia del uso de técnicas de induccion
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aplicadas bajo el suministro de alimentos. Asimismo, el uso de indicadores de
fertilidad y de salud, tales como la medicion del didmetro de ovocitos y el conteo
de la densidad poblacional, permiten conocer el crecimiento y la supervivencia de
ovocitos en relacion al tiempo. Estas mediciones revelan la tasa de éxito de la
produccion de larvas permitiendo comprender la efectividad de procedimientos

utilizados.

Un sistema de cultivo debe constar con condiciones dptimas y adecuadas para el
desarrollo de especies marinas, en especial para el mantenimiento de reproductores
como la especie Echinometra vanbrunti. De esta forma, el analisis de los
parametros fisicoquimicos del agua permite dar una mayor comprensién en la
influencia en la supervivencia de reproductores. A través del monitoreo constante
de estos parametros, es posible identificar con precision las condiciones que ejercen
una influencia significativa en los procesos reproductivos. Esto es crucial ya que, a
partir de esto, se pueden desarrollar practicas mas efectivas y sostenibles (Catoira,

2012).

De acuerdo con la FAO (2020), el aumento de la demanda de erizos de mar a nivel
mundial ha generado un incremento en su produccion acuicola, lo que representa
una oportunidad econémica para la industria alimenticia y pesquera. Por lo tanto,

el objetivo de este estudio es evaluar el efecto de la maduracion sexual inducida
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mediante la aplicacion de dieta experimental durante el ciclo reproductivo y por el
método de induccidon al desove por choques térmicos en el erizo de mar
Echinometra vanbrunti para valorar asi la efectividad del proceso, con el fin de
establecer practicas de manejo Optimas para la acuicultura o supervivencia de esta

especie.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar en Echinometra vanbrunti los efectos en maduracion sexual inducida por
aplicacion de dieta experimental y choques térmicos determinando la tasa de

crecimiento y supervivencia en el desarrollo embrionario.

4.2. Objetivos especificos

» Analizar la dieta experimental en el periodo reproductivo mediante las
variables biométricas.

= Evaluar la tasa de crecimiento y supervivencia del desarrollo embrionario
en relacion al tiempo

= Establecer un protocolo de los factores fisico—quimicos considerando la

influencia en el proceso reproductivo.

5. HIPOTESIS

H1: La aplicacion de dieta experimental y choque térmico influye en el desarrollo

embrionario del erizo de mar Echinometra vanbrunti
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6. MARCO TEORICO

6.1. Filo Echinodermata

Los equinodermos son un grupo diverso de organismos marinos que se caracterizan
por su simetria pentarradial y un sistema ambulacral que funciona a través de
presion hidraulica y contracciones musculares. Estos organismos presentan una
amplia distribucién en todos los océanos tanto en regiones tropicales como polares

principalmente en las zonas costeras tanto en aguas profundas y poco profundas

El filo Echinodermata, abarca organismos como los deuter6stomos marinos
bentonicos. Se caracterizan por la presencia de un esqueleto interno conformado
por osiculos calcareos y su forma pentarradial, que lo distingue de los demaés grupos
de animales marinos. El filo comprende aproximadamente 7 mil especies vivas con
12 mil especies extintas en la actualidad, con una historia que remonta en el periodo

Cambrico, siendo uno de los grupos mas representativos del registro fosil.

Se acuerdo con Benitez et al. (2020), el filo Echinodermata se compone de 5 clases
principales, tales como la Asteroidea que es el grupo de las estrellas de mar;
Echinodermata con los erizos y doélares de mar; Holothuroidea con los pepinos de

mar; Crinoidea con los crinoideos y lirios de mar; Ophiuroidea correspondiendo a
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las ofiuras. La mayoria de los equinodermos son dioicos, presentando sexos
separados, y pueden llevar a cabo tanto fecundacion interna como externa. Algunas
especies desarrollan larvas pelagicas que maduran hasta alcanzar la sexualidad

(Benitez et al., 2022).

6.2. Echinometra vanbrunti

Echinometra vanbrunti, cominmente conocido como el erizo de mar de las rocas,
es una especie de equinodermo perteneciente al orden Echinoida y la familia
Echinometridae del filo Echinodermata. Este erizo de mar es una especie bentdnica
gue se encuentra comudnmente en arrecifes rocosos y areas intermareales de las
costas tropicales con profundidades hasta 3 metros, donde normalmente se adhiere

al sustrato rocoso.

El Echinometra vanbrunti se distribuye por el océano pacifico y las Islas Galapagos,
cuenta con un caparazon rigido y espinoso, con espinas cortas y densamente
distribuidas. El erizo de mar es caracteristico de poseer un cuerpo redondeado con
varias tonalidades, desde marron oscuro hasta negro, funcionando como un

excelente camuflaje entre las rocas y sustratos del ecosistema marino (Figura 1).
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Estos organismos son herbivoros, ya que se alimentan principalmente de algas y
detritos que habitan en las superficies rocosas. Su presencia es fundamental, ya que
ayudan al equilibrio del ecosistema permitiendo el control y crecimiento de algas

contribuyendo al ciclo de nutrientes.

Figura 1.

Erizo de mar de las rocas Echinometra vanbrunti.

Nota: La figura muestra la especie E. vanbrunti en su medio natural. Extraido de Sanna (2021)
6.2.1. Clasificacion Taxonomica

Reino: Animalia
Filo: Echinodermata
Clase: Echinoidea
Orden: Camarodonta
Familia: Echinometridae
Género: Echinometra

Especie: vanbrunti (A. Agassiz, 1863)
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6.3. Biologia del erizo de mar

El erizo de mar Echinometra vanbrunti presenta una biologia adapta al habitat
marino, ya que consta de un caparazon redondo calcareo recubierto de espinas que
exhiben en su medio natural. Poseen un sistema ambulacral que permiten la
locomocion, adhesion y captura del alimento. Esta especie, al igual que otros
equinodermos, cuenta con una reproduccién externa, es decir que se reproducen
mediante la liberacion de gametos al agua y estos huevos se fecundan en el medio
marino. Los individuos juveniles emergen de este proceso y atraviesan un periodo

larval pelégico antes de establecerse en el fondo marino (Arroyo & Lechuga, 2020).

Su alimentacién se basa principalmente en algas y materia organica, con un papel
clave en el control del crecimiento algal y la circulacion de nutrientes en los
ecosistemas costeros. Ademas, E. vanbrunti desempefia un papel ecoldgico crucial
como presa para diversos depredadores marinos, lo que influye en su

comportamiento y distribucion (Lewis & Hunt, 2020)
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6.3.1. Morfologia

El erizo de mar Echinometra vanbrunti, también conocido como erizo de espinas
negras o0 erizo marino de las rocas, presenta una morfologia tipica de los
equinodermos, adaptada para la vida en el medio marino bentonico. De acuerdo con
Conejeros Vargas et al. (2022), su cuerpo es de forma redondeada y aplanada, con
un didmetro que oscila entre 5y 8 centimetros, esta protegido por un test calcareo
articulado que proporciona soporte y defensa contra depredadores potenciales,

ademas de que posee dos hemisferios: oral y aboral (Figura 2).

Figura 2.

Ejemplar de erizo de mar en hemisferio oral y aboral.

Nota: En los erizos de mar, el hemisferio oral se encuentra en la parte inferior e incluye la bocay el
sistema masticador conocido como "Linterna de Aristételes”, mientras que el hemisferio aboral,
cubierto de espinas que facilitan el movimiento y proteccidn, incluye el madreporito y el ano.

Modificado de Rojas, 2007
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Una de las principales caracteristicas de esta especie es la linterna de Aristoteles,
misma que cumple la funcion de masticar y triturar alimentos del medio natural.
Esta estructura, se compone por cinco placas dentales que permiten la captura del
alimento para luego ser ingerido. Las adaptaciones anatomicas de los erizos de mar
reflejan la importancia de estos organismos en el nicho ecoldgico, ya que permiten

el equilibrio y la dindmica el ecosistema bentdnico (Escércega et al., 2019).

Juarez et al. (2015) menciona que el erizo de mar se compone de varias estructuras
tanto internas como externas, debido a que su cuerpo se encuentra ampliamente
protegido por un esqueleto calcareo denominada “testa”, que puede poseer formas
“esféricas” para los erizos con formas regulares y “aplanado” para especies de
erizos con formas irregulares. La testa cuenta con 20 columnas de placa, siendo 5
pares de ambulacros y 5 interambrulacros. Por lo consiguiente, poseen 10 placas en
el sistema apical, 5 placas con poros genitales y 5 oculares con orificios
especializados para los pies ambulacrales (Corpas, 2023). Adicionalmente, cuentan
con un sistema vascular acuifero importante para la locomocion y respiracion, este
sistema cuenta con el madreporito compuesta por ampollas que permiten la
regulacion de la presion y el ingreso del agua (Lewis & Hunt, 2020). En el
hemisferio oral del organismo, se encuentra la boca por donde ingresa el alimento

que es masticado posteriormente por la linterna de Aristoteles (Mattaliano, 2020)
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Dentro del sistema digestivo, se encuentra el esdfago, estbmago y el intestino que
da cavidad al proceso de digestion y absorcién de nutrientes provenientes del
alimento ingerido. En la region posterior, se encuentra el periprocto, que incluye el
ano y el poro genital, por donde se expulsan los gametos durante la reproduccion.
Las gonadas, donde se producen los gametos, se encuentran en el interior del
cuerpo. El sistema locomotor estd compuesto por pies ambulacrales, equipados con
ventosas, y un canal radial que se extiende desde la region oral hasta la region

aboral, distribuyendo nutrientes y eliminando desecho (ver Figura 3).

Figura 3.

Morfologia externa e interna del Erizo de mar.

Conducto Poro genital
A pétreo Periprocto B

Génada Madreporito

Intestino Organo axial
Esofago .
Sifén

Tubérculo

Vesicula R
primario

de Poli

Estémago

Espina

,
T e——

Canal

radial 5
Pedicelario

Pies ambulacrales ~ anular Anillo . .
T Nervio radial
Boca nerviso 3
Poros de pies
Linterna de Aristdteles ambulacrales

Nota: La figura muestra la morfologia interna (A), el cual se compone por intestino, estomago,
es6fago, ampollas, génadas, conducto pétreo, 6rgano axial, sifén, canal anular, anillo nervioso,
nervio radial y vesicula. Ademas, de la morfologia externa (B) compuesta por caparazén, espinas,
pedicelarios, pies ambulacrales, ano, poro genital, periprocto, boca y linterna de Aristoteles.

Extraido de Dominguez, 2022.
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6.3.2. Locomocidén

El desplazamiento o locomocién del erizo de mar lo realiza mediante el uso del
sistema ambularan compuesto por los pies ambulacrales que se encuentran cerca de
la parte oral. Estos pies, se encuentran equipados por ventosas en los extremos y se
expanden desde los canales del sistema ambulacral y tienen la capacidad de
adherirse a las superficies o sustratos del fondo marino. El erizo de mar utiliza una
combinacion de contracciones musculares para mover sus pies ambulacrales y
desplazarse en la direccion deseada. Ademas, puede utilizar las espinas de su
caparazdn para ayudarse en la locomocion, utilizando movimientos ondulatorios
del cuerpo para avanzar. Esta capacidad de movimiento le permite al erizo de mar
explorar su entorno en busca de alimento, refugio y compafieros reproductivos

(Mattaliano, 2020; Gaspar, 2015).

6.3.3. Sistema ambulacral

Segun McClanahan & Muthiga (2021), Echinometra vanbrunti cuenta con un
sistema ambulacral conformado por pies ambulacrales siendo un componente
fundamental para su anatomia y locomocién. Estas estructuras se presentan en
forma tubular que se extienden a partir de los canales del sistema ambulacral y
cuentan con ventosas en los extremos distales, los cuales le permiten la adhesion al

sustrato, asi como el desplazamiento a lo largo del fondo marino. Estas estructuras
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de locomocion se organizan en series tanto de ambulacros e interambulacros
delimitados por surcos. Este sistema, incluye ademéas un canal radia que aborda
longitudinalmente a lo largo del cuerpo con el fin de interconectar las ambulacros

con la bocay el ano, sirviendo de transporte de nutrientes, agua y desechos.

6.3.4. Ciclo de vida

Este proceso comienza a partir de la fecundacion de los ovocitos de sus
reproductores, en el cual una vez que son liberados de estos ovocitos comienzan
una nueva vida. En su medio natural, a partir de las 24 horas de fecundacién da
lugar a la larva, en el cual estos organismos forman parte del plancton marino
alimentandose del microorganismo como fitoplancton y deméas particulas
suspendidas en el agua siendo su principal fuente de alimento (Mattaliano, 2020,

Pp. 15)
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6.3.5. Ciclo reproductivo

Los equinodermos del género Echinometra se reproducen de forma sexual,
especialmente en los erizos de mar y otros organismos del grupo mantienen una
fecundacién externa. Presentan ciclo de vida complejos que comprenden varias
etapas de desarrollo y reproduccion. Los erizos de mar poseen sexos separados y
no presentan dimorfismo sexual, cuentan con esqueleto calcareo cubierto de espinas

(Mendoza, 2018).

En la maduracién sexual del erizo, las células germinales son las encargadas de la
formacion de nuevos erizos de mar, por medio de la produccion de gametos bajo la
influencia de hormonas. En el caso de los machos, las gbnadas producen
espermatozoides, mientras que, en el caso de las hembras producen 6vulos. Este
proceso de formacion de ovocitos da inicio nuevamente al ciclo de vida del erizo
de mar, y se encuentra influenciado por el incremento de temperatura del agua y la
disponibilidad del alimento. Una vez que el erizo de mar lleva a cabo la liberacion
de gametos, el proceso es sincronizado con el resto de los individuos de la misma
especie, con la finalidad de maximizar la tasa de fertilizacion. En muchos casos,
esta liberacion masiva de gametos ocurre durante eventos de desove sincronizado,
en los que grandes grupos de erizos liberan sus gametos simultaneamente. El
estimulo para este comportamiento puede incluir cambios en la temperatura del

agua, mareas, y la fase lunar (Vives et al., 2021).
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A través de la temporada de reproduccion, que varia segun la especie y las
condiciones ambientales, los erizos liberan gametos sexuales en el agua, donde
ocurre la fertilizacion externa. Los espermatozoides y dvulos se encuentran en la
columna de agua, donde se produce la union de los gametos (McClanahan &

Muthiga, 2020)

Después de la fertilizacidn, se forma un cigoto que eventualmente se convierte en
una larva pluteus, una etapa caracteristica en el desarrollo de muchos
equinodermos. Esta larva pluteus es pelagica y se alimenta de fitoplancton mientras
se desarrolla en el agua durante un periodo de tiempo variable. Posteriormente, la
larva sufre un proceso de metamorfosis convirtiéndose en una larva de transicion
denominada “larva brachiolara”. Esta se situa en el fondo del mar para culminar su
desarrollo y convertirse en juvenil, siendo la forma mas parecida al erizo de mar

adulto (Reyes et al., 2015).

