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Resumen

Los moluscos bivalvos son componentes fundamentales de los ecosistemas marinos.
Afectan significativamente los procesos fisicoquimicos, brindando importantes servicios
ecosistémicos. Son importantes recursos acuicolas y pesqueros, también son utilizados
como herramientas de monitoreo y manipulacion ambiental. La almeja amarilla Mesodesma
mactroides es una especie infaunal habitante de la zona intermareal de playas arenosas
ocednicas de Uruguay. La especie se encuentra en régimen de explotacién por co-manejo,
buscando la comercializacion de la captura como producto gastronémico gourmet. Para ello
se realiza un proceso de depuracién en cautiverio, donde la calidad del agua y el manejo de
los organismos es clave para la obtencién de un producto seguro y de calidad. El objetivo
de este trabajo fue evaluar experimentalmente diversas técnicas que permitan mantener en
buen estado a ejemplares de Mesodesma mactroides en condiciones de laboratorio. Se
realizaron ensayos de supervivencia evaluando un método de marcaje por etiquetado, la
alimentacion (dietas alternativas y biofloc), produccién de biofloc, tipos de agua marina
artificial (AMA) y posicion anatémica de los organismos en cautiverio. Los resultados
muestran que el método de marcaje no afecté la supervivencia y no se alteré la legibilidad
de las marcas. La Spirulina seca resulté adecuada como dieta alternativa y el biofloc fue
eficaz como sistema de tratamiento de aguas de cultivo, cuando la produccién de biofloc se
separa del recipiente que contiene a los animales (macrocosmo-microcosmo). El AMA de
composicion mas simple y menor costo, afectd significativamente la supervivencia luego de
la primera semana de experimentacion. Por Ultimo, se comprob6 que mantener a los
individuos en posicion vertical aumenta significativamente la supervivencia respecto a la
posicion horizontal. Estos resultados tienen aplicabilidad experimental inmediata,

contribuyendo a mediano plazo al desarrollo acuicola de la especie.



1. Introduccioén

1.1. Importancia ecolégicay comercial de los moluscos bivalvos

El Phylum Mollusca es uno de los mas diversificados y cosmopolitas del reino animal,
habitan ambientes terrestres y acuéticos de agua dulce, salobre o marina en todas las
latitudes (Gosling 2003). La Clase Bivalvia (también llamada Lamellibranchia o Pelecipoda)
son invertebrados celomados, que presentan el cuerpo comprimido lateralmente y dos
valvas compuestas de CaCO3, que encierran total o parcialmente las partes blandas del

animal (FAO 2006).

Los bivalvos filtradores (entre ellos las almejas) cumplen un importante rol en el flujo de
materia y energia, impactando de manera significativa en los procesos fisicoquimicos de los
ecosistemas en que habitan. Proveen refugio y alimento a otras especies, promoviendo el
establecimiento de redes tréficas, aumentando la biodiversidad y resiliencia de ambientes
ricos en recursos pero inestables como los ambientes costeros y estuarinos (Dame 1993,
Gutiérrez 2003, Wright 2006, Sousa 2009). Son entonces componentes fundamentales de la
salud de estos sistemas, brindan importantes servicios ecosistémicos (Coen 2007, Dame
2012), lo cual los transforma en poderosas herramientas de manipulacion ambiental (Newell

2004, Lindahl 2005, Coen 2007, Cole 2011).

Los bivalvos son la macrofauna bentdnica predominante en términos de biomasa de
ecosistemas costeros y estuarinos, los cuales se hallan expuestos a un aumento continuo
de estrés provocado por el hombre y el cambio climatico (Sherman 1994). Su caracter
sedentario, los grandes volumenes de agua que filtran y los efectos mensurables en ellos a
todas las escalas, tanto de organizacibn como espacio-temporales, los hacen excelentes

biomarcadores de la presencia y nivel de la contaminacién, poluciéon y eutrofizacion en



ecosistemas de alto valor socio-econémico (Dame 1993, 2012, Morley 2009, Lagadic 1994).
Su caracteristica de bioconcentradores de varias sustancias los hace muy utiles como
indicadores de la presencia de metales. En 1976 Estados Unidos establecio el “Mussel
Watch Monitoring Program”, que utiliza las poblaciones de mejillones y ostras como
herramienta de monitoreo para detectar la presencia de contaminacion quimica en
ambientes costeros y estuarinos (metales pesados, hidrocarburos, organoclorados,
radionucléotidos, nanoparticulas y biotoxinas). Reino Unido, Francia, Canada, Taiwan, India,

Australia, Japén, Sud Africa y Rusia tienen programas similares (Dame 2012).

Por otro lado la explotacion de los bivalvos por el hombre como fuente de alimento de
calidad se remonta a los origenes la humanidad. En la actualidad las poblaciones sujetas a
explotacion sufren los mismos problemas que otros recursos pesqueros: sobreexplotacion y
deterioro de las condiciones ambientales debido a la contaminacion, eutrofizacién y cambio

climatico (Defeo 1995, Lercari 2002).

El desarrollo y crecimiento de la acuicultura de moluscos en los ultimos 30 afios explican los
niveles actuales donde la produccién acuicola supera varias veces los volumenes de la
captura por pesca (FAO 2008). La produccién acuicola mundial alcanzé los 66,6 millones de
toneladas en 2012, entre peces, crustaceos y moluscos, continentales o maritimos. De ellos
15,2 millones de toneladas (22,8%) corresponden a la acuicultura de moluscos, casi
exclusivamente marinos; especies de almejas y berberechos (Familia Veneridae)

constituyen la tercera parte de esta produccion (FAO 2008, 2012, 2014).

Las etapas de cultivo de moluscos bivalvos incluyen el acondicionamiento de reproductores,
obtencion de gametos, fecundacion, cultivo de larvas, fijacion y cultivo de semilla
(hatchery). Luego esta semilla es sembrada en el medio natural para terminar el engorde o

crecimiento hasta la talla comercial (Coutteau 1993, FAO 2006, 2008). El proceso de



comercializacion para consumo humano implica un paso previo de depuracién, necesario
para asegurar la calidad sanitaria (FAO 2010).

En Uruguay la acuicultura se encuentra en un estado incipiente de desarrollo, siendo el
principal objetivo de cria especies exdticas. Diversos diagnosticos coinciden en que los
limitados avances se deben a un conjunto de factores que incluyen variables de orden
técnico, ambientales, de mercado y de carencia de politicas de estado especificas (DINARA
2008). En este contexto, el cultivo de moluscos bivalvos solo tiene como antecedentes
algunos intentos de cultivo de mejillén en las costas de Rocha y Maldonado, con dificultades

técnicas para mantener las estructuras de cultivo en la costa uruguaya.

1.2. Mesodesma mactroides

Mesodesma mactroides es un molusco bivalvo infaunal, habitante de la zona intermareal en
playas de la costa Atlantica de América del Sur, desde Santos (Brasil, 24° S) hasta Rio
Negro (Argentina, 41° S) (Fiori 2004). M. mactroides vive enterrada en la arena en posicion
vertical a profundidades mayores a los 10,0 cm (Maneiro 2014), preferentemente en la zona
intermareal de playas disipativas en la costa oceanica de Rocha, un ambiente rico en
nutrientes y oxigeno, pero a la vez dinAmico. Su cuerpo esta recubierto por dos valvas de
carbonato de calcio y proteinas, unidas y articuladas en la charnela. Las partes blandas
estan recubiertas por el manto que forma una cavidad que contiene los érganos. Posee dos
sifones en posicién posterior, uno exhalante (posterior dorsal) y otro inhalante (posterior
ventral), éstos se comunican con un par de hemibranquias colocadas a cada lado del cuerpo
(izquierda y derecha). Las branquias cumplen una doble funcién respiratoria y de captacion
de alimento. En la parte anteroventral se encuentra un pie musculoso que el animal utiliza

para enterrarse.

En Uruguay la pesca artesanal de almeja amarilla se desarrolla en una franja de costa de 22

Km de extensién entre la Coronilla y Barra de Chuy (Gianelli 2015). En una primera etapa



(1940-1987), se realiz6 bajo régimen de acceso abierto al recurso, lo que llevd a su
sobreexplotacion, colapso y cierre de la pesqueria por tres afios (1987-1990) (Defeo 1992).
Desde el afio 2009 la explotacion se realiza bajo régimen de co-manejo (Gianelli 2015),
otorgandose permisos personales de extraccion y buscando la comercializacion viva para

consumo humano (FAO 2015) como producto gourmet.