A partir del crecimiento, los juveniles desarrollan su esqueleto y mejoran su
morfologia adulta. Sin embargo, una vez que alcanzan su etapa de adultos con
madurez sexual ellos pueden reproducirse nuevamente mediante la liberacion de
gametos en temporadas célidas (McClanahan & Muthiga, 2021). Este periodo
reproductivo se repite a lo largo de la vida del erizo, contribuyendo asi a la

continuacion de la especie. Este proceso completo, desde la fertilizacion hasta la
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reproduccion adulta, representa el ciclo de vida completo de los equinodermos, que
desempefian un papel crucial en los ecosistemas marinos, tal como se muestra en la

Figura 4.

Figura 4.

Ciclo reproductivo del erizo de mar.
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Nota: El ciclo de vida del erizo de mar comienza con la fecundacién de los embriones, que luego
avanzan a las etapas de larva, juvenil y finalmente a adulto reproductor, reiniciando asi el ciclo.

Extraido de Mattaliano (2020).
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6.3.6. Fases embrionarias

Cigoto. — Es el resultado de la fecundacion de los gametos masculinos y femeninos
donde se da lugar a una célula fertilizada del 6vulo por el esperma. Presenta una
envoltura vitelina que protege al embrion durante las primeras etapas de desarrollo

(Ancin et al., 2021).

Division 2 células. — La primera division mitética del cigoto, dando lugar a dos
células hijas. Posteriormente, la division celular continda dandose conforme pasa
el tiempo hasta la siguiente fase. Este proceso es rapido y simétrico, asegurando

que cada célula hija reciba una cantidad igual de material genético.

Blastula 64 células. — Fase en la que el embridn se convierte en una blastula
alcanzando 64 ceélulas, una estructura esférica con una cavidad central llamada
blastocele, rodeada por una monocapa de células. En esta etapa, las células
comienzan a diferenciarse en funcién de su posicién formando cilios rigidos en el

polo animal del embrion (Brisefio et al., 2024).

Gastrulacion. — Proceso mediante el cual la blastula se invagina, formando una

estructura tridimensional con tres capas germinales (ectodermo, mesodermo,
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endodermo). Estas capas daran lugar a los tejidos y 6rganos del erizo de mar

(Mufoz, 2020).

Eclosiéon. — EI embrion se desprende de la envoltura vitelina y entra en una etapa
de vida libre. Este proceso es crucial para la transicion del desarrollo embrionario

a la vida larval (Castellano, 2015).

Larva plateus. — Esta fase del erizo de mar se caracteriza por poseer estructura de
brazos ciliados que utilizan para la alimentacion y locomocion. La larva es capaz
de realizar el nado y la captura del fitoplancton, siendo su principal fuente de

alimento durante esta etapa (Millares, 2024)

6.3.7. Alimentacion

Los requerimientos nutricionales de los equinodermos varian segun la especie, pero
muchos son herbivoros, omnivoros o detritivoros. Por ejemplo, algunos erizos de
mar se alimentan de algas y materia organica que encuentran en el fondo marino,
mientras que otros pueden ser carnivoros o depredadores de organismos mas

pequefios (Martelli et al., 2024).

29



6.4. Ulva lactuca

Ulva lactuca, comiunmente conocida como lechuga de mar, es una especie de alga
verde perteneciente a la familia Ulvophyceae y al orden Ulvales. Se encuentra
frecuentemente en el mesolitoral costero y el sublitoral. Esta especie forma parte de
las algas marinas, que constituyen aproximadamente el 13% de las especies de

cloroficeas en todo el mundo (Espinoza & Hernandez, 2021)

Es un alga verde unicelular, macroscépica, que se encuentra en aguas saladas
alrededor del mundo. Se caracteriza por tener un cuerpo plano y membranoso, con
forma de hoja que puede variar en tamafo y forma dependiendo de las condiciones
ambientales (ver Figura 5). Ulva lactuca es una especie eurihalina, lo que significa
que puede tolerar una amplia gama de salinidades en el agua. Ademas, es conocida
por su capacidad para crecer rapidamente y colonizar areas con altos niveles de
nutrientes, siendo considerada una especie oportunista que sirve como fuente de

alimento para otras especies (Cruz, 2019).

Ulva lactuca es capaz de tolerar extremas condiciones ambientales y altos niveles
de contaminacidn, sin embargo, su presencia se reconoce como un bioindicador

ante la contaminacion del agua. Ademas, la especie tiene como capacidad llevar a
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cabo la purificacion del agua mediante el proceso de filtracion, siendo de gran

importancia para la salud del ecosistema marino (Dominguez & Loret, 2019)

Figura 5.

Ejemplar de Macroalga Ulva lactuca

Nota: La figura muestra la especie de U. lactuca, ejemplar que crece en las plataformas rocosas,

siendo un alimento indispensable para varios organismos marinos. Extraido de Liu et al. (2020)

6.4.1. Aporte nutricional

La especie de macroalga Ulva lactuca cuenta con un aporte nutricional para una
amplia variedad de especies marinas. De acuerdo con Sumarriva et al. (2019), U.
lactuca cuenta con una composicion diversa y equilibrada, en el cual los
carbohidratos constituyen la mayor parte de su contenido con un 44,70%, siendo
una fuente de energia indispensable para los erizos de mar. En su composicion,

también resaltan los niveles de proteina con un 27.38% esencial para el crecimiento,
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desarrollo y reparacion de tejidos, asi como la formacion de espinas y el caparazén

(ver Tabla 1).

Tabla 1.
Composicion proximal de la Ulva lactuca.

Parédmetro Composicion
Proteina 27.38%
Fibra 3.37%
Lipidos 0.48%
Carbohidrato 44.70%
Cenizas 24.07%

Energia 3408.8 callg

Nota: Los valores mostrados fueron extraidos de Sumarriva Bustinza et al., 2019

Tal como lo menciona Pincay (2023) las cenizas aportan minerales esenciales como
calcio, magnesio y potasio, que son vitales para mantener la salud ésea, el equilibrio
electrolitico y otras funciones fisioldgicas en los erizos de mar, siendo estas
representadas con un 24,07% en el alga Ulva lactuca. Ademas, la macroalga
proporciona fibra en un 3,37%, promoviendo la salud digestiva al regular el transito
intestinal y facilitar la absorcion de nutrientes. Por lo consiguiente, aunque en
menor proporcion Ulva lactuca posee una cantidad minima de Lipidos del 0,48%
que proporciona energia concentrada y acidos grasos para correcto funcionamiento

a nivel celular.

32



6.5. Alimento balanceado

En las practicas de la acuicultura, el uso del alimento balanceado es crucial para el
mantenimiento de organismos vivos en cautiverio, ya que tiene como finalidad
complementar los aportes nutricionales que los organismos adquieren de su medio
natural promoviendo un desarrollo optimo y crecimiento saludable. En el caso de
los erizos de mar Vizcarra (2017) sugiere una formula complementaria, dicha
formulacion ha mostrado resultados favorables en el desarrollo de los mismos. Este
alimento balanceado es elaborado en base a componentes como Harina de maiz,
harina de trigo, harina de soya, harina de algas, harina de pescado, aceite de

pescado, sales minerales y vitamina C (ver Tabla 5).

6.5.1.  Aporte nutricional

La composicién nutricional del alimento balanceado (Tabla 5) para erizos de mar
fue analizado mediante los métodos KIENDHAL y NIR para determinar su
composicion nutricional, el cual incluye un 27,33% de proteinas, que son esenciales
para el crecimiento y la reparacion de tejidos, asi como un 7,81% de lipidos que
proporciona energia concentrada para sus funciones metabolicas. De la misma
forma, la humedad constituye un 12,33% que contribuye a la textura y palatabilidad
del alimento, mientras que el 9,67% corresponden a las cenizas, las cuales aportan
minerales esenciales para la salud ésea y el equilibrio electrolitico, tal como se

muestra en la tabla 2.
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Tabla 2.

Porcentaje nutricional del alimento balanceado.

Composicion Porcentaje %
Proteina 27.33
Lipidos 7.81

Humedad 12.33

Carbohidratos 42.86

Cenizas 9.67

Nota: El analisis nutricional fue realizado en el laboratorio DULODER S.A (ver anexo)

El alimento balanceado esta disefiado especialmente para satisfacer las necesidades
nutricionales del erizo de mar, proporcionando ademas, una combinacion
equilibrada de nutrientes que promueven el crecimiento, desarrollo y bienestar. El
uso adecuado de proteinas, grasas, humedad y cenizas garantiza el suministro de
nutrientes esenciales en cantidades adecuadas para un perfecto funcionamiento

fisioldgico del animal, simulando su medio natural.

6.6. Importancia ecoldgica del erizo de mar

Los invertebrados marinos cumplen un rol de importancia en el ecosistema marino,
siendo especies fundamentales para el mantenimiento y equilibrio de la cadena
trofica y en el ciclo de nutrientes. Su presencia juega un papel importante en el
lecho marino como bioindicador en la salud del ecosistema. Los equinodermos,

ademas son esenciales para la oxigenacion del agua, asi como la descomposicion
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de materia orgénica y la estabilizacion de sustrato, que mediante su movimiento y
actividades promueven la reutilizacion de nutrientes manteniendo en buen estado

la salud del ecosistema (Reyes et al., 2024).

6.7. Marco Legal

De acuerdo con el Registro Oficial No. 449. de la Constitucion De La Republica
Del Ecuador (2008) sobre el patrimonio natural y ecosistemas, da a conocer en el

capitulo I1:

BIODIVERSIDAD Y RECURSOS NATURALES.

e EIl articulo 404 enfatiza la singularidad y el valor inestimable del
patrimonio natural de Ecuador, que abarca formaciones fisicas, bioldgicas
y geoldgicas de gran relevancia desde enfoques ambientales, cientificos,
culturales y paisajisticos. Para asegurar la proteccién, conservacion,
recuperacion y promocion de este patrimonio, se implementaran los

principios y garantias establecidos en la Constitucion.

e EIl articulo 405 establece que del SNAP (Sistema Nacional de Areas
Protegidas) tiene como finalidad la conservacion de la diversidad bioldgica

y la cantidad de procesos ecoldgico. Este sistema estd formado con
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subsistemas que rigen bajo la supervision de entes reguladores como el
estado. Ademas, que este tiene como fin asignar los recursos financieros
asegurando la sostenibilidad del sistema fomentando la participacion de
comunidades y pueblos indigenas Asimismo, se prohibe que entidades o
individuos extranjeros adquieran tierras o concesiones en areas de seguridad

nacional o protegidas, conforme a lo estipulado por la ley.

e Por otro lado, el articulo 406 establece que el Estado sera responsable de
regular acciones orientadas a la conservacion y al uso sostenible de
ecosistemas vulnerables y en riesgo, entre ellos los paramos, humedales,
manglares, boques humedos tropicales secos y hudmedos, incluyendo
ecosistemas marinos y costeros. Esto abarcard tanto la gestion para la
restauracion de estos ecosistemas como la aplicacion de restricciones sobre

la propiedad de tierras en dichas areas.

De acuerdo con la Ley Organica del Desarrollo de la Acuicultura y Pesca (2020)
mediante el registro Oficial Numero 187 suplemento Capitulo Il se centra en la
sostenibilidad para el uso de recursos hidrobioldgicos. Dentro del mismo, se
mencionan las disposiciones fundamentales para la proteccion y el uso responsable

de recursos marinos.
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SOSTENIBILIDAD EN EL APROVECHAMIENTO DE LOS RECURSOS

HIDROBIOLOGICOS

El Articulo 8 esta dirigido a la conservacion de las especies estableciendo
que las autoridades responsables y las entidades publicas elaboren un plan
Nacional de Ordenamiento para la Acuicultura y Pesca. Este plan definird
politicas y estrategias orientadas al desarrollo sostenible de los sectores
acuicola y pesquero. Asimismo, se indica que la Autoridad Ambiental
Nacional demarcara areas de proteccion de especies luego de realizar un

estudio técnico, social y ambiental que lo justifique.

El Articulo 9 aborda el uso sostenible de los recursos hidrobioldgicos en
aguas bajo jurisdiccion nacional. Dispone que las normativas
implementadas por el Estado para asegurar este uso sostenible también
seran aplicadas en el area contigua a la zona econémica exclusiva. El
objetivo es proteger especies de peces migratorios y transzonales, junto con
otros recursos marinos gue estan relacionados o dependen de estas especies.
También se contempla la preservacion de especies que forman parte de la

cadena trofica en la zona econdmica exclusiva.
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7.  MACO METODOLOGICO

7.1. Area de estudio

La presente investigacion se realizd en el laboratorio SEMACUA S.A. que se
encuentra ubicado en la parroquia Antoncito, en la peninsula de Santa Elena,
Ecuador, en las coordenadas 2°18'41.2"S 80°53'43.2"W (Figura 6B). Ademas del
sitio de recoleccion de muestras que se dieron en Plataforma Rocosa de Ballenita
en las coordenadas 2°12'22.4"S 80°52'54.2"W para la extraccion de E. vanbrunti
(Figura 6C1); y la plataforma rocosa de la playa de San Lorenzo en Salinas en

2°12'11.1"S 80°57'31.2"W para la extraccion de U. lactuca (Figura 6C2).

Figura 6.

Sitio de Investigacion y extraccion de organismos.

C.

EXTRACCION
DE MUESTRAS

Nota: A) Provincia Santa Elena — Laboratorio SEMACUA vy Sitio de Recoleccion de muestras B)
Anconcito - Ubicacion del Laboratorio SEMACUA SA. C) Sitio de Recoleccién de E. vanbrunti
(c1) (Ballenita) y Ulva lactuca (c2) (San Lorenzo). Modificado de MAATE, 2021; GOOGLE

HEART, 2024.
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7.2. Obtencién De Material Bioldgico

La extraccion de organismos de su medio natural se llevd a cabo bajo el permiso
otorgado por el Ministerio del ambiente con el cddigo: MAATE-ARSFC-2024-
0341 (ver anexo). El cual aplica tanto para los erizos de mar Echinometra vanbrunti
y la macroalga Ulva lactuca. De tal forma, que E. vanbrunti es extraido de la
plataforma rocosa de Ballenita con ayuda de equipo de extraccién con organismos
de la talla estimada de 4 a 7 cm de didmetro con un total de 72 especimenes
requeridos (Vives et al., 2021; Bustos & Olave, 2001). Asi mismo, la especie de
macroalga requerida con una biomasa total de 877.5 gramos de Ulva lactuca para
el estudio de 5 meses, los cuales fueron extraidos 175.5 g/mes, con una recoleccion

dada cada dos semanas en la zona rocosa de la playa San Lorenzo.

7.3. Traslado de organismos

7.3.1. Traslado de erizos de mar (Echinometra vanbrunti)

De acuerdo con la metodologia aplicada por Sonnenholzner (2018) y Catoira (2007)
para llevar a cabo el traslado de organismos se implementa el uso de recipientes
grandes en el cual se afiade hielo y agua de mar manteniendo temperaturas de 18°C.
Una vez realizado esto, los organismos recolectados son trasladados del mar a
bolsas pléasticas con cremallera individualmente dentro de la hielera. Esto con el fin
de reducir la actividad metabdlica y celular de los erizos de mar hasta que estos

Ileguen finalmente a su destino (ver Figura 7).
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Figura 7.

Traslado de material bioldgico Erizos de mar.

Nota: Recoleccidn de reproductores de 4 a 7 cm diametro en la plataforma rocosa de ballenita.

7.3.2. Traslado de macroalga (Ulva lactuca)

De la misma forma, se realiz6 el mismo protocolo de traslado de muestras en la
especie de macroalga Ulva lactuca, procurando extraer dichas muestras con el disco
de adhesidn, para evitar que esta se deteriore mas rapido. Los organismos fueron
trasladados en un recipiente de plastico a temperatura ambiente dentro de fundas
herméticas, tal como se muestra en la Figura 8. Posteriormente, estos ejemplares
fueron colocados en una gaveta de plastico a temperaturas de 23 a 25°C y siendo

utilizados continuamente para la alimentacion de los erizos de mar (Catoira, 2007).
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Figura 8.

Traslado de material biol6gico Macroalga Ulva lactuca.

Nota: Recoleccidn de alga marina en la plataforma rocosa de San Lorenzo, Salinas.

7.4. Sistema de cultivo

Los organismos recolectados fueron clasificados segin su tamafio en diferentes
grupos de alimentacion. Segun lo indicado por Sonnenholzner (2018), los erizos de
mar requieren 50 litros de agua para mantenerse en cautiverio; en tanques con un
volumen de 500 litros, permite albergar 10 individuos por cada uno de ellos. Sin
embargo, dado que estos eran adultos reproductores, se opté por colocar 8
organismaos por tangue, con aireacion constante y sin exposicion a luz directa. Cada
grupo contd con 24 individuos, distribuidos aleatoriamente entre los tanques

(Cerezo et al., 2022) (ver Figura 9).
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Figura 9.

Sistema de cultivo y distribucién de tanques.

GRUPO N (Dieta
Natural)

GRUPO B (Dieta
Balanceada)

GRUPO C (Dieta
Combinada)

Nota: Grupos de estudio bajo control de dietas distribuidos aleatoriamente.

7.4.1.Grupo dieta N (Alimento Natural)

Denominado también como grupo control. Este grupo respalda los resultados de
forma referencial con el fin de ser una comparativa en los resultados obtenidos de
los tratamientos experimentales sin recibir ningun tipo de tratamiento simulando las
condiciones normales. Para este estudio se utilizo la especie de macroalga “Ulva

lactuca”.
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7.4.2. Grupo dieta B (Alimento Balanceado)

En este grupo se aplicara unicamente una dieta balanceada, misma que fue
modificada de Vizcarra (2017), tal como se muestra en la tabla 5. Esta dieta busca
proporcionar los nutrientes necesarios para que un organismo se desarrolle de
manera adecuada, especialmente en organismos reproductores para la maduracion

sexual.

7.4.3.Grupo dieta C (Alimento combinado: Balanceado y natural)

El presente grupo consta del uso de una dieta complementaria basada en la
combinacién de alimento natural y balanceado. Esta dieta busca complementar
como una mayor fuente de nutrientes a los erizos de mar, siendo estos provenientes

tanto del medio natural y de un alimento elaborado.

7.4.4. Parametros fisicoquimicos

Durante la fase de mantenimiento de estos organismos se considerd tomar en cuenta
los pardmetros fisicos y quimicos del agua, tales como: temperatura, oxigeno, pH,
amonio, nitrito y nitrato, siendo estos factores los mas comunes utilizados en la
acuicultura. Los rangos de temperatura y oxigeno fueron aplicados de acuerdo con
los pardmetros de Mattaliano (2020) para erizos de mar reproductores. Asimismo,

Alvarez et al. (2015) y Casanova & Betancourt (2010), mencionan que para el
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mantenimiento de organismos acuaticos se deben emplear rangos establecidos
evitando que la salud de los organismos llegue a un estado critico, tal como se

muestra en la Tabla 3.

Tabla 3.

Parametros permisibles para el cultivo de organismos acuaticos.

Parametros fisicoquimicos Rangos permisibles
Temperatura 17-30°C
Oxigeno 5-6 mg/I
Salinidad 35 ppt
pH 6,5-8,5
Amonio (NH4") 0,01-0,25 mg/l
Nitritos (NO2") 0,001-0,100 mg/I
Nitratos (NOs") 2,0 — 10,0 mg/I
TAN 0,5 mg/l
%Amonio no ionizado <0,6

Nota: Los factores fisicos son recomendados para erizos de mar entre 4 a 8 cm de longitud. Los
factores quimicos corresponden a niveles 6ptimos en agua de mar para un buen desarrollo de
organismos acuaticos. Rangos extraidos de Mattaliano, 2020; Alvarez et al., 2015; Casanova &

Betancourt, 2010; De la Rosa & Velazquez, 2023; Sandifias & Pérez, 2004.

7.4.5. Recambios y sifoneo

Dentro del sistema de cultivo se llevé a cabo un recambio del 75% del agua de los

tanques cada 2 dias con ayuda del sifoneo para extraer la materia organica
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concentrada en la base del tanque, considerando ademas los niveles de nitrito y

nitrato (Alvarez et al., 2012).

7.5. Alimentacion

De acuerdo con Vizcarra (2017) la racion diaria de alimento es de 0,3 a 0,5 g por
erizos de mar de 40 a 50 mm de didmetro (ver tabla 4). Asi mismo el suministro de
alga Ulva lactuca se mantiene de 3 g por tanque, proporcionando recambios del

alimento cada 2 dias (Alvarez et al., 2012).

Tabla 4.

Racion diaria de alimentos para sistema de cultivo.

Dieta Natural Dieta Balanceada  Dieta Combinada
Balanceado - 0,3-0,5g/dia 0,15 - 0,25 g/dia
Ulva lactuca 0,3 - 0,5¢g/dia - 0,15 - 0,25 g/dia

Nota: La tabla muestra la cantidad de alimento recomendada por cada individuo en tanques de 500

litros. Los recambios se realizaron cada 48 horas y los sifoneo cada 24h.
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7.5.1. Dieta balanceada

Para evaluar los efectos de una dieta experimental en los resultados de desove de
erizos de mar adultos reproductores, se utilizara una dieta modificada basada en los
componentes propuestos por Vizcarra (2017). Esta dieta tiene como objetivo
ofrecer diversos nutrientes que pueden favorecer la maduracién sexual de los erizos
de mar, el cual fue elaborada en proporciones correctas mediante una mezcla
homogénea con un pellet de 5 mm de didmetro mediante el uso de un cedazo

metalico 3/16 (ver Tabla 2 y 5).

Tabla 5.

Composicion de balanceado extruido en 1 kg.

Componentes Peso (9)

Harina de maiz 288

Harina de trigo 270

Harina de soya 115

Harina de alga 100

Harina de krill 100

Harina de pescado 75
Aceite de pescado 24
Gelatina 10

Premix Vit-Min camarén 13
Toxo MX (EC-AGRI) 25T Gl 1
Fylax Fo HCL (EC-AGRI) 1000 Gl 1
Vitamina C 3

Nota: La tabla muestra la composicién del amiento balanceado que se dara uso en el presente estudio

de investigacion en erizos de mar. Modificado de Vizcarra, 2017
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La dieta se aplic6 cada 2 dias en los tanques de cultivo, tanto en los grupos: DIETA
B (alimento balanceado) y DIETA C (alimento combinado). Para esto es importante
tomar en cuenta realizar la respectiva limpieza de los tanques una vez que se
empiece a aplicar la dieta, debido de que la acumulacion de materia organica puede

resultar desfavorable para el mantenimiento de estos seres vivos.

7.5.2. Dieta Natural

Para llevar a cabo la comparativa del alimento que complemente a la maduracién
inducida de E. vanbrunti se utilizara la macroalga Ulva lactuca, el cual proporciona
los requerimientos tanto para el grupo N (Alimento natural) y el grupo C (dieta
combinada). Su aplicacion se llevara a cabo durante el mismo periodo cada dos

dias.

7.6. Induccion al desove

Una vez finalizada la fase de adaptacion de los organismos en un sistema de cultivo
en cautiverio durante dos semanas, se llevo a cabo el proceso de induccion. Para
estas pruebas se analizé los choques térmicos en comparativa de cada tratamiento
de dieta aplicado mediante las variables de tiempo, tasa de supervivencia, tasa de

crecimiento y densidad poblacional, para comprender la influencia de la dieta.
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7.6.1. Método de Induccion: Aplicacion de choques térmicos

Las temperaturas altas, demuestran un acondicionamiento gonadico adecuado para
la induccion al desove, este proceso consiste en el incremento de la temperatura de
los recipientes entre 4-5°C en un ambiente oscuro sin aireacion para luego
individualmente aplicar los choques de temperatura de célido a frio con ayuda de
hielo, de tal forma que las condiciones de temperatura variaron cada 20 a 30
minutos en la siguiente secuencia: 31°C caliente — 18°C frio — 31°C caliente

(Robles et al., 2020; Fernandez et al., 2021).

Adicionalmente, se realizé una prueba extra con los organismos del grupo de dieta
gue mostraron mejores crecimiento en peso y talla a partir del tercer mes, en el cual
dicha préctica consiste en corroborar los resultados obtenidos de técnica de
“choques térmicos” con el método tradicional “inyeccion de KCI via peristomal”
que es comunmente utilizada en esta especie de erizo de mar comparando variables
como tasa de supervivencia, tiempo y densidad poblacional, ademas de la liberacion

de gametos en cada técnica mediante la pérdida de peso post-desove.
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7.6.2. Método de induccion: Inyeccion via Peristomal

Para solventar las practicas de desove con choques térmicos, se empled ademas una
comparativa con el uso de la técnica tradicional de inyeccion via peristomal con
nuevos organismos extraidos de cada grupo experimental correspondiente
implicando el uso de 12 organismos (6 individuos por cada método) siendo 6
hembras y 6 machos, considerando las variables tiempo, supervivencia y densidad
poblacional, realizando una comparativa adicional de ambos métodos. Para
provocar el desove en organismos adultos, se administrard una inyeccion
intracelémica de 1 a 2 ml de KCI a una concentracion de 0.05 M a través de la
membrana peristomal. Después de la inyeccion, los individuos se posicionaran de
forma aboral en recipientes individuales, lo que facilitara la recoleccion controlada

de los gametos (Madrid, 2023).

7.6.3. Extraccion de gametos

La extraccion de gametos es un proceso esencial en la reproduccion asistida de
organismos marinos, que requiere manipulacion cuidadosa para asegurar su
viabilidad. Utilizando recipientes previamente esterilizados se colocan los erizos de
mar boca abajo para la recoleccion de gametos. El esperma masculino se diluye 0.2
ml en 10 ml de agua de mar filtrada y esterilizada, y se extraen 2 ml de esta solucion

para garantizar la concentracion adecuada. Los gametos femeninos se extraen sin

49



diluciones adicionales, utilizando 0.2 ml para la fecundacién. Con una proporcion
de 10:1 (Macho: Hembra), los gametos se agregan al recipiente de cultivo, creando
un ambiente éptimo para la fertilizacion (ver Figura 10) (Mendes et al., 2019;

Ayerve et al., 2017).

Figura 10.

Extraccion y combinacion de gametos.

g
SPOPNE

preTww
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Nota: Induccion al desove mediante choques térmicos y mantenimiento de ovocitos a 25°C.
Los erizos de mar son organismos acuaticos que no presentan dimorfismos
sexuales, siendo el color de sus gametos la Gnica via de distincion del sexo. El color
blanco es el semen expulsado por el macho, mientras que los évulos con coloracién

naranja o marrén son provenientes de la hembra (Alvarez, 2017).
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7.6.4. Incubacidén

De acuerdo con Bustos & Olave (2001) & Catoira (2007), el proceso de incubacion
comienza con la fecundacion de los ovocitos. Una vez que se mezclan los gametos
de ambos sexos, se transfieren a un beaker de 1 litro de agua de mar filtrada y estéril
cubierto con papel aluminio. Cuando los embriones alcanzan la fase de Larvas, se
trasladan a peceras de vidrio (25x30 cm) con agua de mar filtrada para que

continten su desarrollo embrionario a una temperatura de 25°C.