El tratamiento previo a la venta implica un periodo de 48 horas de depuracion en recipientes
de 700 L conteniendo agua marina tomada de la costa. La depuracién es el proceso por el
cual se eliminan contaminantes microbianos y quimicos de los moluscos bivalvos,
colocandolos en recipientes con agua limpia para que lleven a cabo su actividad normal de
filtracibn y bombeo durante periodos variables de tiempo de horas a varios dias. Es una
etapa previa a la venta para consumo, exigida por la legislacién internacional o nacional
como medio para proteger a los consumidores garantizando un producto seguro (NSSP

GUIDE 2009, Richards 2010, FAO 2010).

Tabla 1. Riesgos sanitarios asociados al consumo de moluscos bivalvos contaminados por
los agentes mas comunmente encontrados en la zona costera. Tomado de FAO 2010.

Riesgo Contaminante

Bacterias Salmonella spp., Shigellaspp., Vibrio parahaemolyticus.,
Vibrio vulnificus, Vibrio cholerae, Campylobacter spp., Lysteria

Infecciones monocytogenes

Virus Norovirus, virus de la hepatitis A

Quimicas Metales pesados: Hg,
Cd, Pb

Organicos: Dioxinas, Bifenolespoliclorados (PCB)

Intoxicaciones Hidrocarburos arométicos policiclicos (PAH), plaguicidas

Biotoxinas Toxina paralizante de los moluscos (PSP), toxina diarreica de los
moluscos, toxina amnésica de los moluscos (ASP), neurotoxina

de los moluscos (NSP)




En muchos sistemas legislativos el factor que determina la necesidad de realizar el proceso
de depuracioén es la clasificacion de la zona de produccion o extraccion segun criterios de
evaluacién de los riesgos sanitarios. Sistemas de clasificaciébn de zonas y depuracion estan
implementados en varios paises incluyendo la UE, USA, Japén, Nueva Zelanda, México,
Chile y Argentina. El éxito de este procedimiento implica la reanudacion de la actividad
filtradora por parte de los individuos de la especie objetivo. Para ello se deben suministrar
las condiciones fisicoquimicas de salinidad, temperatura, oxigeno y calidad de agua Optimas
para cada especie. Por esto se debe asegurar la provisién continua de agua marina natural
o artificial con los adecuados parametros fisicoquimicos y microbiolégicos para el correcto
desarrollo del proceso de depuracion. El tiempo necesario para lograr la eliminacion efectiva
total o parcial del contaminante depende de la naturaleza del mismo. Aunque el criterio
mayormente utilizado es de periodos de depuracion de 48 horas en condiciones Optimas,
este ha demostrado no ser efectivo para eliminar o reducir Vibrio spp., virus, biotoxinas y

distintos contaminantes quimicos (FAO 2010).

No se encontré una caracterizacion de la zona de extraccion y depuracion de M. mactroides
en Uruguay, ni para los criterios establecidos en la legislacion internacional o segun criterios
propios. Tampoco se encontraron estudios sobre el potencial o efectividad del proceso de
depuracion en la eliminacion de los posibles contaminantes a los que se expone M.

mactroides en la zona de extraccion.

Los estudios de marcaje y recaptura son una herramienta importante en investigaciones
eco-fisiologicas, proveen informacion sobre tasas de crecimiento y supervivencia,
dispersién, productividad del area de estudio, estructura y volumen de los stocks, etc. (Riley
2010, Shanshan 2017). Es variado y extendido el uso de métodos de marcaje en
investigacion de moluscos bivalvos. Estos incluyen marcas dibujadas directamente en las
valvas, varios meétodos de etiquetado y la utilizacibn de sustancias quimicas como la

calceina o alzeina.



Existen referencias sobre la utilizacion de métodos de marcaje quimico, como herramientas
experimentales in situ en esta especie (Lepore 2009).

El método de etiquetado elegido en este estudio (etiqueta plastica pegada a las valvas con
cianoacrilato) es un método no invasivo, de bajo costo y de manipulacién sencilla y rapida
(Todoli 2014), como contrapartida podrian perderse un numero significativo de marcas, o

gue estas quedaran ilegibles por efecto de la abrasion.

En otro orden, no se encontraron estudios previos sobre alimentacién in vitro en M.
mactroides, la informacién disponible sobre alimentacién in vitro en moluscos bivalvos
proviene de su investigacion y aplicacion en las etapas de hatchery, con el fin de obtener

semilla de calidad en cantidad para terminar su engorde en el medio ambiente (FAO 2006).

La alimentacién de adultos es un punto critico en la etapa de acondicionamiento de los
reproductores, el cultivo controlado busca las condiciones O6ptimas fisicoquimicas y
nutricionales para obtener la mayor cantidad de gametos viables. Realizar este
procedimiento implica disponer de un criadero de algas, sincronizar su produccion con el
acondicionamiento y quedar expuesto a mayores riesgos y costos en el proceso productivo
(FAO 2006, 2008). Una posible soluciéon tanto para asegurar el stock de racion como para

mejorar su calidad, es la utilizacion de algas secas (Utting 1997).

En el cultivo de semilla se alimenta a larvas y juveniles hasta alcanzar el tamafio adecuado
para ser sembrados en el ambiente. Al igual que los adultos, larvas y juveniles son
alimentados con algas cultivadas, aunque en esta etapa de cultivo el punto critico es la
calidad del agua de cria, sobre todo el aspecto microbiologico (Elston 1984, FAO 2006,
Beaz-Hidalgo 2010). Sin embargo el cultivo de algas como alimento tiene un peso

importante en los costos operativos (Coutteau 1992).
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Las dietas alternativas permiten mejorar la calidad del alimento, disponer de un stock y bajar
los costos de produccion. Se utiliza la sustitucion total o parcial de las algas frescas por
levaduras, levaduras tratadas para facilitar su digestion, emulsiones lipidicas,
microcapsulas, algas centrifugadas o algas secas (entre ellas la cianobacteria Arthrospira

platensis) (Coutteau 1992, 1993,1994, 1994, Nell 1996, Caers 1999).

La aplicacién del biofloc en la experimentacién y cria de moluscos bivalvos tiene potenciales
aplicaciones en el manejo de la calidad de agua y la alimentacion. La tecnologia de biofloc
optimiza el manejo de algunos recursos durante el cultivo de especies acuaticas. Por un
lado se optimiza el recurso agua, ya que se evita el recambio durante toda la fase de cultivo
(Crab 2010, Schveitzer 2013, Luis-Villasefior 2015, Manan 2016). Por otro lado se optimiza
la alimentacion, ya que los animales pueden alimentarse de los flocs y esto disminuye el
costo de alimentacién (Azim 2008, Crab 2012, Emerenciano 2013). A la vez permite
controlar variables como los residuos organicos (Ebeling 2006, De Shryver 2008, Ekasari
2014, Bakar 2015, Collazos-Lasso 2015), la introduccion de parasitos y toxinas producto de
los recambios de agua necesarios para evitar la acumulacién de estos residuos en los

estanques (Zhao 2012).

A través del manejo de la relacion C:N y la oxigenacién del medio, se genera un ambiente
favorable para la proliferacién de bacterias heterétrofas (Ray 2010, Monroy-Dosta 2013),
punto de partida de un loop microbiano que recicla los desechos de las aguas de cria
evitando su acumulacién y transformandolos en materia organica (Ebeling 2006).
Dependiendo de la especie cultivada este loop microbiano puede acoplarse a la cadena

tréfica y ser utilizado como alimento por los animales de cria (Azim 2008).

El uso de esta tecnologia a nivel mundial estd sumamente extendido y se aplica
principalmente a la cria de varias especies de camarén y de tilapia (Emerenciano 2013),

pero no se han encontrado referencias de su uso para la cria de moluscos bivalvos. Se ha
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probado el uso de biofloc producido en la cria de camardn, en el uso como alimento de
mejillones (Ekasari 2014). Aunque no hay registro de la utilizacion en Uruguay de este
método acuicola a nivel industrial, si hay experiencias de su aplicacion experimental a la cria

de especies de peces autdctonas con buenos resultados (Carnevia 2014).