7.7. Instrumentos de recoleccién de datos

7.7.1. Mediciones biométricas en reproductores

Las medidas de peso y talla fueron consideradas una vez que se did inicio a la fase
experimental durante los meses de marzo a julio, sin considerar las mediciones de
estas variables en la fase de adaptacion del mes de febrero. En la fase experimental
se obtuvieron los datos proporcionados mediante la aplicacion de dietas en tres
grupos de estudio, las cuales se clasificaron de la siguiente forma: dieta natural,
dieta balanceada y dieta combinada. Por lo tanto, la toma de datos de talla y peso
de los erizos de mar fueron realizados cada 7 dias utilizando un calibrador de vernier
para la talla y una balanza digital para el peso del organismo. De acuerdo con

GIDEA (2017), el calculo de la tasa de crecimiento se debe realizar bajo la formula:
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. I,-Th
Tasa de crecimiento en talla % = T * 100
1

7.7.2. Conteo poblacional y medicion de ovocitos

En el conteo de los ovocitos se utilizé la Camara de conteo de Neubauer para
comprender la densidad de los mismos, llevando a cabo monitoreos durante cada
fase del desarrollo embrionario a partir de la fecundacién hasta prisma. Esto
ademas, permitio conocer la supervivencia final de los organismos en un volumen

determinado (Gallego & Pérez, 2021).

Los ovocitos fueron obtenidos mediante la fertilizacion, combinando gametos
masculinos y femeninos. Posteriormente, se realiz6 la medicién de los ovocitos
utilizando el software especializado "ImageJ”, que permiti6 monitorear las
dimensiones en cada etapa del desarrollo embrionario, expresadas en micras en

aumentos de 4x y 40x (Lianis et al., 2022).

Segun Alarcon (S.f.), para medir en micras, el primer paso es calibrar la imagen
utilizando una escala de referencia conocida, como un patrén de calibracién con
marcadores de distancia establecidos. A través de la funcion "Analyze > Set Scale"
de ImageJ, se especifica la distancia conocida en micras, lo que permite que el

software realice conversiones precisas. En este caso, se utilizd de referencia las
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medidas de un hemocitémetro (ver Figura 11). Una vez calibrada la imagen, se
mide la distancia deseada utilizando la herramienta de linea de ImageJ. Al trazar la
linea sobre la imagen, el software proporciona automéaticamente la longitud en
la observacion

micras, asegurando mediciones precisas Yy confiables en

microscopica.

Figura 11.

Medicién de ovocitos en software ImageJ.

(7 i
2231.65x2975 54 um (960x1280); RGB. 4 7MB IFﬁe Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

lojo|c|ofl «|v\|Alo|a| | o 4|6~ »

lore Tools™ menu (switch toolsets or add tools)

{ Results
File Edit Font Results

o

x

Area Mean _ |Min

1 178330 144809 138658 173792 339% 0
2 178330 151683 142482 192094 15548 0

Max Angle |%Area |Length

75355
74.801

Nota: Medicion de ovocitos en fase de division 8 células en aumento 10x.
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7.7.3. Medicion de parametros fisicoquimicos del agua

Durante el periodo de estudio se llevd a cabo el control de pardmetros como
temperatura, oxigeno, pH, amonio, nitrito y nitrato, los mismos que fueron
analizados mediante instrumentos de medicion utilizados en acuicultura. En el caso
de la temperatura y oxigeno, los datos fueron obtenidos mediante un YSI Pro1030
para el registro correspondiente de la misma. Por otro lado, los niveles de pH fueron
tomados mediante un medidor de pH Hanna HI 98107, mientras que los niveles de
amonio, nitrito y nitrato fueron evaluados mediante el método de

espectrofotometria YSI 9300.

Adicionalmente, se realiz6 el célculo respectivo para TAN y % Niveles de
toxicidad. De acuerdo Sardifias & Pérez (2004) y De la Rosa & Velazquez (2023),
para el calculo de parametros como TAN (Total de amonio nitrogenado) se empled

la siguiente formula:

TAN = NO;~ + NH;
Asi mismo, para el célculo del porcentaje de niveles de toxicidad se consideraron
los niveles de pH y temperatura mediante el uso de la tabla de amoniaco
denominada “Porcentaje de amoniaco no ionizado en solucion acuosa por valor de

pH y temperatura” (ver anexo 15).
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7.7.4. Andlisis de calidad de agua por espectrofotometria

De acuerdo con el manual descrito por YSI incorporated (2010) para el calculo y

medicion de pardmetros quimicos de agua como amonio nitrito y nitrato por

espectrofotometria se deben aplicar los siguientes procedimientos:

Amonio (NH+*). — El procedimiento para medir amonio en muestras de agua
de mar comienza con el llenado de un tubo de ensayo con 10 ml de la
muestra. Se afiade una cucharada del reactivo de acondicionamiento YSIy
se mezcla bien para disolverlo. Luego, se incorporan y trituran una tableta
de Ammonia No 1 y una de Ammonia No 2, asegurando su adecuada
disolucién. Posteriormente, la mezcla se deja reposar durante 10 minutos
para permitir el desarrollo del color caracteristico. Finalmente, se mide la
concentracion de amonio con un fotdmetro, seleccionando el modo Phot 4

para expresar el resultado en mg/l de NHa4. Método: Hach 8155.

Nitritos (NO>"). — Para el analisis de la medicion del nitrito, se inicia con el
proceso de filtrado de la muestra para una solucién limpia. Posteriormente,
se coloca la muestra en un tubo de ensayo de 10 ml de la muestra y se afiade
una tableta de Nitriphot No 1 triturada y mezclada, luego se afiade una
tableta de Nitriphot No 2 repitiendo el proceso de trituracion. Después de

afadir los reactivos, se deja reposar la mezcla durante exactamente dos
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minutos para permitir el desarrollo del color caracteristico del nitrito.
Finalmente, se selecciona Phot 43 en el fotometro y se registra la lectura en

mg/l de NaNO.. Método: Hach 8705

Nitrato (NOs"). — Para la medicién de nitrato en muestras de agua, se inicia
el proceso filtrando la muestra si es necesario, de modo que se obtenga una
solucion clara. Posteriormente, se llena un tubo de ensayo con 1 ml de la
muestra filtrada y se completa el volumen hasta 10 ml utilizando agua
desionizada. Se incorpora una tableta de Nitratest en el tubo de ensayo, la
cual debe ser triturada y mezclada cuidadosamente hasta su completa
disolucién dejando reposar la mezcla durante un periodo de 10 minutos para
la atenuacion del color. Finalmente, se procede a seleccionar Phot 23 en el
fotometro para medir el nitrato expresado en mg/l de N, o Phot 63 si se desea

la lectura en mg/l de NOs. Método: Hach 8171.
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7.8. Andlisis estadisticos

El analisis de datos se llevo a cabo mediante el uso de software estadisticos como
Rstudio version 2022.12.0+353 para la elaboracion de gréaficas Boxplot de peso y
tallas en reproductores; Past 4.03 para el andlisis de varianza de un factor en
comparativa a tres grupos de diferentes tratamientos y Excel para gréficas de
tendencias en crecimientos del desarrollo embrionario y parametros de calidad de
agua. Ademas del uso de Statgraphic Centurion Version 19.6.04 para la elaboracion
de gréfica de correlaciones entre parametros fisicoquimicos y la supervivencia de

reproductores.

La prueba ANOVA (Analisis de Varianza) es una herramienta que se utiliza para
comparar las diferencias entre las medias de tres 0 mas grupos o tratamientos para
determinar si existen diferencias significativas tanto en la tasa de crecimiento de
peso y talla en reproductores, asi como también en la tasa de crecimiento y
supervivencia del desarrollo embrionario del erizo de mar en relacién con el tiempo,
optando por un nivel de significancia del 0.05. Posteriormente, se utiliza la prueba
de Tukey para identificar cuales grupos son significativamente diferentes entre si

(Dagnino, 2014)
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8. RESULTADOS

8.1. Medicion de variaciones biométricas en reproductores

Durante el periodo de investigacion del mes de marzo al mes de Julio se obtuvieron
los datos de la tasa de crecimiento mensual (%TC) y crecimiento neto de los
organismos, la misma que se evalué mediante las variables biométricas de los erizos

de mar, que corresponden al peso y la talla de los reproductores.

En la figura 12 se muestra el crecimiento progresivo mensual de los reproductores,
dando a conocer que el grupo denominado “dieta combinada” mostr6 un mayor
alcance de crecimiento en talla de 0,483+0,10 mm/mes (TC: 1,09%), con un
crecimiento neto de 2,415+0,51 mm durante los 5 meses de estudio. Mientras que,
en la Figura también muestra una similitud de crecimiento en talla mensual entre
los grupos dieta natural (0,417+0,08 mm/mes; TC: 0,95%) y dieta balanceada
(0,400+0,08 mm/mes; TC: 0,92%), con un crecimiento neto de 2.085+0,42 mmy

2.0+0,45 mm respectivamente.
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Figura 12.

Tasa de crecimiento mensual de talla en reproductores.
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Nota: Comparacion de las medias y tasa de crecimiento (TC) de las tallas obtenidas de marzo a julio.

En la figura 13 se observa el peso obtenido de forma mensual, en el que se denota
un mayor incremento en el grupo dieta combinada de 0,445+0,04 g/mes (TC:
1.07%) con un crecimiento en peso total de 2,275+0,24 g en 5 meses. Seguido del
grupo de dieta balanceada de 0,431+0,05 g/mes (TC: 1.04%). Mientras que, en el
caso del grupo de dieta natural (0,318 £0,11 g/mes; TC: 0.75%) se mostrd un
crecimiento menor al de los demés grupos, en el que se demuestra que el grupo
combinado tiene un mayor alcance de crecimiento en peso, seguido de la dieta
balanceada que mostro un incremento similar al combinado y mayor a la dieta

natural.
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Figura 13.

Tasa de crecimiento mensual de Peso en reproductores.
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Nota: Comparacion de las medias y tasa de crecimiento (TC) del peso obtenidas de marzo a julio.

8.1.1. Determinacion de talla (mm) en tratamientos realizados

Bajo las condiciones de cautiverio, los reproductores mantuvieron un crecimiento
moderado de talla en los 3 grupos de dieta desde el mes de marzo a julio, donde se
determind que los grupos cuentan con una distribucién normal (P(normal): N:
0,814; B: 0,433; C: 0,251), y mediante ANOVA se reconoce que no existen
diferencias significativas entre las medias de los grupos (F =1.011, p = 0.3929). La
varianza entre los grupos es minima (ICC = 0.0021), y el omega cuadrado (w? =
0.0014) confirma que menos del 0.15% de la variabilidad se debe a diferencias entre

ellos.
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Sin embargo, en la imagen observamos que la dieta combinada tuvo un crecimiento
constante alcanzando una mayor talla de 2,415+0,52 mm (TC: 1,09%) durante los
5 meses de estudio, seguido de la dieta natural de 2,085+0,42 mm (TC: 0,95%) y la
dieta balanceada de 2,0+0,45 mm en total (TC: 0,92%), las cuales no mostraron
diferencias significativas mayores entre las dos con un crecimiento progresivo en

las tallas (ver figura 14).

Figura 14.

Crecimiento total de talla en reproductores.
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Nota: Registro mensual del didmetro de testa (mm) de marzo a julio bajo tres grupos de dietas.
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8.1.1.1. Talla - Dieta Natural

En la figura 15 se observa las tallas de los reproductores evaluados bajo las
condiciones de dieta natural durante el periodo de marzo a julio, en el que los datos
reflejan un aumento progresivo en los valores mé&ximos, minimos, media y
mediana. Durante marzo, la mediana es de 43 mm con una media de 43,83 mm, con
rangos minimos de 42 mm y maximos de 48 mm. En abril, la mediana incrementa
a 44 mm con una media que incrementa de igual forma a 44,76 mm y media de

45,50 mm, sin variaciones en los rangos y minimos.

Para el mes de mayo, la mediana aumenta a 45 mm con una media de 45,08 mm
con minimos de 43 mm y maximos de 49 mm, con una variacion minima entre los
maximos y minimos entre los rangos. En el mes de junio, la mediana se mantiene a
45 mm, con la media de 45,50 mm sin variaciones en los rangos. Finalmente, en
julio, la mediana alcanza 45.50 mm, la media llega a 45,92 mm y el minimo
aumenta a 44 mm, con los maximos aumentando en 50 mm. Este mes evidencia el
mayor incremento en la mediana y la media, destacando una tendencia continua de

crecimiento en los valores observados a lo largo del tiempo.
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Figura 15.

Caja de bigotes del crecimiento de talla en reproductores - Dieta N.
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Nota: Distribucién de talla obtenidas del didmetro de testa (mm) mensualmente entre marzo a julio

bajo la aplicacion de alimento natural U. lactuca.

8.1.1.2. Talla - Dieta balanceada

En la figura 16 de cajas y bigotes para los datos de dieta balanceada, se observa un
incremento mensual en los valores. En marzo, la mediana y la media tienen valores
iniciales de 42 mm y 43,73 mm respectivamente con una distribucion minima de
40 mm y maxima de 51 mm. En abril, la mediana aumenta a 43 mmy la media sube
a 44,36 mm (min: 41 mm; max: 51 mm), indicando un crecimiento en los valores
centrales. En mayo, la mediana se mantiene en 43 mm y la media incrementa a
45,18 mm (min: 42 mm; max: 52 mm), reflejando una tendencia clara hacia valores

mas altos.
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En junio, la mediana incrementa en 44 mm y la media crece a 45,64 mm (min: 42
mm; max: 53 mm), con el m&ximo aumentando. Finalmente, en julio, la mediana
se mantiene en 44 mm (min: 42 mm; max: 53 mm) y la media llega a 45,73 mm
(min: 42 mm; méx: 53 mm), mostrando el mayor incremento en la media y

reflejando una tendencia continua de crecimiento en los valores observados.

Figura 16.

Caja de bigotes del crecimiento de talla en reproductores - Dieta B.
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Nota: Distribucién de talla obtenidas del diametro de testa (mm) mensualmente entre marzo a julio

bajo la aplicacion de alimento balanceado.
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8.1.1.3. Talla - Dieta combinada.

Durante el mes de marzo, la distribucién de tallas iniciales corresponde a 42 mm
con una media de 44,08 mm con rangos minimos de 40 mm y maximos 51 mm. En
abril, la mediana aumenta a 43 mmy la media igual a 45,25 mm (minimo de 41 mm
y maximo de 52 mm). Para mayo, la mediana y la media incrementan a 44 mm y
46,08 mm reflejando una tendencia en crecimiento. En junio, la mediana
incrementa crece en 44,5 mm y la media a 46,42 mm, con un aumento en el rango
méaximo de 46,50 mm. Finalmente, para el mes de julio la mediana alcanza un
maximo de 44,5 mmy la media de 46,50 con rangos minimos de 42 mm y maximos

de 54 mm (ver grafica 6)

Figura 17.