El suministro de agua de cultivo de calidad es un requisito imprescindible para el éxito en la
cria y experimentacion en moluscos bivalvos. En todas las etapas del cultivo comercial o
experimental deben ser monitoreados Yy controlados parametros fisicoquimicos
(temperatura, salinidad, turbidez, presencia de toxinas) y microbioldgicos (virus, patégenos y

parasitos) (Héral 1991, FAO 2006).

La supervivencia y calidad del cultivo estadn determinados por el cumplimiento de estrictos
requisitos fisioldgicos. En la etapa de acondicionamiento se consigue la maduracion de los
gametos a través del manejo de la temperatura del agua de cultivo de los reproductores
(FAO 2006), las larvas y juveniles obtenidos son susceptibles a infecciones y parasitos
(Elston 1984, Sugumar 1998, Beaz-Hidalgo 2010) y el engorde extensivo de la semilla se

encuentra expuesto a toxinas presentes en el medio ambiente (Héral 1991).

La calidad del agua asegura la obtencién de un producto final seguro, a través de la
depuracion de los moluscos antes de su comercializacion (FAO 2010).
El uso de agua marina artificial (AMA) esta extensamente probado en experimentacién con
moluscos bivalvos (Kester 1967, Gallager 1989, Tamburrini 1999), también se ha probado
su uso en bioensayos en M. mactroides (Sauco 2013). Las sales para preparar el AMA se
encuentran disponibles en el mercado, también se encuentran distintas formulas para su

preparacion.

12



1.3. Fundamentacion

La investigacion experimental de esta especie posee potenciales aplicaciones en el
monitoreo ambiental de una zona de la costa uruguaya de gran valor socioeconémico y
ecologico. M. mactroides es una especie autdctona de posible interés acuicola (Carnevia
2007), este estudio incorpora herramientas y métodos experimentales ampliamente
utilizados en acuicultura, de bajo costo, técnica sencilla y tecnologia basica, evaluando su

aplicacion en la almeja amarilla M. mactroides.

Los actuales usuarios de este recurso se enfrentan a una serie de problemas entre los
cuales se encuentran el suministro de agua de depuracion y la imposibilidad de mantener
con vida y en buenas condiciones las almejas capturadas por relativamente largos periodos
de tiempo con el fin de disponer de un stock de comercializacion. El estudio de aspectos
post extractivos brindara herramientas para la obtencion y certificacion del producto almeja

amarilla como producto de consumo seguro y de calidad.

Actualmente la investigacibn mas basica acerca de las condiciones de cria de este recurso
resulta insuficiente. Al respecto son desconocidos métodos de marcaje e identificacion
individual de los organismos vivos, condiciones dptimas en cuanto a la calidad y tipo de

agua de cria, u opciones basicas de alimentacion natural o artificial entre otros aspectos.

Objetivo general

Este trabajo busca evaluar métodos que permitan mantener en buen estado y estimar la
condicion fisiologica (Anexo 7.2) de M. mactroides en laboratorio, a los efectos de avanzar
en los conocimientos hacia un manejo que permita el desarrollo in vitro de estudios

ecofisiolégicos en esta especie.
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Objetivos especificos

1- Evaluar un método de marcaje individual en M. mactroides.

2- Comparar dos raciones como alimento para M. mactroides y a su vez compararlas con el
biofloc producido a partir de ellas.

3- Evaluar un método de produccion de biofloc a partir de dos fuentes de nitrégeno
diferentes.

4- Comparar el uso y costo de dos aguas marinas artificiales en ensayos de laboratorio en
M. mactroides.

5- Evaluar el efecto de la posicién anatémica y del sustrato sobre la supervivencia de M.

mactroides en laboratorio.

Hipotesis de trabajo
1- Si el método de marcaje es inocuo no habra diferencias significativas en la supervivencia
de almejas marcadas y sin marcar. Si el método es efectivo no se perderan o borraran mas

del 10% de las etiquetas.

2- Si alguno de los tratamientos promueve condiciones favorables en la calidad del agua y la
alimentacion, la supervivencia sera mayor.

3- Habra diferencias en la cantidad de sélidos sedimentables (SS), pH y NH; entre los
tratamientos con y sin biofloc, esperando un aumento en los SS, una disminucién del pH y
del NH; si se desarrolla biofloc.

4- Si alguna de las AMAs es mas apropiada para el mantenimiento de los animales,
entonces la supervivencia sera significativamente mayor en ésta.

5- La posicion de las almejas afectard la supervivencia, esperando que sea
significativamente mayor en los tratamientos donde el animal se encuentra en posicion de

vida.
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2. Materiales y métodos

2.1. Muestreo de campo y transporte a laboratorio

La extraccion de las almejas se realizd en la franja de playa entre el canal Andreoni y el

arroyo Chuy, costa oceéanica del departamento de Rocha (Figura 1).

N 47—
Km0 \oAsd
%o Crey BARRA DEL CHUY

] 0] LA CORONILLA

Figura 1. Lugares de extraccion de los ejemplares de M. mactroides utilizados en las
experiencias. En rojo Puimayen, lugar de extraccion de las almejas utilizadas en las
experiencias de posicion y alimentacion. En verde Atalaya, de donde se extraen los
ejemplares utilizados en las experiencias de marcaje.

El dia 12/04/2016 se extrajeron 37 ejemplares de M. mactroides, en playa Atalaya 10 Km al
W de la barra del arroyo Chuy utilizando el método tradicional, realizando pozos en la arena
con una pala para extraer los animales. Se registr6 la salinidad y temperatura en el lugar
con termosalinometro YSI EC300. El dia 25/05/2016 se extrajeron en playa Puimayen, 4 Km
al W de la Barra del Chuy, 145 ejemplares de M. mactroides. Por ultimo el 13/07/2016 se

extrajeron 40 ejemplares de playa Puimayen, 5 Km al W de la Barra del Chuy.

Las almejas extraidas se acondicionaron para su transporte a laboratorio enterradas en
recipientes conteniendo arena seca. En todas las experiencias se utilizaron almejas sin

roturas. En los experimentos de marcaje se clasificaron los animales en dos tallas, una
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menor a 50 mm y otra mayor o igual a 50 mm, correspondiente a la talla comercial (Gianelli

2015). En el resto de las experiencias se utilizaron animales de talla comercial.

2.2.1. Biometria

En laboratorio las almejas fueron sacadas de la arena, enjuagadas en agua salina artificial
(salinidad = 21,9 + 0,1) y colocadas 5 sobre papel secante. Se midieron la longitud
maxima del eje antero posterior con vernier Stronger y se masan (MHTI) en balanza digital

de precision OHAUS Adventurer.

2.2.2. Acondicionamiento

El acondicionamiento previo a las experiencias se realizd6 en un recipiente de 100 L,
conteniendo AMA Sera marine basic salt, libre de nutrientes (nitratos, fosfatos y silicatos). La
salinidad registrada durante la experiencia fue de 21,9 %+ 0,1 (Carvalho 2015),
manteniéndose constante durante el experimento, al igual que el pH= 8,00 + 0,15. La
temperatura promedio fue de 12,0 = 1,0 °C. El periodo de acondicionamiento fue de 6 dias,
las almejas se colocaron horizontales sin suficiente sustrato para enterrarse y sin alimento
(Sauco 2013). El recipiente conté con un sistema de recirculacion a través de un filtro
externo Resun EF-1200U, provisto de filtros fisicos y bioquimicos. Una cabeza de poder

Resun SP-1100L suministré la aireacion (Figura 2).
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Figura 2. Recipiente de acondicionamiento, se observa la bomba de recirculacion, sistema
de filtros externos y el sistema de aireacion. Las almejas no dispusieron de sustrato
suficiente para enterrarse.

2.3. Disefio experimental

2.3.1. Evaluacién del método de marcaje

El dia 14/04/2016 se recibieron en laboratorio 37 almejas. Fueron medidas y clasificadas en

dos tallas; 18 individuos corresponden a la talla 1 menor a 50,00 mm y 19 a la talla 2 mayor

o igual a 50,00 mm. Fueron seleccionados 18 individuos de cada talla y 9 elegidos al azar

fueron marcados segun el método descrito (Figura 3).
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Figura 3. Almejas con etiquetas numeradas adheridas.