Caja de bigotes del crecimiento de talla en reproductores - Dieta C.
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Nota: Distribucién de talla obtenidas del didmetro de testa (mm) mensualmente entre marzo a julio

bajo la aplicacion de U. lactuca y alimento balanceado.
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8.1.2. Determinacion de peso (g) en tratamientos realizados

Al igual que la talla, el peso es otro factor relevante al momento de evaluar el
crecimiento del erizo de mar. Con un conjunto de datos paramétricos (Valores
P(normal): N: 0,8223; B: 0,1057; C: 0,374), se llevd a cabo el uso de la prueba
ANOVA, el cual indica que no existe diferencias significativas entre los grupos (F
=0.3207, p = 0.7316), y la varianza entre ellos es irrelevante (ICC = -0.1572, o> =

0).

De acuerdo a los datos registrados, se obtuvo un crecimiento y decrecimiento del
peso en todos los grupos de estudio durante los 5 meses, por lo tanto para determinar
el crecimiento total de cada grupo consideramos el resultado final en comparativa
de lainicial. En el cual, se determina que los grupos que tuvieron mayor crecimiento
total de marzo a julio en peso fueron la dieta combinada (2,275+0,24 g; TC: 1.07%)
y balanceada (2,155+0,26 g; TC: 1.04%) quienes mostraron un peso significativo
al finalizar la investigacion. Por otro lado, la dieta natural mostro un menor

crecimiento en peso de 1,55+0,57 g totales (TC: 0.75%) (ver figura 18).
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Figura 18.

Crecimiento total de peso en reproductores.
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Nota: Registro mensual del peso (g) obtenido entre marzo a julio bajo tres grupos de dietas.

8.1.2.1. Peso — Dieta natural.

La figura 19 muestra mediante cajas y bigotes el crecimiento y decrecimiento del
peso en el erizo de mar del grupo de dieta natural. EI crecimiento del peso registrado
en el grupo de dieta natural dio a conocer que en el mes de marzo la distribucion de
los datos iniciales (méax: 57,3g; min: 30,2g) corresponden a una media 41,99 y
mediana de 40,8g. Luego, en el mes de abril se puede observar un crecimiento de
+0,54g en la media (42,91g), con una mediana que de igual forma crece a 41,99

(max: 58,6g; min: 32,19).
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Posteriormente, en el mes de mayo se observa una disminucion del peso -0,45g en
la media (42,45g) con una mediana (40,99) que decrece de igual forma con la
distribucion de los datos (méx: 57,3g; min: 30,2g). Sin embargo, en el mes de junio
el peso vuelve a incrementar +0,51g en la media (42,96), con una mediana 40,8¢g
(méx: 58,5g; min: 31g). Finalmente, en julio se mantiene el crecimiento +1g con
una media final de 43,969 y una mediana de 42,849 con rangos finales: méx: 59,3g

y min: 31,89 (figura 19).

Figura 19.

Caja de bigotes del crecimiento de peso en reproductores - Dieta N.
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Nota: Distribucion del peso mensual obtenido entre marzo a julio bajo la aplicacién de U. lactuca.
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8.1.2.2. Peso — Dieta balanceada

En la figura 20 mediante cajas y bigotes se muestra el crecimiento del peso de los
erizos de mar durante los meses de marzo a julio. En el cual, se observa en el mes
de marzo la distribucion de los datos iniciales (max: 49,3g; min: 34,8g) donde la
media y mediana corresponden a 41,209 y 40,6g. Posteriormente, en el mes de abril
se nota un ligero crecimiento de +1,46g en la media (42,669), con una mediana
(42,49) y rangos minimos (37,1g) en aumento, mientras que los rangos maximos

disminuyeron a 48,5¢.

En el mes de mayo, se mantiene el incremento del peso con +0,30g en la media
(42,969) y una mediana de 42,8g (méax: 48,7g; min: 36,4g). Sin embargo, en el mes
de junio existe una disminucién de los valores con una media de 42,82g y mediana
de 42,3g (méax: 51,1g; min: 36,99), siendo este mes de pérdida de peso de -0,14qg.
Finalmente, en el mes de julio los valores de peso crecen nuevamente +0,53g en la
media (43,35g), con una mediana en aumento (43,2) y rangos finales (max: 51,3g;

min: 36,49) en crecimiento (ver figura 20).
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Figura 20.

Caja de bigotes del crecimiento de peso en reproductores - Dieta B.
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Nota: Distribucidn del peso mensual obtenido entre marzo a julio bajo la aplicacion de alimento

balanceado.

8.1.2.3. Peso — Dieta combinada

En la figura 21 observamos la tendencia del incremento del peso en la dieta
combinada donde se puede apreciar un crecimiento continuo desde marzo hasta
julio. Por lo que, en el mes de marzo se registré una media de 41,14g y mediana
con una distribucidn de datos iniciales (max: 65,2g; min: 19,3g). Asimismo, el mes
de abril mostr6 un crecimiento de +1,01g en la media (42,15g) con una mediana

(40,5g) con un incremento de datos (méax: 66,5g; min 21,49).
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En el mes de mayo, se observa un crecimiento menor de +0,65g en la media (42,80)
con una mediana que disminuye a 40,199 (max: 66g; min: 21,4g). En junio se
obtuvo un crecimiento de +0,54g con una media (43,34g) y una mediana (41,39).
Finalmente, en julio el crecimiento fue menor de +0,03g con una media final de
43,369 y mediana de 41,36g, con una distribucién mayor (max: 66,5g; min:

21,760).

Figura 21.

Caja de bigotes del crecimiento de peso en reproductores - Dieta C.
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Nota: Distribucion del peso mensual obtenido entre marzo a julio bajo la aplicacién de U. lactuca y

alimento balanceado.
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8.1.3. Mortalidad obtenida

En la figura 22a se presenta el porcentaje total de organismos utilizados en el
sistema de cultivo durante el periodo de investigacion comprendido entre los meses
de marzo y julio. En un inicio, el estudio contd de un total de 24 organismos para
cada grupo experimental abarcando un total de 72 individuos para los 3 grupos.
Durante la experimentacion, se registr6 una reduccion general del 33,33% que
representa una mortalidad de 24 organismos. En base a esto, es importante destacar
que del 33,33% de mortalidad obtenida, tan solo el 13,89% de la misma
corresponden a las pruebas experimentales, siendo un total de 10 organismos
afectados por las préacticas de induccion, mientras que el 19,44% restante de la

mortalidad son a causa del mantenimiento y adaptacion a la dieta.

Figura 22.

Mortalidad obtenida del sistema de cultivo de marzo a julio.

a. b.

%Mortalidad general
. 9 50% -

40% - 37,50%

Supenvivencia: 66,66% 33,33%

29,17%
30% A

20% A

% DE MORTALIDAD

10% A

0% T T
ortalidad: 33.33% DIETA N DIETA B DIETA C

GRUPOS DE ESTUDIO

Nota: Figuras de mortalidad a). Mortalidad general; b). Porcentaje de mortalidad por dietas.
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En cuanto al nivel de dietas, la dieta N registro una pérdida de 8 organismos
representando un 33,3% de la mortalidad por grupo, mientras que la dieta B tuvo
una pérdida de 9 organismos siendo el 37,5% de muertes. Finalmente, la dieta C
tuvo una mortalidad del 29,17% siendo el grupo con menor perdida de organismos
con 7 individuos descendidos (ver figura 22b y 23). De estos grupos, tan solo la
dieta C muestra una mayor supervivencia con 17 erizos de mar, mientras que los
demés grupos muestran disparidad por los cambios de alimentacion en

reproductores.

Figura 23.

Numero de organismos resultantes durante la fase de experimentacion.
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Nota: La Figura muestra la reduccién de organismos (mortalidad) obtenido durante la fase

experimental (marzo a julio) bajo la aplicacidn de diferentes dietas.
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8.2. Evaluacion del desarrollo embrionario en respuesta a los tratamientos

Una vez aplicado el método de induccion por choques térmicos, se logro llevar a
cabo el seguimiento de las fases del desarrollo embrionario a partir de la
fecundacion por medio de la union de gametos, hasta la eclosion y formacion de la

larva prisma en los aumentos 10x y 4x, tal como se muestra en la Figura 24.

Figura 24.

Fases del desarrollo embrionario del erizo de mar Echinometra vanbrunti.

A. D.

/ Espermatozoides

—_—

67,51 pm
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17,77 pm 12093 pm it 160,17 jim - Longitud dorsoventral 131,63 pm - Longitud vista inferior

Nota: Fases del desarrollo embrionario: A. Ovulo no fecundado; B. Ovulo fecundado; C. Primera
divisién celular (Dos células); D. Division 4 células; E. Division 8 células; F. Division 32 células;

G. Bléstula; H. Gastrula; I. Larva prisma —vista lateral; J. Larva prisma —vista inferior.
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8.2.1. Tasa de crecimiento en embriones

La prueba de normalidad aplicada en los grupos de dieta tanto natural (p = 0,1082),
balanceada (p = 0,593) y combinada (p = 0,092) muestra valores superiores al nivel
de confianza de 0,05. Estos resultados indican que los valores no presentan
desviaciones significativas manteniendo una distribucién normal en los tres grupos

de datos, dando paso a las pruebas paramétricas.

Posteriormente, el analisis de varianza Prueba ANOVA determin6 que los grupos
no presentan diferencias significativas entre las medias de los grupos (F = 0,00276
y P =0,9972) con un valor de varianza negativa entre los grupos de -174,622 con
un coeficiente de correlacion de intraclase (ICC) de 0,099 indicando una

variabilidad minima entre los grupos.

En base a esta comparativa, la tabla 6 muestra el tamafio obtenido de los ovocitos
en el cual se observa que la misma no mostro diferencias mayores en cada uno de
los tratamientos aplicados dando una media general del 61,67 um para fecundacion
y 160,17 pum para larva prisma, siendo este la Ultima etapa del desarrollo
embrionario que da paso a la larva pluteus. Adicionalmente, la tasa de crecimiento
en los tres grupos fue similar desde 11,45% para dieta N, 11,32% para dieta C y
finalmente 11,85% para dieta B, mostrando una leve superioridad en este grupo de

tratamiento.
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Tabla 6.

Comparativa de tamafio de ovocitos obtenidos en diferentes tratamientos

Tamaiio (um)

Fases Dieta N TA Dieta B TA Dieta C TA Promedio
Fecundacion 62,01 10 min 61,44 10 min 61,56 9 min 61,67
2 células 65,73 25 min 65,05 26 min 65,37 27 min 65,38
4 células 67,9 55 min 67,42 58 min 67,51 57 min 67,51
8 células 76,69 02h00 75,47 02h08 77,86 01h59 76,67
16 células 93,83 03h23 91,86 03h38 92,81 03h22 92,83
32 células 112,68 05h22 115,25 05h48 112,02 05h20 113,32
Mérula 119,2 07h50 116,33 08h23 117,77 07h45 117,77
Blastula 118,71 13h36 123,12 14h18 120,96 13h25 120,93
Gastrula 128,57 21h44 126,44 22h48 125,56 21h17 125,86

Larva prisma 160,35 29h40 162,51 31h15 157,64 28h52 160,17

TC% 11,45% 11,85% 11,32% 11,55%

Nota: Los tamafios fueron extraidos periédicamente en cada cambio de fase en relacién al tiempo
con ayuda del software ImageJ en vista del microscopio. TA = Tiempo acumulado; TC% =

Porcentaje de la Tasa de crecimiento

De acuerdo con esta comparativa, se puede considerar una igualdad en las
longitudes de los ovocitos con una diferencia minima entre los grupos en todas las
fases de desarrollo embrionario desde la fecundacion hasta larva prisma (Figura
25). Ademas de la longitud, con el tiempo de crecimiento para cada dieta se logro
constatar que en la dieta combinada se obtuvo la fase larva prisma en 28h52 min,

seguido de la dieta natural en 29h40 min y finalmente en la dieta balanceada en
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31h15 min (ver tabla 6). De tal forma, que los ovocitos desarrollados bajo la dieta

combinada obtuvieron una respuesta rapida de crecimiento en menor tiempo.

Figura 25.

Tamafio de ovocitos durante el desarrollo embrionario con relacion al tiempo.
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FASES DEL DESARROLLO EMBRIONARIO

Nota: Longitud promedio de ovocito obtenida bajo mediciones en micras en diferentes fases (ver
tabla 6). Tiempo de obtencién de larva prisma: Dieta natural (29h40 min); Dieta balanceada (31h15

min); Dieta combinada (28h52 min).
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8.2.2. Densidad poblacional de embriones

La prueba de normalidad de Anderson Darling aplicada en tres grupos de dietas
muestra p-valores mayores al nivel de significancia de 0,05 (Dieta N: 0,5057; Dieta
B: 0,7854; Dieta C: 0,7854). Estos valores indican que la hipotesis de normalidad
no puede ser rechazada, por lo tanto, se asume que los valores cuentan con una con

distribucién normal.

El anélisis estadistico de ANOVA no mostrd diferencias significativas entre las
medias con un valor F de 0,2562 y P = 0,7757. Adicionalmente, los valores de
varianza sugieren una variabilidad poco relevante, siendo esta de -4,279. El
coeficiente de correlacion intraclase (ICC) fue de -0,0725, lo que refuerza esta
conclusién indicando que la mayor parte de la variabilidad esta dentro de los grupos,

tal como se muestra en la Figura 26.
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Figura 26.

Densidad poblacional de ovocitos fertilizados en tres grupos de tratamientos.

a. Fecundacién b. 2 células c.4 células d. 6 células e. 8 células f. 16 células g.32 células h. Morula i.Bléastula j. Gastrula k. Larva Prisma
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Nota: En la figura se muestra comparacion de ovocitos desarrollados a larva prisma (25°C) bajo tres

dietas de estudio con una tasa de supervivencia (TS) del 12% para dieta N y 15% para dieta By C.

8.2.2.1. Densidad poblacional — Dieta natural

En cuando al desarrollo embrionario el grupo de dieta natural mostro una
disminucion progresiva en el nimero de organismos en cada fase de desarrollo. La
fase de fecundacion contd con una densidad poblacional inicial de 2,83 x 10*
cel/ml hasta el estadio de larva prisma de 3,33 x 103 cel/ml. Esta disminucion, da
a conocer una menor proporcion final de embriones con una tasa de supervivencia

del 12% para la obtencion de larvas, tal como se muestra en la Figura 27.
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Figura 27.