Se colocaron en el recipiente de acondicionamiento, registrandose la mortalidad durante 6
dias. Los analisis de supervivencia se realizaron en el programa estadistico R (R
Development Core Team 2008), utilizando el paguete R commander (Fox 2005) y el plugin
RemdrPlugin.survival (Fox 2012). Se obtuvieron las curvas de supervivencia por el método
Kaplan-Meir (Molinero 2001) para los tratamientos 1M, 1SM, 2M, 2SM, para las almejas
marcadas (M) y sin marcar (SM) sin tener en cuenta la talla y para la talla 1<50,00 mm y
talla 2>50,00 mm, sin tener en cuenta el marcaje. Las curvas de supervivencia se
compararon por el método log-rank (Molinero 2001) para determinar si existieron diferencias
significativas entre ellas. Por ultimo se informé la cantidad de marcas que se perdieron o

borraron durante el experimento.

2.3.2. Experiencias de alimentacion

El dia 26/05/2016 se recibieron en laboratorio 145 ejemplares de M. mactroides, todos
fueron medidos y masados segun el método descrito, 118 de ellos de talla mayor a 50,00
mm se destinaron a ensayos en laboratorio. Cien individuos seleccionados al azar fueron
marcados y colocados 6 dias en el recipiente de acondicionamiento. En las experiencias de

alimentacion se colocaron 60 almejas en recipientes individuales conteniendo 0,50 L de
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AMA Sera y aireacion suministrada por una bomba de aire Resun. La salinidad fue de 21,0 £

0,5 y se mantuvo constante durante los 30 dias de experimentacion. Se distribuyeron en

seis tratamientos con 10 réplicas cada uno (Figura 4).

|

Figura 4. Almejas dispuestas en recipientes individuales con aireacion. Cada tratamiento
consto de 10 réplicas independientes.

Los tratamientos evaluados fueron:

N: tratamiento negativo, sin alimentacion.

AS: almeja alimentada con 0,021 g de Spirulina por dia.

ASB: alimentada con 0,021 g de Spirulina por dia. Se agrega 0,071g de sacarosa (azucar
blanca) por dia.

AR: alimentada con 0,021 g de harina de krill por dia.

ARB: alimentada con 0,021 g de harina de krill mas 0,071 g de azUcar.

MA-MI: experimentos macrocosmo-microcosmo (Monroy Dosta 2013).

Las almejas se colocaron en recipientes individuales y se alimentaron con 0,021 g diarios de
Spirulina (Microcosmo). Se realizo un intercambio de 0,05 L de agua al dia de cada réplica
con agua de un recipiente que contiene 4,0 L de AMA Sera a la misma salinidad, donde se

agrega 0,071 g de azlcar para que se produzca biofloc (Macrocosmo).
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Se registré la mortalidad todos los dias, se obtuvieron y compararon las curvas de
supervivencia (Ildem 2.3.1) y la media de los tiempos de supervivencia. Se realizé una
regresion de los tiempos de supervivencia por el modelo de Cox (Molinero 2001) para
determinar si existieron efectos significativos de los tratamientos sobre el tiempo de
supervivencia y los riesgos relativos de los tratamientos de alimentacion en comparacion

con el tratamiento negativo.

2.3.3. Experiencias de produccion de biofloc

La relacion C:N elegida fue de 15:1 (Ebeling 2006, Bakar 2015) y no se utilizé un inéculo
para promover la produccién de biofloc. Los ensayos de produccion de biofloc se realizaron
en recipientes individuales conteniendo 0,5 L de AMA Sera a una salinidad constante de
21,0 £ 0,5 y fuerte aireacion, se realizaron 10 réplicas por tratamiento y la duracién del
ensayo fue de 30 dias. Los tratamientos fueron los mismos que en las experiencias de
dietas alternativas (N, AS, ASB, AR, ARB y MA-MI), mas dos tratamientos de biofloc sin

almeja, SB, RB y sus respectivos negativos Sy R.

S: tratamiento sin almeja, se agrega 0,021 g de Spirulina por dia
SB: sin almeja, se agrega 0,021 g Spirulina y 0,071 g de sacarosa por dia
R: sin almeja, se suministra 0,021 g de harina de kril

RB: sin almeja, 0,021 g de harinay 0,071 g de azucar

Las variables de respuesta utilizadas en el andlisis sobre produccién de biofloc fueron:
Solidos sedimentables (SS): es la variable de respuesta y monitoreo por excelencia utilizada
en acuicultura de biofloc. Los SS fueron medidos a los 15°-20" de reposo de las aguas de
cria en conos Imhoff de 1,0 L de capacidad (Avnimelech 2009). La medida se expresé en

mL/L con una estimacion variable segun el volumen de SS medido.
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NHs: utilizado como indicador de la calidad de las aguas de cria ya que es téxico. Aunque
los moluscos bivalvos son tolerantes a concentraciones que serian téxicas y mortales para
otros organismos, no se encontraron referencias a ensayos en M. mactroides.
El amoniaco es medido con una sonda de monitoreo continuo Seneye, que demora
aproximadamente 1 hora en tomar una medida estable. Se toman varias medidas por dia de
varios tratamientos. Pasados 7 dias se promedian los valores obtenidos para cada

tratamiento.

pH: utilizado como indicador de actividad microbiana y de calidad de agua, fue medido con

pHmetro pH tester con una precisién de 0,01.

Las condiciones iniciales fueron las mismas para todos los tratamientos, SS= 0,0 mL/L y

NHs= 0,013 mg/L, pH= 8,15 * 0,05.

Se realizaron 4 muestreos durante la experiencia uno por semana. En los tratamientos con
almejas se registran los datos el dia de la muerte y se ingresan las medidas en el muestreo
inmediato posterior. Con los datos obtenidos se construyen los gréaficos de pH=f(t), SS= f(t)

yNH;= f(t) para todos los tratamientos. Se realiz6 un andlisis de la media de los tiempos de

supervivencia, utilizando un ANOVA de una via.

2.3.4. Evaluacion de AMAs

En este ensayo se compararon los costos y la supervivencia de M. mactroides en dos aguas

marinas artificiales, el agua marina Sera marine basic salt de composicién desconocida y un

AMA preparada segun una férmula provista por FAO (FAO 2010).
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Tabla 2. Composicion y costo por litro de las aguas artificiales comparadas en la
experiencia. Los costos son calculados a partir de los precios de mercado, para obtener 1,0
L de agua de salinidad = 22,0. No se consigui6 la composicion de las sales SERA.

Agua marina artificial Composicion g/L Costo ($URI/L)
(AMW)

SERA Desconocida 22 5,87

FAO Cloruro de Sodio 17,25
Sulfato de Magnesio 4,24
Cloruro de Magnesio 3,36 5,2
Cloruro de Calcio 0,88
Cloruro de Potasio 0,42

Para ello se colocaron 10 almejas en recipientes individuales conteniendo 0,5 L de AMA

Sera a 21,0 £ 0,5 y aireacion (tratamiento N) y 10 almejas en recipientes conteniendo 0,5 L

de AMA FAO a 21,0 £ 0,5 y aireacion (tratamiento NF). Se registro la mortalidad durante los

30 dias de experimentacion, se obtuvieron y compararon las curvas de supervivencia. Se

obtuvo la media de los tiempos de supervivencia para ambas aguas artificiales y se

compararon utilizando un ANOVA de una via.
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2.3.5. Experimentos de posicién anatémica

El dia 15/07/2016 se recibieron 40 almejas en laboratorio. Fueron medidas y se
seleccionaron 30 individuos sanos de talla mayor o igual a 50,00 mm. Estos se distribuyeron
en 3 tratamientos con 10 réplicas cada uno y se colocaron en el recipiente de
acondicionamiento. En el tratamiento H las almejas fueron colocadas en una bandeja sin
sustrato, el tratamiento V contuvo almejas verticales con los sifones hacia arriba en

recipientes individuales, en el tratamiento VS las almejas fueron colocadas enterradas en

recipientes individuales conteniendo arena como sustrato (Figura 5).

Figura 5. Almejas colocadas en el recipiente de acondicionamiento en posicion vertical sin
sedimento (tratamiento V), vertical con sedimento (VS) y harizontal sin sedimento (H).

Se registro la mortalidad durante los 30 dias de experimentacion, se construyeron vy

compararon las curvas de supervivencia.

3. Resultados

3.1. Método de marcaje
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La salinidad y temperatura registradas en el lugar de extraccion fueron de 30.8 £ 0,1y 20,4

+ 0,1 °C en la orilla. Luego de medidas y marcadas se colocan a una salinidad de 21,9 +0,1

y una temperatura de 12,0 + 1,0 °C. El tiempo de marcaje (con las etiquetas hechas

previamente) es de aproximadamente 1 minuto por individuo. En la Tabla 3 se muestran los

datos obtenidos durante los 6 dias del experimento de marcaje. No se perdieron marcas y

todas fueron legibles al término del experimento.

Tabla 3: Efecto del método de marcaje sobre la supervivencia en M. mactroides. 1M: talla
1<50 mm con marca. 1SM: talla 1 sin marca. 2M: talla 2= 50 mm con marca. 2SM: talla 2 sin
marca. Supervivencia: 1- muerta, 0- viva. Tiempo: dia de experimentacién en que ocurre la

muerte.

Tratamiento Supervivencia Tiempo Tratamiento Supervivencia Tiempo
1M 1 1 2M 1 1
1M 1 2 2M 1 5
1M 1 3 2M 1 6
1M 1 3 2M 0 6
1M 1 3 2M 0 6
1M 1 4 2M 0 6
1M 0 6 2M 0 6
1M 0 6 2M 0 6
1M 0 6 2M 0 6
1SM 1 1 2SM 1 1
1SM 1 2 2SM 1 6
1SM 1 3 2SM 0 6
1SM 1 3 2SM 0 6
1SM 1 4 2SM 0 6
1SM 0 6 2SM 0 6
1SM 0 6 2SM 0 6
1SM 0 6 2SM 0 6
1SM 0 6 2SM 0 6
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Con estos datos se obtuvieron las funciones de supervivencia por el método Kaplan-Meir

para los tratamientos M y SM para ambas tallas, para M y SM sin tener en cuenta las tallas y

para las dos tallas sin tener en cuenta el marcaje.
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Figura 6. Funciones de supervivencia para los experimentos de marcaje.
A: Tratamientos 1M (---), 1SM (---), 2M (---), 2SM (---); B: Almejas marcadas M (---) y sin

marcar SM (----). C: Talla 1 (---) y talla 2 (---).

La comparacion de las curvas supervivencia por el método Log-rank (Figura 6) no muestra

diferencias significativas entre las funciones (p>0,05) para los tratamientos 1M, 1SM, 2M y

2SM. Tampoco existen diferencias significativas en las funciones de supervivencia de

almejas marcadas y sin marcar. La comparaciéon de las curvas de supervivencia muestra

diferencias significativas para el andlisis de las tallas (p<0,05), siendo mayor la probabilidad

de supervivencia para la talla 2= 50mm luego del segundo dia de experimentacion.
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Tabla 4. Comparacion de las funciones de supervivencia por el método Log-rank. N: tamafio
de la muestra. Muertes: cantidad de individuos muertos durante los 6 dias de
experimentacion. p: valor de probabilidad de que las curvas de supervivencia comparadas
sean diferentes, con un nivel de confianza del 95%, en negrita se presenta el valor
significativo.

Factor N Muertes chiz p

Talla/Tratamiento

1M 9 6 5 0,174
1SM 9 5
2M 9 3
2SM 9 2

Tratamiento

M 18 9 0,4 0,548
SM 18 7
Talla
1 18 11 4,5 0,0332
2 18 5

Para las experiencias de alimentacién se marcaron 100 almejas. Al final del periodo de
acondicionamiento (6 dias) se perdieron 6 marcas (6%), posteriormente no se perdié

ninguna marca y fueron todas legibles al finalizar la experiencia.

3.2. Dietas alternativas y biofloc

El dia 26/05/2016 se reciben en laboratorio 145 ejemplares de M. mactroides, extraidos el

dia anterior, la salinidad registrada fue de 12,6 + 0,1, la temperatura fue de 15,0 + 0,1 °C.
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Luego de ser medidos, marcados y acondicionados se distribuyen aleatoriamente en los
diferentes tratamientos. Con los datos obtenidos en los ensayos de alimentacién se

construyen las curvas de supervivencia para los distintos tratamientos.
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Figura 7. Curvas de supervivencia para los tratamientos AR(---) ,ARB(---), AS(---), ASB(---),
MA-MI(---) y N(---).

La comparacion de las funciones de supervivencia por el método Log-rank muestra que
existen diferencias significativas entre ellas (p<0,05) (Figura 7). Para saber entre cuales
curvas hay diferencias significativas, se comparan de a dos por el método Log-rank. Los
resultados se presentan en la Tabla 5. El ajuste de los datos al modelo de regresién de Cox
por el método Efron se muestra ordenado desde un riesgo relativo de muerte menor a

mayor, en comparacion con el tratamiento negativo (tratamiento N) (Tabla 5).
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Tabla 5. Valores de p para la comparacion pareada de las funciones de supervivencia. Los
valores en negrita corresponden a diferencias significativas de las funciones de
supervivencia comparadas.

Tratamiento N AS MA-MI AR ASB
N —_—
AS 0,00587
MA-MI 0,00347 0,00129
AR 4,06E-05  0,000188 0,229
ASB 7,94E-05 5,91E-6 0,00205 0,131 ---
ARB 7,08E-05 8,7E-6 0,00231 0,079 0,96

Todos los tratamientos influyen significativamente sobre la probabilidad de supervivencia
dentro de sus respectivos intervalos de confianza (Tabla 6). EI modelo ajusta para
cualquiera de los criterios de bondad: test de razén de verosimilitud (p=3.798e-12), test de
Wald (p=7.469e-08) y test Score (p=4.59e-11), con una concordancia= 0,81 *= 0,05,
R2=0,647. No hay evidencia significativa de que se viole la hipétesis de riesgos

proporcionales.

Tabla 6. Resultados de modelo de Cox para los tratamientos de alimentacion. RR: riesgo
relativo de cada tratamiento, tomando N como referencia, p: valor de probabilidad de que los
tratamientos afecten la probabilidad de supervivencia, en un intervalo de confianza del 95%

Tratamiento RR 95%IC p
N — _— —
AS 4,6 1,4-15,2 0,0121
MA-MI 22,4 4,9-103,2 6,5E-05
AR 35,1 8,4-146,6 1.00E-06
ASB 109,5 21,9-547,5 1.10E-08
ARB 121,0 24,6-594,4 3.60E-09
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La Figura 8 muestra los tiempos medios de supervivencia para los tratamientos de

alimentacion.
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Figura 8. Tiempo de supervivencia medio con su desvio estandar para los tratamientos de
alimentacion.

La agrupacion de los tratamientos por la comparacién de sus tiempos de supervivencia en
un intervalo de confianza del 95% muestra que no hay diferencias significativas entre los
tratamientos N y AS, pero si entre estos y el resto (Figura 8). El tratamiento MA-MI es
significativamente diferente a todos, siendo mayor la media de supervivencia en este

tratamiento que en AR, ASB y ARB.

La Tabla 7 muestra la media de los tiempos de supervivencia para cada tratamiento,

ordenados de mayor a menor.
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Tabla 7. Media + desvio estandar para un intervalo de confianza del 95%, de los tiempos
de supervivencia para los tratamientos de alimentacién. Entre paréntesis se muestran los
resultados de la agrupacion de tratamientos por su similitud en la media de los tiempos de
supervivencia, obtenidos mediante ANOVA.

Tratamiento Media = SD
N 25,0 £ 6,4(a)
AS 22,5 + 2,5(a)
MA-MI 14,3 + 4,4(b)
AR 11,8 + 5,4(ab)
ASB 9,0 + 1,3(ab)
ARB 8,2+ 2,4(c)

3.3. Experiencias de produccion de biofloc

Los tratamientos Spirulina-biofloc (ASB y SB) aumentan el volumen de SS con mayor
rapidez que los sin biofloc (N, AS y S) (Figura 9). El tratamiento ASB termina la semana 2
por muerte de todos los sujetos. Se observa la misma tendencia, los tratamientos con
biofloc (ARB, RB) aumentan la cantidad de SS mas rapidamente que los sin biofloc (N, AR y

R). El tratamiento ARB termina la semana 2 con la muerte de todos los sujetos.