Densidad de ovocitos fertilizados en dieta natural.
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FASES DEL DESARROLLO EMBRIONARIO

Nota: La Figura muestra el conteo de ovocitos desarrollados a larva en 39h40 min (25°C) con una

tasa de supervivencia del 12%.

8.2.2.2. Densidad poblacional — Dieta balanceada.

En la Figura 28 se muestra la disminucién constante en la cantidad de ovocitos
obtenidos en la ultima fase del desarrollo embrionario, el cual inicia con una
densidad de fecundacion de 2,67 x 10*cel/ml hasta la fase prisma, donde se
obtuvo 4,17 x 103cel/ml. La disminucién de la cantidad de ovocitos se mostrd
notable a partir del estadio de 16 células. La tendencia de la disminucion de ovocitos
registro una tasa de supervivencia del 15% que corresponden a los individuos que

alcanzaron la fase de larva prisma.
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Figura 28.

Densidad de ovocitos fertilizados en dieta balanceada.
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Nota: La Figura muestra el conteo de ovocitos desarrollados a larva en 31h15 min (25°C), con una

tasa de éxito del 15%.

8.2.2.3.Densidad poblacional — Dieta combinada

De igual forma, la dieta combinada también muestra una disminucién progresiva
de la densidad de ovocitos contabilizada, en el cual se muestra una fecundacién
inicial de 2,67 x 10* cel/ml, el cual se reduce notablemente a partir de la fase de
division de 8 células obteniendo un total de 4,17 x 103 cel/ml para la fase prisma.
Esta disminucidén muestra una tasa de supervivencia del 15% de los organismos que

logran alcanzar la fase de larva prisma (ver Figura 29).
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Figura 29.

Densidad de ovocitos fertilizados en dieta combinada.
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FASES DEL DESARROLLO EMBRIONARIO

Nota: La Figura muestra el conteo de ovocitos desarrollados a larva en 28h52 min (25°C) con una

tasa de supervivencia del 15%.
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8.2.3. Comparacion de métodos: Choques térmicos vs inyeccion via

peristomal

Los datos evaluados de choques térmicos e inyeccion via peristomal mostraron una
distribucion normal. Por lo tanto, la aplicacion de la prueba ANOVA determind
mediante un valor p= 0,8417 y un valor F= 0,040 que no existen diferencias
significativas con una varianza de 4,73 y una variabilidad minima entre ambas

variables.

Sin embargo, la comparacion de la densidad de ovocitos obtenida entre los dos
métodos de induccidn: choques térmicos e inyeccion de KCI via peristomal, se
evidencian diferencias entre las densidades obtenidas y en tiempos de desarrollo
diferentes (ver Figura 30). EI método de choques térmicos, aunque resulto menos
eficiente en la cantidad de ovocitos liberados y fecundados (2,33E+04 cel/ml),
muestra una poca variabilidad considerable entre los individuos ante la obtencion
de larvas (3,33E+03 cel/ml) en 26h32min con una tasa de supervivencia del
14.23%, a pesar de ser una técnica menos invasiva provoca un menor estrés en los
organismos, contando con un menor riesgo de mortalidad. Esta técnica es la mejor
opcidn en experimentos donde se priorice el bienestar y la supervivencia de los

erizos a largo plazo.

En cambio, la inyeccion de KCI via peristomal es mas eficiente ante la mayor

densidad de ovocitos liberados (2.42E+04 cel/ml). Sin embargo, la densidad final
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de larvas obtenidas fue inferior en comparacion con los choques térmicos
(2.50E+04 cel/ml) con un tiempo de 29h15min con una tasa de supervivencia menor
del 10,33%. Aunque este método acelera el proceso de obtencidén de gametos, es
mas invasivo, lo que provoca un mayor estrés en los erizos y un aumento potencial
en la mortalidad. Si bien es mas efectivo en términos de rapidez y éxito inicial en
la liberacion de gametos, su uso debe ser cuidadosamente considerado,

especialmente cuando la viabilidad de los erizos es un factor critico a largo plazo.

Figura 30.

Densidad de ovocitos en dos métodos de induccién.
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FASES DEL DESARROLLO EMBRIONARIO

Nota: La Figura muestra la comparativa del conteo poblacional de ovocitos durante el desarrollo
embrionario obtenidos mediante choques térmicos e inyeccion via peristomal (mantenimiento:

25°C).
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8.2.4. Pérdida de peso Post-desove en dos métodos de induccion

La comparativa realizada entre la pérdida de peso tanto en machos y hembras del
erizo de mar Echinometra vanbrunti en dos métodos de induccion diferentes se
realiza con el fin de comprender de mejor forma la disminucion de peso a causa de
la liberacion de gametos posterior al desove tanto en ejemplares masculinos y
femeninos. De esta forma, se reconoce cudl de los dos métodos provoca una mayor
liberacion de gametos, en el cual se muestra que en el caso de los choques térmicos
los machos con un peso inicial (PI) promediado de 45,57 gramos, obtiene una
pérdida del peso (PP) de 0,5 g mostrando un porcentaje de pérdida de peso (PP%)
del 1,10% respecto a su peso inicial. Por otro lado, las hembras con un peso inicial
(PI) de 37,44 g, presenta una disminucion del peso (PP) de 0,67 g, lo que equivale
a un 1,37% de pérdida de peso (%PP) con respecto a su peso inicial. Estos
resultados indican que las hembras tienen mayor pérdida de peso en comparacion

de los machos mediante esta técnica de cambios de temperatura.

En el caso del método de inyeccion de KCI via peristomal, los machos mostraron
un peso inicial de 56,77 g, con un porcentaje de pérdida de peso (%PP) del 1,31%
representando una disminucion de 0,51 gramos. En el caso de las hembras, con un
peso inicial de 45,8 g obtuvo una disminucion de 0,64 g que representa un 1,47%
de pérdida de peso. Bajo este metodo las hembras tienden a perder mayor cantidad

del peso en comparacion de los machos (ver Tabla 7).
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Tabla 7.

Comparacion pérdida de peso en machos y hembras post-desove en dos métodos

de induccion.
Choques térmicos Inyeccién KCI via peristomal
Desove Pl (9) PP (g) %PP Pl (9) PP (g) %PP
Macho 45,57 -0,5 1,10% 56,77 -0,51 1,31%
Hembra 37,44 -0,67 1,37% 45,80 -0,64 1,47%

Nota: Datos promediados de 12 organismos pertenecientes al grupo dieta C. PI: Peso inicial; %PP:

Porcentaje pérdida de peso; PP: Pérdida de peso.

La comparacion de la pérdida de peso de E. vanbrunti en relacion a su peso inicial
permitié determinar cuél de los dos métodos utilizados promueve una mayor
expulsion de gametos. La Figura 31 muestra que los choques térmicos resultaron
ser menos efectivos para la liberacion de gametos mediante la pérdida de peso con
un 1,10% en machos y 1,37% en hembras. Mientras que, para el método de
inyeccion via peristomal muestra resultados de pérdida de peso mas efectiva
reflejando una mayor liberacién de gametos con una pérdida de peso de 1,31% en

machos y 1,47% en hembras.

En cuando a los métodos, los choques térmicos resultan menos invasivos y
producen menos estres en el organismo a comparacion de la inyeccion de KCI via

peristomal. Bajo la realizacion de pruebas, el primer método mostré una mortalidad
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del 33,33%, en el que tan solo 2 de 6 organismos utilizados murieron en los dias
posteriores a la prueba, mientras que el segundo método tuvo una mortalidad del
83,3%, ya que 5 de los 6 organismos utilizados no sobrevivieron los dias posteriores

a la fase de induccién.

Figura 31.

Pérdida de peso post-desove mediante dos métodos de induccion.
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Nota: Las pruebas comparativas se realizaron bajo las mismas condiciones de mantenimiento con
temperatura inicial de 25°C y sin oxigeno. Choques térmicos: 31°C —18°C — 31°C (Robles et al.,

2020); Inyeccidn via peristomal: 2 ml por individuo de KCI a 0,5 mol (Madrid, 2023).
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8.3. Elaboracién de Protocolo De Parametros Fisicoquimicos

8.3.1. Registro de Pardmetros fisicoquimicos en tratamientos realizados

8.3.1.1. Temperatura

En la dieta N, la temperatura inicié en marzo con 30,45°C, ligeramente por encima
del rango recomendado, y fue disminuyendo de manera constante hasta alcanzar
25,17°C en julio. Este descenso progresivo indica un enfriamiento continuo a lo
largo del periodo, manteniéndose dentro de un rango aceptable para el cultivo de
erizos. Por otro lado, en el grupo dieta B la temperatura comenzé en marzo con
29,94° cerca del limite superior recomendado, y mostro un descenso similar,

Ilegando a 23,8°C en el mes de julio.

Finalmente, en la dieta C la temperatura inicial fue de 29,46°C en marzo, un poco
mas baja que en los otros grupos, pero igualmente dentro del rango recomendado.
Esta disminuy0 hasta 24,6°C en julio, siguiendo un comportamiento similar a los
otros grupos. Las temperaturas en este grupo también se mantuvieron dentro de los
limites recomendados durante todo el periodo. Por lo tanto, el registro de la
temperatura en los tres grupos muestra una tendencia que disminuye
constantemente a lo largo del tiempo, desde marzo a julio manteniéndose dentro del
rango recomendado para el cultivo de erizos de mar, sin grandes variaciones entre

los grupos (ver Figura 32).
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Figura 32.

Registro mensual de temperatura entre marzo a julio.
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Nota: La Figura muestra la temperatura del agua obtenida entre los meses de marzo a julio.

Considerando un rango 6ptimo de 30°C maximo (Mattaliano, 2020)

8.3.1.2. Oxigeno.

En el grupo dieta N, los niveles de oxigeno comenzaron en 5,56 mg/l en marzo y
finalizaron en 5,53 mg/l en julio, mostrando una variabilidad minima a lo largo del
periodo. Mientras que en dieta B, el oxigeno inicial fue de 5,59 mg/l en marzo, 5,60
mg/l en abril y manteniéndose constante en 5,65 mg/l los meses de mayo, junio y

julio.
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Por ultimo, en la dieta C se registrd 5,58 mg/l en los niveles de oxigeno en el mes
de marzo y manteniéndose constante con variaciones muy ligeras hasta julio con
5,77 mg/l situandose dentro del rango recomendado de 5 a 6 mg/l. En base a esto,
se dio a conocer que los niveles de oxigeno se mantuvieron mayormente estables a
lo largo del periodo en los tres grupos de estudio de marzo a julio, con una

variabilidad minima que sugiere condiciones adecuadas para el cultivo de erizos de

mar (ver Figura 33).

Figura 33.

Registro mensual de oxigeno entre marzo a julio.
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Nota: En la Figura se muestra los niveles de oxigeno registrados, mostrando pocas variaciones

situandose dentro del rango permisible de 5 a 6 mg/l recomendados para erizos de mar (Mattaliano,

2020).
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8.3.1.3. pH.

Los rangos de pH se mostraron dentro del rango establecido de 6,5 a 8,5 para
organismos marinos. En la dieta natural, los niveles de pH varian entre 7,30 a 8,0
mostrando valores maximos para el mes de marzo, seguido del mes de Julio con
7,60. En el caos de la dieta balanceada, los valores mostraron variacion entre 7,75
a 7,30, siendo el més alto para marzo, con una disminucion contante durante los

siguientes meses hasta Julio que mostro el valor minimo.

Finalmente, la dieta combinada muestra mayores cambios situandose entre 7,30 a
7,65, mostrando los valores mas altos en marzo y junio de 7,65 y 7,60
respectivamente. El registro del pH en los tres grupos muestra un mayor aumento
en el mes de marzo, el cual puede estar influenciada por el aumento de temperatura

al ser un mes con clima mas calido (ver Figura 34).
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Figura 34.

Registro mensual de pH entre marzo a julio.
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Nota: Los valores elevados de pH pueden convertir el amonio (NH4*) en su forma mas toxica, el
amoniaco (NHs), lo que agrava el riesgo para los organismos (Mattaliano, 2020; Casanova &

Betancourt, 2010).

8.3.1.4. Amonio (NH+").

En el grupo con dieta natural (N), los niveles de amonio, aunque ligeramente
superiores al rango recomendado de 0,01 a 0,25 mg/l, se mantienen estables entre
0,30y 0,33 mg/l de marzo a junio. Esto indica un posible estrés, pero manejable a
nivel de cultivo. En julio, el nivel sube a 0,50 mg/l, lo que requiere un recambio de
agua inmediato para evitar problemas a largo plazo. Por otro lado, en el grupo dieta
B los niveles varian entre 0,57 y 0,70 mg/l de marzo a junio, lo que podria generar

algo de estrés, sin embargo, en julio estos valores disminuyen a 0,22 mg/l, dentro
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del rango seguro, lo que sugiere que con recambios de agua se puede controlar para
evitar problemas mayores. Finalmente, en el grupo dieta C, los niveles se mantienen
entre 0,43 y 0,53 mg/l de marzo a junio respectivamente, sobrepasando el limite
recomendado. En julio, un aumento a 0,95 mg/l requiere acciéon inmediata, como
recambios de agua, para evitar complicaciones y garantizar el bienestar del cultivo.
De esta forma, determinados los valores superiores al rango, se tomd accién
inmediata con los recambios y sifoneos del agua para un mayor control del agua

(ver Figura 35).

Figura 35.

Registro mensual de amonio entre marzo a julio.
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Nota: Los niveles de amonio se situaron por encima del valor méximo permitido de 0,25 mg/I
(Casanova & Betancourt, 2010). En concentraciones elevadas, especialmente a pH alto, el amonio

se convierte en amoniaco (NHs) que es altamente téxico para los organismos acuéticos.
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8.3.1.5. Nitrito (NO-).

Los niveles de nitrito registraron valores superiores al rango permitido de 0,001 a
0,100 mg/l. En el caso de la dieta natural, el mes de marzo mostrd un incremento
brusco de este parametro siendo altamente toxico durante este mes, mientras que

los demas meses lo resultados fueron minimos variando entre 0,028 a 0,080 mg/I.

En el grupo balanceado, el nitrito de igual forma mostro valores elevados en el mes
de marzo de 0,326 mg/I, lo que puede afectar el mantenimiento de los erizos de mar.
Sin embargo, para los meses de abril a julio se registran valores moderados entre
0,075 y 0,110 mg/l, lo que sugiere que para esos mese el nitrito no presentaria
influencia alguna con la mortalidad en niveles de toxicidad. Finalmente, en el grupo
dieta C los niveles de nitrito son alarmantemente altos en marzo, con 1,400 mg/I, lo
gue supone un riesgo mayor para los organismos. Sin embargo, a partir de abril los
niveles disminuyen y se sittan entre 0,081 y 0,086 mg/l, dentro del rango seguro.
Ante la presencia de cifras alarmantes, se toma acciones de forma inmediata

realizando los respectivos controles al sistema de cultivo (ver Figura 36).
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Figura 36.

Registro mensual de nitrito entre marzo a julio.
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Nota: Los niveles de nitrito se situaron por debajo valor méximo permitido de 0,100 mg/l (De la
Rosa & Velazquez, 2023), a excepcion del mes de marzo en los tres grupos. Valores elevados indican
que el sistema bioldgico no complementa el nitrito en nitrato provocando consecuencias toxicas en

los organismos.

8.3.1.6. Nitrato (NOs").

El registro de nitrato por su parte mostro valores dentro del rango permitido de 2,00
y 10,00 mg/I para que estos puedan mantenerse y desarrollarse adecuadamente. En
el caso de la dieta natural, los valores se muestran muy por debajo del rango con
valores entre 0,185y 0,917, siendo el valor maximo el registrado durante el mes de

marzo. Por otro lado, la dieta balanceada también mostro valores moderados entre
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0,363y 3,55 mg/I, siendo el mas alto registrado en junio. Finalmente, en la dieta C
los niveles también se encuentran por debajo del rango permisible durante todo el
periodo, variando entre 0,035 y 1,059 mg/I indicando un ambiente adecuado para
los erizos de mar. Por lo tanto, el nitrato no resultd ser un pardametro que represente
un mayor problema ante el crecimiento de estos organismos manteniéndose todos

los valores dentro del rango permisible, tal como se muestra en la Figura 37.

Figura 37.

Registro mensual de nitrato entre marzo a julio.
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Nota: Los valores de nitrato se mantuvieron por debajo del limite maximo (0 a 10 mg/I) (De la Rosa
& Velazquez, 2023) en todos los grupos, con un valor méaximo de 3.55 mg/l en mayo para la Dieta
Balanceada. Aungue el nitrato es menos toxico, su acumulacién puede ser indicativa de una

inadecuada eliminacién del amonio y nitrito

96



8.3.1.7. TAN

Los valores del total de amonio nitrogenado muestran valores superiores al
recomendado de 0,50 mg/I, lo que resulta una gran acumulacion de amoniaco en el
sistema tal como se muestra en la grafica 26. En el caso de dieta natural, los valores
variaron ligeramente entre 0,58 a 0,67 mg/l, siendo el valor maximo registrado en

el mes de julio, seguido de abril y marzo con 0,63 y 0,62 mg/I.

En la dieta balanceada, los valores de tan son relativamente elevados al inicio de
1,20 mg/l en marzo y de 1,35 mg/l para junio, siendo el mes de julio con mayor
disminucion de TAN de 0,43 mg/l. Finalmente, para la dieta combinada, todos los
meses presentaron valores elevados entre 0,83 mg/l y 1,87 mg/I, siendo el mes de
julio el que alcanzd el valor maximo, seguido del mes de marzo con 1,02 mg/l, tal

como se muestra en la Figura 38.
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Figura 38.

Registro mensual de Total amoniaco nitrogenado (TAN) entre marzo a julio.
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Nota: Un TAN superior a 0.5 mg/L indica que hay una mayor concentracion de amoniaco y/o ion

amonio en el agua (Sandifias & Pérez, 2004).

8.3.1.8. Niveles de toxicidad (%).

Los valores del calculo de los niveles de toxicidad pueden variar significativamente
con respeto a los niveles de pH y la temperatura del agua, considerando una
toxicidad menor para valores inferiores al 10%. El registro de toxicidad en la dieta
natural muestra una alta proporcion de 7,43% para el mes de marzo siendo el mes
con mayor toxicidad para este grupo, sin embargo, los meses de abril y julio

mostraron valores moderados variando entre 1,41 a 2,21%.
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En el caso de la dieta balanceada, los niveles de toxicidad fueron menores al
variando entre 1,06% y 4,82%, siendo el valor m&ximo registrado en el mes de
marzo con una disminucion progresiva en los siguientes meses. Finalmente la dieta
combinada también mostro valores menores de toxicidad, registrando el nivel mas

alto en el mes de marzo y junio del 3,1y 2,71% respectivamente (ver Figura 39).

Figura 39.

Registro mensual del porcentaje de amonio no ionizado entre marzo a julio.
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Nota: La proporcion de amoniaco (NHs) menos daiiina para los microorganismos acuaticos ocurre
a pH bajo (menos de 6.0), donde predomina el amonio (NH4"). A pH alrededor de 8.0, NHs es del
10% o menos y se considera seguro, mientras que a pH superiores a 9.0, la toxicidad aumenta

significativamente (De la Rosa & Veldzquez, 2023).
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8.3.2. Influencia de parametros con la mortalidad

8.3.2.1. Relacidn de parametros fisicoquimicos con la mortalidad — Dieta N

La prueba de normalidad aplicada a los conjuntos de datos de la dieta natural
determind que los valores de mortalidad (p= 0,3602), temperatura (p=0,8616),
oxigeno (p=0,8708), pH (p=0,117) y nitrato (p=0,5398) presentan una distribucién
norma. En cambio, los datos de nitrito (p=0,0013), amonio (p=0,0107), TAN
(p=0,008) y %Toxicidad (p=0,0038) no siguen una distribucién normal. En este
caso los conjuntos paramétricos tienen mayor dominancia lo que representa una

mayor fiabilidad ante la aplicacion del analisis de componentes principales (ACP).

Posteriormente, el andlisis de componentes principales (ACP) muestra bajo un
enfoque bidimensional que en el componente 1 se muestra una influencia positiva
fuerte entre las variables %Toxicidad, NO2— y pH, ademéas de una influencia
negativa de NO3- con una carga factorial moderada en el componente 1. Por otro
lado, en el componente 2 el numero de individuos muestra una relacién negativa
débil con TAN y NH4+ en el cuadrante opuesto. Por lo tanto, en este grupo se
observa que la relacion de vectores del Numero de individuos (Ni) se mantienen a
niveles elevados de toxicidad y nitritos, mientras que el aumento de amonioy TAN

parecen afectar negativamente en la disminucién de erizos de mar.
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Figura 40.

Grafica de analisis de componentes principales de dieta N.
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Nota: La figura muestra la relacidn existente de las variables entre si comprendiendo de mayor

forma la influencia de los parametros con el ndmero de individuos (Ni).

8.3.2.2. Relacidn de parametros fisicoquimicos con la mortalidad — Dieta B

El analisis de normalidad aplicado en las variables a estudiar mostré una
distribucion normal para los datos de nimero de organismos (p=0,274), temperatura
(p=0,683), nitrato (p=0,268), oxigeno (p=0,270) y % de toxicidad (p=0,217),
mientras que para las variables de nitrato (p=0,004), amonio (p=0,004) y TAN
(p=0,030) revelaron que son conjuntos de datos no paramétricos, por lo tanto no

siguen una distribucion normal. En este caso los conjuntos paramétricos tienen
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mayor dominancia lo que representa una mayor fiabilidad ante la aplicacion del

andlisis de componentes principales (ACP).

En la figura 41 se observa mediante el analisis componentes principales que la
variable nimero de individuos (Ni) posee una relacion positiva con pH, NO2- y
%Toxicidad, indicando que estos valores se relacionan con una mayor cantidad de
organismos. Mientras que en el componente 2 la relacion de las variables con Ni es
minima, con una relacion negativa muy débil con TAN y NH4+ indicando que la

reduccion de Ni se debe al aumento de estos parametros.

Figura 41.

Gréfica de analisis de componentes principales de dieta B.
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Nota: La figura muestra la relacion existente de las variables entre si comprendiendo de mayor

forma la influencia de los parametros con el nimero de individuos (Ni).
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8.3.2.3. Relacion de parametros fisicoquimicos con la mortalidad — Dieta C

La prueba de normalidad de Anderson Darling aplicada a los conjuntos de datos de
la dieta combinada determino que los valores de mortalidad (p=0,917), temperatura
(p=0,497), oxigeno (p=0,161), pH (p=0,125), nitrato (p=0,058) y %toxicidad
(p=0,537) presentan una distribucion normal. En cambio, los datos de nitrito
(p=0,0018), amonio (p=0,011) y TAN (p=0,013) no siguen una distribucién normal,
por lo tanto, los conjuntos paramétricos tienen mayor dominancia lo que representa
una mayor fiabilidad ante la aplicacion del analisis de componentes principales

(ACP).

Bajo el andlisis de la Figura 42 se observa que en el componente 1 los valores de
NI muestran una relacion positiva con las variables %Toxicidad, pH y Temperatura
(°C) sugiriendo que las mismas no presentaron reduccion en el ndmero de
individuos. Por otro lado, en el componente 2 se observa que los vectores de NH4+,
TAN y Oxigeno (O2) presentan una relacion negativa con el Nimero de individuos
(Ni), lo que indica una influencia indirecta entre las variables. Asi como también,

una influencia negativa debil de nitrato con el nimero de individuos.
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Figura 42.

Gréfica de analisis de componentes principales de dieta C.
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Nota: La figura muestra la relacion existente de las variables entre si comprendiendo de mayor

forma la influencia de los parametros con el ndmero de individuos (Ni).

104



8.3.3. Elaboracion de Protocolo de los Pardmetros Fisicoquimicos para

mantenimiento de reproductores de Echinometra vanbrunti.

De acuerdo con los andlisis de componentes principales se obtuvo que el erizo de
mar Echinometra vanbrunti puede tolerar niveles altos en varios parametros. Sin
embargo, la mortalidad registrada indica que varios de estos parametros deben
mantenerse por debajo del rango permisible para evitar que estos puedan verse
afectados en su crecimiento, alimentacion o que estén expuesto a un elevado nivel
estrés, que por lo consiguiente ocasionaria la mortalidad del mismo provocando

perdidas dentro de un sistema de cultivo. En base a esto, es importante conocer que

la disminucion de Ni esta principalmente asociada a niveles elevados de amonio
(NH4+), nitrogeno total amoniacal (TAN) y nitratos (NO3-), mientras que niveles
de nitritos (NO2-), pH y %TOX, no produjeron disminucion alguna, siempre y

cuando estos factores no superen ciertos umbrales tdxicos.

8.3.3.1. Parametros recomendados

La Tabla 8 muestra los parametros recomendados a utilizar para el mantenimiento
de Echinometra vanbrunti en medios de cautiverio, ante la utilizacion de alimento
balanceado y alimento natural se obtuvieron los datos que se muestran en la misma.
Es importante mencionar que la temperatura puede aplicarse al ambiente sin
intervenciones, sin embargo, para un mayor crecimiento en peso y talla se

recomienda no sobrepasar los limites de este parametro.
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Tabla 8.
Parametros fisicoquimicos recomendados para el mantenimiento de E. vanbrunti

en reproductores.

Parametros Rangos .
. o Observaciones
fisicoquimicos recomendados
Temperatura 22°a30°C Relacion minima con el nimero de individuos. Las
variaciones fuera de este rango pueden afectar la
supervivencia.
Oxigeno 5a6 mg/l Influencia negativa débil en mortalidad a niveles
bajos. Mantener oxigeno adecuado es crucial.
pH 6-8 Poca influencia con el ndmero de individuos.
Mantenga los niveles bajos para evitar la toxicidad.
Amonio <0,5mg/l Correlacion débil con el ndmero de individuos.
Mantener los niveles bajos para evitar toxicidad.
Nitrito <0,1 mg/l Relacién positiva con el nimero de individuos.
Mantener niveles bajos es crucial para la salud.
Nitrato <8 mg/l Relacién débil y negativa. Mantener niveles bajos
para evitar efectos negativos a largo plazo.
TAN < 1mg/l Relacion débil con el ndmero de individuos.
Mantener niveles bajos para evitar toxicidad del
amoniaco.

Nota: La tabla muestra valores recomendados para el mantenimiento de reproductores en cautiverio

con tallas comprendidas entre 4 a 7 cm de diametro.
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9. DICUSIONES, CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

9.1. Discusiones

Vizcarra (2017) menciona que el uso de macroalgas Ulva lactuca, Lessonia sp. y
Gelidium sp tuvo un crecimiento de 3 g de peso (0,25g/mes) y una longitud total de
14 mm (1,16 mm/mes), mientras que dieta balanceada alcanz6 un crecimiento de
5¢g de peso (0,41 g/mes) y 10 mm de longitud (0,83 mm/mes), durante 1 afio entre
2014 a 2015. Lope Sosa (2016), en un experimento de seis meses con Loxechinus
albus, reporté un crecimiento significativamente mayor en peso en el quinto mes,
con un incremento promedio de 3,72 g bajo dieta natural y 1,86 g con dieta artificial.
Ademas, la supervivencia fue mas alta con la dieta artificial (96.49%), sugiriendo
que, aunque la dieta natural favorece el crecimiento en peso, la dieta artificial es
mas efectiva en términos de supervivencia, planteando un balance entre ambos tipos
de alimentacion para optimizar el cultivo. En consecuencia, el crecimiento por dieta
balanceada y natural corresponde a 2,0+0,45 mm y 2,085+£0,42 mm en longitud

total, mientras que en peso 2,155+0,26 g y 1,55+0,57 g respectivamente.

Un estudio realizado por Pincay (2023) en erizo de mar Arbacia stellata bajo la
implementacién de dieta de origen de proteina animal y vegetal durante 98 dias,
obtuvo un incremento del diametro de testa 1.88+0,21 mm y peso de 4,5+0,52 g.

Estos valores reflejan un sustento a nuestros resultados, siendo estos de 2,00 mm
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del didmetro de testa y peso de 2,155+0,26 g para la dieta balanceada (origen

vegetal y animal) obtenidos durante 5 meses de estudio.