La media de los SS de los tratamientos sin biofloc (N, AS, AR, Sy R) y con biofloc (ASB,

ARB, SB, RB) para los 4 muestreos realizados se muestran en la Tabla 8. Todos los

tratamientos parten de la misma condicién inicial SS= 0,1 + 0,1
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Figura 9. A: Media de sélidos sedimentables (mL/L) con la barra de desvio estandar para los
tratamientos negativo y con Spirulina en los 4 muestreos realizados cada 7 dias. B:
Tratamientos negativo y agregado de harina de kril.

N(--), AR(-+-), R(-~), ARB(--), RB(-~).

A los 7 dias de experimentacién (muestreo 1) no existen diferencias significativas entre la
media de los SS del tratamiento N y el de AS, pero si entre estos (cuya media es
significativamente menor) y el resto de los tratamientos. No hay diferencias entre los
tratamientos AR, S, R, ASB y ARB. Los tratamientos de biofloc sin almeja (SB y RB) tienen
una media de SS superior al resto. En el muestreo 2 (14 dias) se mantienen agrupados los
tratamientos N y AS, siendo su media significativamente menor al resto. El AR aumenta su

media que pasa a tener diferencias significativas con los tratamientos Sy R.
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Tabla 8. Media del volumen en mL/L de los s6lidos sedimentables *+ desvio estandar para
los tratamientos sin biofloc y sin almeja: negativo (N), spirulina (S) y racion (R), sin biofloc
con almeja: almeja+spirulina (AS), almeja+racion (AR), con biofloc sin almeja: spirulina-
biofloc (SB) y racién-biofloc (RB) y con biofloc y almeja: almeja+spirulina-biofloc (ASB) y
almeja+racién-biofloc. Entre paréntesis se encuentra el resultado de la agrupacioén por
similitud en la media de los SS obtenidos mediante un ANOVA de una via.

Tratamiento  Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3 Muestreo 4
N 0,1+0,1(a) 0,1+0,1(a) 0,3 +0,3(a) 1,2+0,3(a)
AS 1,01+£06(a) 4,7+1,7(a) 3,5+ 2,5(ab) 5,7 £ 3,6(a)
AR 10,0+ 1,7(b) 19,0+11,0(b) 17,4+ 2,2(b) NA
S 7,2+3,7(b) 8,6 +3,5(ab) 12,5+ 1,7(b) 14,2 + 2,6(a)
R 99+1,0(b) 8,6+ 3,5(@ab) 12,7 + 5,0(b) 19,3+ 6,3(a)
ASB 9,9+4,6(b) 56,6+ 15,0(d) NA NA
ARB 9,9+24(b) 55,4+11,0(d) NA NA
SB 229+49(c) 70,9+6,4(c) 101,6+14,7(c) 141,5+ 22,8(b)
RB 185+3,0(d) 435+75(e) 100,7+13,5(c) 156,4+ 21,1(b)

Todos los tratamientos con biofloc pasan a tener una media de los SS significativamente
mayor a los tratamientos sin biofloc. A los 21 dias se mantienen los tratamientos N y AS
significativamente menores que el resto. Se observa una gran diferencia entre los
tratamientos con biofloc y sin biofloc, siendo la media de los SS de los tratamientos con
biofloc casi 10 veces superior. En el Gltimo muestreo se encuentran diferencias significativas
en los tratamientos con biofloc y sin biofloc, siendo mayor la media en los tratamientos con

biofloc.

En la Figura 10 y Tabla 9 se observa un rapido incremento de la concentracion de amoniaco
para los tratamientos sin biofloc a partir de los 7 dias de experiencia. El control negativo

incrementa la concentracion a una tasa menor que los tratamientos con alimentacion.
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Figura 10. A: Promedio semanal de la [NHs] en mg/L obtenidos con la sonda Seneye, para
los tratamientos con Spirulina. Los tratamientos con biofloc se separan de resto al segundo
muestreo (dia 14) manteniéndose la [NHs;] menor que para el tratamiento negativo y sin
biofloc. B: Tratamientos con agregado de harina de krill. N(----), AR(----), R(----), ARB(----),
RB(----).

Todos los tratamientos sin biofloc alcanzan el limite superior de deteccion el dia 21 de
experimentacion. Los tratamientos con biofloc con y sin almejas muestran un incremento
inicial de la concentracién de amoniaco, descendiendo luego y manteniéndose baja durante

el resto de la experiencia.

Tabla 9. Promedio semanal de la [NHs;] en mg/L obtenidos con la sonda Seneye.

Tratamiento Muestreol Muestreo 2 Muestreo 3 Muestreo 4

N 0,028 0,052 0,5 0,5
AS 0,028 0,107 0,5 0,5
AR 0,02 0,38 0,5 NA

S 0,03 0,296 0,5 0,5

R 0,03 0,303 0,5 0,5
ASB 0,035 0,02 NA NA
ARB 0,036 0,015 NA NA
SB 0,017 0,017 0,013 0,013
RB 0,024 0,015 0,015 0,014
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Tabla 10. Comparacion de la media de la [NH;] mediante ANOVA de una via para los
tratamientos negativo, con biofloc y sin biofloc.

Tratamiento Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3 Muestreo 4

N a a b b
Sin biofloc a b b b
Con biofloc a a a a

A partir de los 14 dias de experimentacion el promedio de la concentracion de amoniaco de
los tratamientos con biofloc es significativamente menor al del control negativo y a los

tratamientos sin biofloc (Tabla 10, Figura 10).

Al final de la experiencia los tratamientos con biofloc tienen un pH significativamente menor

gue los tratamientos sin biofloc (Figura 11 y Tabla 11).
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Figura 11. A: pH promedio (+ desvio estandar) para los tratamientos con Spirulina. B:
Tratamientos con harina de kril. N(----), AR(----), R(----), ARB(----), RB(----).
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Tabla 11. Media del pH + desvio estandar. Entre paréntesis se encuentra el resultado de la
agrupacién por similitud en la media del pH obtenidos mediante un ANOVA de un via.

Tratamiento Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3 Muestreo 4

N 8,17 +0,02(e) 8,25+0,01(de) 8,46 +0,02(cd) 8,41+ 0,04(b)

AS 7,92 +0,08(d) 8,18+0,03(d) 8,60+0,32(d) 8,64+ 0,02(c)
AR 7,75+ 0,02(c) 8,18+0,06(d) 8,34+ 0,10(cd) NA

S 7,78 +0,02(c) 8,32+0,03(e) 8,50+0,02(d) 8,60+ 0,04(c)

R 7,77 £0,01(c) 8,15+0,04(d) 8,30+0,02(c) 8,62+0,07(c)
ASB 7,58 +0,06(a) 7,97 + 0,05(c) NA NA
ARB 7,69 +0,04(b) 7,87 + 0,03(bc) NA NA

SB 7,75+0,04(c) 7,86+0,15(d) 7,80+ 0,06(b) 7,75+ 0,18(a)

RB 7,76 £0,02(c) 7,64+0,10(@) 7,51+0,04(a) 7,69+ 0,22(a)

La Figura 12 presenta las gréficas obtenidas para los recipientes Micro del tratamiento MA-
MI, para los sélidos sedimentables, amoniaco y pH. La Tabla 12 presenta los resultados de
los muestreos realizados en el recipiente Macro donde se agreg6 azlcar para la producciéon

de biofloc.

Tabla 12. SS, NHs y pH para el recipiente Macro.

Macro SS (mL/L) NH; (mg/L) pH
t=0 50 0,014 8,15
Muestreo1l 9,8 0,035 8,26
Muestreo 2 50,0 0,02 8,17
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Figura 12. A: Media + desvio estandar de los sélidos sedimentables para las réplicas Micro
del tratamiento MA-MI. B: Valores promedio de la concentracion de amoniaco para los
Micro. C: Media + desvio estandar del pH de los Micro.

3.4. Evaluacion de las AMAs

El analisis ANOVA muestra un efecto significativo del tratamiento sobre el tiempo de
supervivencia (F(1,18)=5,737, p=0,0277), siendo mayor la media del tiempo de

supervivencia en el tratamiento con AMA SERA que en AMA FAO (Tabla 13).

Tabla 13. Media * desvio estandar, para un intervalo de confianza del 95% de los tiempos
de supervivencia para los tratamientos de agua marina artificial.

Tratamiento Media £ SD
N AMA SERA 25+6,4
NF AMA FAO 17+ 8,4
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La comparacién de las curvas de supervivencia (Figura 13) para las AMAS, no muestra

diferencias significativas entre ellas (chi?=1,9 en 1 grado de libertad, p=0,168).
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Figura 13. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meir para los tratamientos N (---), negativo
AMA SERA y NF (----), AMA FAO.

3.5. Posicién anatémica
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Figura 14. Curvas de Kaplan-Meir para los experimentos de posicidbn anatomica.
Tratamiento horizontal H (----), tratamiento vertical con sedimento VS (----), tratamiento
vertical sin sedimento V (----). Las curvas divergen el dia 18, a partir de ese dia probabilidad
de supervivencia es menor para las almejas en posicion horizontal.
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El analisis pareado por el método Log-rank de las curvas de supervivencia (Figura 14) no
mostré diferencias significativas entre los tratamientos verticales V y VS (chi2=1 en un grado
de libertad, p= 0.317), pero si entre los tratamientos verticales y horizontal (chi2=13,5 en 2

grados de libertad, p=0,00116).

4. Discusion

En esta Tesis se exploraron de manera satisfactoria algunas condiciones de sustento
artificial para la almeja M. mactroides, evaluando diferentes técnicas necesarias para el

mantenimiento a largo plazo de la especie en laboratorio.

4.1. Método de marcaje

El método de marcaje seleccionado ha sido ampliamente utilizado en experimentos
ecofisioldgicos in situ en varias especies de moluscos bivalvos (Todoli 2014, Riley 2010),
pero no se encontraron referencias especificas sobre su aplicacién en M. mactroides. En
este estudio no se encontrd un efecto significativo del método de marcaje utilizado sobre la
supervivencia para ninguna de las tallas, permitiendo el seguimiento individual durante toda
la experiencia, lo que puede ser necesario en el disefio experimental. EI método
seleccionado es inocuo y efectivo, ademas es econdémico, las etiquetas se hicieron con
folios plasticos transparentes, marcador indeleble y se adhieren con pegamento de

cianoacrilato.

Durante los experimentos de marcaje se observé un efecto significativo de la talla sobre la
probabilidad de supervivencia, siendo mayor para la talla 2 = 50 mm. Esta diferencia en los
tiempos de supervivencia puede deberse a distintos factores: diferencias en los estados

fisiologicos entre tallas, distinta sensibilidad al método y tiempo de transporte al laboratorio,
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diferencias en la capacidad de tolerar el cambio entre las condiciones fisicoquimicas del
medio ambiente (salinidad = 30.8 + 0,1, T° = 20,4 = 0,1 °C) y las condiciones de
acondicionamiento (salinidad = 21,9 £ 0,1, T° = 12,0 £ 1,0 °C), una suma de estas posibles
causas u otras no consideradas. En definitiva, el método de marcaje probado provee una
herramienta de manejo experimental de bajo costo, inocuo y efectivo para tamafios
muestrales no muy grandes (N <200) y tallas ho muy pequefas (longitud = 2,0 cm) en M.
mactroides. Sin embargo el procedimiento es algo demandante en el tiempo de
manipulacién y adicionalmente, es incierto si las marcas se desprenderian en un medio
natural altamente abrasivo como las playas arenosas. Por lo tanto, si la cantidad de sujetos
gue se necesita marcar es relativamente grande, el tamafo de los individuos es pequefio y/o
no es necesario en el disefio experimental la identificacién individual, existen otros métodos
de marcaje cuya implementacion podria ser mas adecuada. La tincién quimica con calceina
ya ha sido utilizada y probada en estudios de crecimiento in situ en M. mactroides (Lepore

2009), siendo una alternativa para los casos anteriores.

4.2. Dietas alternativas y biofloc

La alimentacién provoca el aumento de los detritos (al mismo tiempo nutrientes para los
microorganismos presentes en el contenedor experimental), disponibles en el medio a
través de los aportes de los restos de alimentos, de las heces y excreciones por parte de
los animales. La utilizacion de estos residuos por microorganismos y su respiracion conlleva
el descenso de la concentracion de oxigeno hasta niveles de hipoxia y anoxia, pudiendo
provocar la muerte de los animales de cultivo. También el aumento de la concentracion de
amoniaco en el medio por la acumulacion de las excretas puede alcanzar niveles téxicos

para la especie objetivo (Boyd 1998, Wright 2001).

Al alimentar los animales y no realizar recambio de agua durante los experimentos, se

espera un aumento de la concentracién de amoniaco, indicador del deterioro progresivo de

39



la calidad del agua y al mismo tiempo una disminucién de la probabilidad de supervivencia
de los sujetos. Varias especies de moluscos bivalvos muestran una gran tolerancia a la
exposicion a altas concentraciones de amoniaco, durante tiempos relativamente cortos
(Epifanio 1975, Reddy 1979), pero los efectos sobre la supervivencia aumentan con la
exposicion prolongada a concentraciones no tan altas, como las registradas durante los

experimentos (Zischke 1987, Hickey 1999).

Los tiempos de supervivencia mas prolongados se logran con el tratamiento control (N),
donde no se les suministr6 alimento a los animales y en el que la concentracion de NH;
aumenta hacia el final de la experiencia. En experiencias anteriores se observé una gran
tolerancia a largos periodos de inanicién en moluscos bivalvos (84 dias), manteniendo una

buena calidad de agua (Albentosa 2006).

A partir de la tercer semana de experimentacion, el descenso de la condicion fisiolégica por
inanicion y el deterioro de calidad del agua, reflejado en el aumento de la concentracién de
NHs, acompafian al descenso abrupto de la supervivencia. Asumiendo que la Unica fuente
de nitrégeno son las excretas de las almejas, el aumento de [NH;] a partir de las dos
semanas es un indicio de la utilizacion de las reservas metabdlicas para la nutricion (Ansell
1973, Albentosa 2006). A la vez que aumenta la concentracibn de una sustancia
potencialmente toxica (NHs), estando los sujetos expuestos durante tiempos prolongados.
No se han encontrado estudios sobre los efectos de la exposicion corta o prolongada a
concentraciones medias y altas de amoniaco en M. mactroides, por lo que el presente

trabajo reporta las primeras observaciones al respecto.

Los tratamientos de alimentacion con Spirulina y harina de krill muestran un rapido aumento

de la concentracion de NHs;. Sin embargo existen diferencias entre la probabilidad de

supervivencia y los solidos sedimentables entre ambos tratamientos. Mientras la Spirulina
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parece ser consumida por M. mactroides, la harina de krill no, ya que no muestra diferencias
en el volumen de solidos sedimentables en los tratamientos de harina de krill con y sin
almeja. El tamafio de particula podria ser la causa de esta diferencia en el consumo entre
ambas raciones. El rango de tamafio de particula consumido por los bivalvos varia entre 1
um a 100 ym (Mamat 2010), mientras la harina de krill utilizada tiene un tamafo de 100 ym
a 150 um (KrillCanadaProductList 2015), la Spirulina tiene un tamafo de célula de entre 6
um y 16 uym (Ali 2010). No se han encontrado referencias anteriores sobre el rango de

tamafo de particula consumido por M. mactroides.

Aunque en ambos tratamientos la calidad del agua se deterior6é rapidamente, las almejas
alimentadas con Spirulina tienen una probabilidad de supervivencia mayor, probablemente
por estar consumiendo el alimento suministrado y a la calidad del mismo. Existen
experiencias previas de utilizaciéon de Spirulina en la alimentacién de moluscos bivalvos en
etapas de hatchery o con fines experimentales (Benemann 1992, Berthet 1992, Coutteau
1992, 1993, Bonner 1994, Arney 2015), con resultados variables segun la especie objetivo y
la etapa de desarrollo. No se ha encontrado bibliografia previa sobre la utilizacion de
Spirulina, otras dietas alternativas o algas vivas en la alimentacion de M. mactroides, con
fines experimentales o de cultivo. Tampoco se han encontrado referencias sobre los

requerimientos nutricionales para esta especie.