Ancin et al. (2021), revela que la temperatura empleada de 15°C es Optima para el
mantenimiento de reproductores de erizo de mar de la especie Arbacia dufresnii,
destacando que esta temperatura favorece a la produccion de gametos en las
gbnadas mediante el aumento de peso seco. El autor indica que ademas, mejor los
procesos metabdlicos necesarios para la gametogénesis, mientras que a
temperaturas menores de 13°C los reproductores no producen suficiente génada y
a temperaturas mayores estos organismos tienen a aumentar la tasa de mortalidad
debido al estrés de la temperatura. Ayerbe et al. (2017), menciona que los
reproductores de Loxechinus albus deben mantenerse a temperaturas de 18°C. sin
embargo, el mantenimiento de E. vanbrunti a temperatura ambiente (32-22°C)
mostro una mortalidad del 19,44% siendo un valor moderado con una produccion

de gametos cerca de los 30 a 36 dias de alimentacion.

Un estudio realizado por Fernandez et al. (2021), menciona que el desarrollo
embrionario se obtiene de forma mas rapida y sincronizada a temperatura alta de
17° en la especie Arbacia dufrenni, mencionando que la temperatura tiene
influencia en el desarrollo embrionario para la obtencion de larvas tempranas en 24
a 28 horas post fecundacion. El mismo tiempo de obtencién de larvas concuerda

Ayerbe et al. (2017) a temperaturas de 18 a 20°C. En base a esto, las larvas
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obtenidas en este estudio rondan cerca de las 29h siendo 28h para dieta combinada,
29h dieta natural y 31h dieta balanceada. Sin embargo, la temperatura utilizada para
el mantenimiento de ovocitos fue de 25° obteniendo larvas Prisma en tiempos

similares de 28 a 31 horas.

Gomez & Gomez (2005), reportaron en L. variegatus un tamafio de dvulos maduros
119+2 pym vy larva prisma de 140+2 um de longitud. Sonnenholzner et al. (2018),
destaca que el método de induccion al desove por shock térmico puede ser utilizado
en erizos de mar, €l lo demuestra en la especie Tripneustes depressus mediante un
aumento de 4 a5 °C en latemperatura del agua, en condiciones de oscuridad, siendo
este un método altamente efectivo y no invasivo. Los autores reportan un didmetro
de ovocitos fertilizados de 78.4 + 2.1 um. Con una etapa de larva prisma de dos
brazos de 201 um en longitud total. Ayerbe et al. (2015), obtuvo densidades de larva
L. albus de 3x10E+4 posterior a las 24 horas a temperaturas de 18°C a proporcion
2:1 con un tamaiio de larva prisma de 190 um de longitud total. Estos resultados
complementan nuestros datos obtenidos, siendo que en el caso de la especie
Echinometra vanbrunti los valores hallados de ovocitos fecundados son menores y
estos corresponden a 61,67 umy la larva prisma de 160 um de longitud dorsoventral
y 131,63 um de longitud de la linea media, con una densidad de 4,17x10E+03 para

la dieta balanceada y combinada.
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Mattaliano (2020) indica que condiciones de oxigeno deben mantenerse en rango
Optimos de 5 a 6 mg/l para cultivos marinos, asi como niveles de pH moderados de
6.5 a 8.5. Vazquez (2024) y Alvarez et al. (2015) mencionan que en ambientes
marinos, los niveles de pH y temperatura juegan un papel importante en la toxicidad
del medio. Especialmente, indican que niveles bajos de pH (menores a 8) a
temperaturas calidas pueden contribuir a la reduccion de la toxicidad (%Tox) y del
total de amonio nitrogenado (TAN), lo que ayuda a prevenir la eutrofizacion del
ecosistema marino con respecto a la concentracién de otros nutrientes como
amonio, nitrito y nitrato. Por lo tanto, se deben controlar ambos factores para
mantener un ambiente saludable en el medio marino. De esta forma, Zapata &
Aparicio (2019) indican que ante cambios de pardmetros que afectan la calidad de
agua los erizos de mar del genero Echinometra pueden regular la concentracion de
iones en sus tejidos para mitigar el efecto de metales pesados y otros contaminantes

que afectan la osmosis y la funcién celular mediante la activacion de celomocitos.

Ante esta informacion obtenida, el estudio del mantenimiento de reproductores fue
realizado a temperaturas calidas en el que los niveles de pH se mantuvieron
moderados siendo entre 7.20 a 8.00 en todos los grupos a temperaturas entre 23.8 a
30.45 °C, mostrando los valores maximos para el mes de marzo. Estas condiciones
a pesar de resultar moderadas mostraron niveles de TAN ligeramente elevados al
rango recomendado en todos los meses, mientras que los niveles de toxicidad no
sobrepasaron del 6%, mostrando asi un ambiente controlado en el que los erizos no

fueron expuestos a niveles criticos de toxicidad durante el periodo de investigacion.
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9.2. Conclusiones

Mediante la evaluacion de la aplicacion de dietas experimentales en un periodo de
5 meses de estudio, se determind que los erizos de mar mostraron una mayor tasa
de crecimiento (TC) de peso en dieta combinada (1.07%) y dieta balanceada
(0.92%), mientras que en talla, la dieta combinada tuvo mayor TC (1,09%) que las
otras dietas. Sin embargo, en cuanto a mortalidad la dieta combinada mostr6 menor
perdida de individuos del 8%. Por lo tanto, los reproductores de Echinometra
vanbrunti poseen una mayor adaptabilidad y supervivencia hacia las dietas

variadas, en este caso el grupo de dieta combinada a comparacion de las otras dietas.

La tasa de crecimiento del desarrollo embrionario no mostré diferencias
significativas en cuanto al tamafio de ovocitos, ya que esta variable no se vio
influenciada por los cambios de dieta. Sin embargo, para la produccion de larvas la
dieta balanceada y dieta combinada mostraron una similitud en la densidad
poblacional de 3,33 x 103 con un 15,61% en la tasa de supervivencia en el tiempo
de crecimiento de 28 a 32 horas para la obtencion de larva, a diferencia de la dieta
natural. Estos valores, corroboran la hipétesis de la investigacion indicando que la
aplicacion de dietas y chogues térmicos influyen en la densidad poblacional y tasa

de supervivencia en el desarrollo embrionario del erizo de mar
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Ante el estudio y toma de parametros fisicoquimicos del agua, se registrd niveles
de pH moderados a temperaturas calidas, obteniendo asi condiciones poco toxicas
menores al 6% sin representar una situacion critica en el medio natural, por lo que
los reproductores pudieron desarrollarse de forma segura. Sin embargo, la relacién
de las variables indico bajo el anélisis de componentes principales (ACP) que el
incremento de TAN, amonio y nitratos afectan directamente la supervivencia de los
erizos de mar, y que factores como %Toxicidad, nitrito y pH que tuvieron valores
moderados contaron con una influencia positiva para la supervivencia en esta

especie de erizo de mar.

No obstante, es importante mencionar la temperatura a pesar de que no mostré una
influencia significativa para el mantenimiento de reproductores, si tuvo
participacion en los procesos de desove. Esto se debe a que los meses mas calurosos
(marzo, abril y mayo) que registraron temperaturas calidas provocaron desoves no
planificados, y su fase de induccién no fue altamente exitosa. Mientras que los
meses con temperatura mas fresca, tuvieron mayor éxito para la induccion al desove

en la fase experimental para la obtencién de datos de una forma controlada.
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9.3. Recomendaciones

Durante la fase de adaptacion posterior a la recoleccion, muchos de los organismos
tienden a estresarse gradualmente y algunos muestran signos de mortalidad, por lo
que se recomienda tener un mayor control de los parametros sobre todo la
temperatura en el primer dia de aclimatacion, procurar que esta sea igual al de su

medio natural que se esta extrayendo.

Los recambios y sifoneos del agua juegan un papel fundamental en el sistema de
cultivo tanto para reproductores y larvas del erizo de mar, ya que garantiza un
mayor cuidado para esta especie por lo que se recomienda frecuentar estas
actividades si los organismos registran anomalias como perdida de las espinas o

cambios anormales en su coloracion.

Para la aplicacion de choques térmicos se recomienda utilizar recipientes limpios
en oscuridad y sin oxigeno, respetando los tiempos establecidos de 20 minutos para

cada cambio de temperatura con el fin de obtener una respuesta rapida de induccion.
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La investigacion abarca el estudio de los efectos de dietas en el desarrollo
embrionario, sin embargo, para evaluar su eficacia con la produccion de larvas de
calidad, se recomienda analizar de igual forma la fase larvaria para tener un

resultado mas concreto ante la influencia de las dietas.

Se recomienda ademas mantener una evaluacion semanal o diaria del control
microbiano en los tanques de produccion tanto para larvas y reproductores, para

cuidar de esa forma la salud de los erizos de mar.
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11. ANEXOS

Anexo 1.

Extraccion de muestras de reproductores E. vanbrunti.

Nota: Los organismos fueron trasladados en recipientes plasticos con agua de mar y hielo, puestos

individualmente en fundas plasticas con cremallera.

Anexo 2.

Obtencidn de alimento vivo Ulva lactuca

Nota: La muestras de alimento vivo fueron puestas en fundas plasticas con cremallera con agua de

mar y trasladadas en un recipiente plastico.
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Anexo 3.

Alimento balanceado peletizado.

Nota: El balanceado utilizado fue almacenado a temperaturas frias.

Anexo 4.

Sistema de cultivo implementado.

Nota: Los 9 tanques utilizados fueron distribuidos en tres grupos de dietas (ver Figura 9)
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Anexo 5.

Mantenimiento y alimentacion de organismos.

Nota: En la figura se muestran los organismos en mantenimiento bajo la aplicacién de dieta

balanceada

Anexo 6.

Toma de paréametros y sifoneos.

Nota: Los recambio y sifoneos se realizaron cada dos dias, para evitar la toxicidad en la calidad del

agua.
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Anexo 7.

Mediciones biométricas.

Nota: La toma de medidas fue realizada con una pesa digital para el peso corporal y calibrador de
verniel para el diametro de testa. La tecera imagen muestra la adaptacion de los reproductores a la

dieta balanceada con un notable cambio en su estructura fisica.

Anexo 8.

Preparacion de la temperatura del agua para la induccion por choques térmicos.

Nota: Los organismos fueron inducidos por el incremento y disminucion de temperatura de caliente

a frio por cada 10 minutos.
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Anexo 9.

Obtencion de gametos femeninos y masculinos.

Nota: En la figura se muestra la expusion de gametos femeninos (color naranja brillante) y
masculinos (color blanco), para portseriormente ser mezclados en un recipiente de 1 litro con

proporcion 2:1.

Anexo 10.

Monitoreo de embriones.

Nota: Los monitoreos comenzaron a partir de la combinacion de gametos. En la figura se observan

a los ovocitos expulsados por la hembra siendo fecundados.
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Anexo 11.

Fases del desarrollo embrionario.

Nota: En las figuras se observan los ovocitos fecundados y su primera division celular (imagen
izquierda), ademas de la obtencion de larva prisma (imagen derecha). Ver fases completas en la

Figura 12.

Anexo 12.

Conteo densidad poblacional.

Nota: Para la obtencion de la densidad se utilizd la camara de neubauer (imagen derecha).

132



Anexo 13.

Medicién de embriones.

Analyze Pugins Window Help

24d tools)
=px
File Edt Font Resuts

[Aea [Wean [Min __[Max _[Angie [%Avea [Length |

1 178330 144809 138658 173792 33996 0 75355
2 178330 151683 142482 192094 15548 0 74801

Nota: La toma de datos se dio inicio a partir de la fecundacion hasta la obtencion de larvas en el

software digital de medicién ImageJ (ver Figura 12.).

Anexo 14.

Medicion de parametros por espectrometria.

Nota: El espectrofotmetro permitio la medicion de parametros como amonio, nitrito y nitrato.

133



Anexo 15.
Porcentaje de amoniaco no ionizado en solucion acuosa por valor de pH y

temperatura.

Table 1 Percentage Un-ionized Ammonia in Aqueous Solution by pH Value and Temperature
Calculated from data in Emerson, et. al*

Temperature (*C)

pH 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

7.0 0.11 0.13 0.16 0.18 0.22 0.25 0.29 0.34 0.39 0.46 0.52 0.60 0.69 0.80 0.91
7.2 0.18 021 0.25 0.29 0.34 0.40 046 054 0.62 0.82 083 0.96 1.10 1.26 144
7.4 0.29 0.34 0.40 0.46 0.54 0.63 0.73 0.85 0.98 1.14 1.31 1.50 1.73 1.98 2.26
7.6 0.45 0.53 0.63 0.73 0.86 1.00 1.186 1.34 1.55 179 2.06 2.36 27 3.10 353
7.8 072 0.84 0.99 1.16 1.35 157 1.82 21 244 281 322 3.70 423 4.82 548
8.0 113 133 156 182 212 247 2.86 330 381 438 502 574 6.54 743 842
8.2 1.79 210 245 2.86 3.32 3.85 4.45 5.14 590 6.76 772 8.60 9.98 11.29 12.72
8.4 280 328 3.83 445 517 5.97 6.88 7.90 9.04 10.31 1.71 13.26 14.95 16.78 18.77
8.6 437 5.10 5.93 6.88 7.95 9.14 1046 1197 1361 15.41 17.37 19.50 2178 2422  26.80
8.8 6.75 7.85 9.09 10.48 12.04 13.76 1566 17.73 1998 2241 2500 2774 3062 3362 3672
9.0 1030 1190 13.68 15.65 17.82 20018 2273 2546 2836 3140 3456 3783 4116 4453 479
9.2 1539 1763 2008 2273 2558 2861 3180 3512 3855 4204 4557 4909 5258 5593 5931
9.4 2238 2533 2847 3180 3526 3884 4249 4618 4985 5348 5702 6045 6373 66.85  69.79
9.6 3136 3496 3838 4249 4633 50.16 5394 5762 61.17 6456 &777T 7078 7358 T6.17 7855
9.8 4200 46.00 50.00 5394 57.78 6147 64.99 68.31 71.40 7428 76.92 79.33 8153 83.51 8530
10.0 5344 5745  61.31 64.98 68.44 7166 7463 7735 7983 8207 8408 8588 8749 88.92 9019
10.2 6453 68.15 7152 7463 7746 8003 8234 8441 8625 6788 8933 9060 9173 92.71 93.58

* Emerson, K., R. C. Russo, R.E. Lund, and R\, Thurston. 1975. Aqueous ammeonia equilibrium calculations: effect of pH and temperature. J. Fish. Res. Board

Can., 32:2379-2383
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