No se obtuvieron buenos resultados respecto a la supervivencia al colocar las almejas en
los mismos recipientes donde se produce biofloc. La probabilidad de supervivencia es la
mas baja y el riesgo relativo es superior al resto de los tratamientos. Aunque se logra
mantener baja la concentracion de NHs, el rdpido aumento de los sélidos sedimentables
podria explicar la baja probabilidad de supervivencia en los tratamientos con biofloc y
almejas. La produccion de biofloc implica la resuspension continua de las particulas en la
columna de agua, por lo cual es un punto clave el control de los sélidos en suspension para

el éxito del cultivo de algunas de las especies objetivo (Ray 2010, Schveitzer 2013). En los
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moluscos bivalvos es conocido el efecto negativo de la turbidez sobre el fitness, la
respiracion, la abundancia y la supervivencia (Steele-Petrovic 1975, Murphy 1985, Ellis

2001, Newell 2004).

Los experimentos Macrocosmo-Microcosmo buscaron acoplar la produccién de biofloc
(Macrocosmo) al tratamiento de aguas de cria y alimentacibn en M. mactroides
(Microcosmo), en un sistema cerrado (cero recambio de agua), con recirculacion entre
Macro y Micro (Azim 2008, Monroy-Dosta 2013, Ekasari 2014). Con este manejo se busca
alimentar las almejas con spirulina y biofloc proveniente del Macro y a la vez mantener la
[NHs] baja por dilucion. Se consigue aumentar significativamente la supervivencia con
respecto a los tratamientos donde el biofloc se produce en el mismo recipiente donde se
encuentran las almejas. Este manejo resulté adecuado para gestionar la cantidad de sélidos
sedimentables, pero insuficiente para manejar la [NH;]. EI aumento de la supervivencia
obtenido con el tratamiento Macrocosmo-Microcosmo nos inducen a proponer un método de
este tipo en futuras investigaciones sobre manejo experimental en M. mactroides y otros

bivalvos filtradores.

4.3. Produccidn de biofloc

Con la aplicacion de este manejo 15C:1N y sin utilizar un in6culo inicial, se consigue
rapidamente la produccion de biofloc a partir de los dos alimentos utilizados (Spirulina y
harina de krill). El aumento del volumen de sélidos sedimentables y el descenso de pH es
consistente con estudios anteriores (Azim 2008, Nootong 2011, Ray 2011, da Silva 2013,
Bakar 2015). La concentracion de NH; es menor que en otros resultados experimentales. El
amoniaco fue medido con una sonda Seneye de monitoreo continuo, el periodo de 1 hora
por medida impidi6 la obtencion de la concentracion de NH; para todas las réplicas el mismo

dia, por lo que se utilizé el promedio semanal de las medidas por tratamiento. Este dato

42



debe ser analizado cualitativamente y en ese aspecto los tratamientos con biofloc muestran
un comportamiento analogo a experiencias anteriores, logrando una excelente gestién de
los residuos nitrogenados (Megahed 2010, Emerenciano 2013, Hargreaves 2013, Collazos-

Lasso 2015).

Aunque hay indicios del consumo de biofloc por las almejas, este estudio no abarca
aspectos nutricionales como la composicion, calidad y tamafio de particula apropiado para
ser ingerido por M. mactroides. Tampoco abarcé aspectos microbioldgicos, no se analiz6 la
composicion y desarrollo temporal de la microflora, ni se buscé y cuantificé la presencia de

potenciales patégenos.

Para la futura utilizacion de un sistema Macrocosmo-Microcosmo en el manejo de M.
mactroides sera necesario implementar estudios previos sobre produccion y manejo de
sistemas de biofloc, como la utilizacién de un indculo inicial para favorecer su produccion e
influir sobre la composicion de este (Crab 2012). El acoplamiento de la via autétrofa no ha
sido tenida en cuenta, siendo la produccion primaria fotosintetizadora una parte sustancial e
importante en los sistemas de biofloc (Ebeling 2006). En esta experiencia se inhibe esta via
al desarrollarse en un lugar cerrado y por la utilizacién de una relacion C:N alta. En futuras
investigaciones se tendra que considerar la via autétrofa en la produccién y composicion de
biofloc, buscando su manejo (a través de la inoculacién, relacion C:N elegida y fotoperiodo)

y acoplamiento a la via heterétrofa.

Otras formas de manejo de la cantidad y composicion de biofloc que no se abordaron en
este trabajo son la utilizacion de distintas fuentes de carbono o la incorporacion de otras
especies en el manejo acoplando niveles tréficos a la experiencia (Newell 2004, Troell 2009,
Reid 2010). Regular el tamafio de particula de biofloc suministrado a las almejas a través de
filtros, podria ser una forma de manejo del tamafio, composicion y valor nutritivo del biofloc

suministrado como alimento (Ekasari 2014).
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4. 4. Evaluacién de las AMAs

Para evitar los efectos de la eutrofizacibn de las aguas de cultivo, manteniendo una
adecuada calidad de agua, se utilizan varios métodos de manejo. El recambio de agua entre
el medio de cultivo y el ambiente es el método mas utilizado tanto en las etapas de cultivo

en laboratorio (hatchery) y depuracién de moluscos bivalvos (FAO 2006).

La utilizacién de un agua artificial elaborada a partir de una férmula proporcionada por la
FAO, de menor costo y con las sales componentes a disposicién en el mercado, no es
recomendable en manejos que requieran tiempos mayores a 7 dias, debido a la disminucién
de la probabilidad de supervivencia. Sin embargo podria ser una alternativa para manejos a
corto plazo como un proceso de depuracion de 48 horas. El agua artificial FAO es
ampliamente utilizada para el almacenamiento de langostas y en la depuracién de la ostra
japonesa (Crassostrea gigas) y la almeja Mercenaria mercenaria. Pero puede no ser

adecuado su uso en ciertas especies, por lo cual debe probarse su uso especificamente.

Podemos suponer que la composicién del agua elaborada a partir de la mezcla de sales
SERA se adecla mejor a los requerimientos fisiolégicos en M. mactroides. Existe poca
informacion sobre los requerimientos especificos de M. mactroides, serian recomendables

estudios fisiolégicos y testear AMAs con otras formulaciones disponibles.

4.5. Posicion anatdémica

El acondicionamiento de reproductores, en algunas especies de moluscos bivalvos

infaunales, se realiza en bandejas que contienen un sustrato para permitir que se entierren

adoptando su posicion de vida. Esto facilita la filtracion, alimentacion y respiracion, teniendo

importantes consecuencias fisioldgicas (FAO 2006) (Figura 15).
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Figura 15. Diagrama de recipiente de acondicionamiento para bivalvos infaunales (Tomado
de FAO 2006).

Por ejemplo Panopea generosa es acondicionada para su transporte viva sujetando las
valvas con una banda elastica. La presion ejercida reduce el esfuerzo realizado por los
musculos aductores para mantener las valvas cerradas, permitiendo conservar las almejas
en mejores condiciones por mayor tiempo. Los efectos fisioldgicos de permitir a los animales
adoptar la posicion de vida parecen ser mas determinantes para la supervivencia en M.

mactroides, que la presencia de un sustrato que ejerza presion sobre las valvas.

En futuros manejos experimentales sera fundamental permitir o colocar los animales en la
posicion de vida, una solucion para ello sera suministrar un sustrato. El uso de arena u otro
sustrato particulado acarrea consecuencias a tener en cuenta en los sistemas de
recirculacién de agua, la higiene y depuracion de estos animales, la utilizacién de sustratos
artificiales (algun tipo de espuma sintética inerte e inocua) podria ofrecer una solucién a

estos problemas.
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5. Conclusiones y perspectivas

Este trabajo aplica varias herramientas de manejo experimental y cria en M. mactroides,
algunas utilizadas con anterioridad en otras especies de moluscos bivalvos y otras (el

biofloc) de las que no se ha encontrado registro de su utilizacién en bivalvos.

El uso de etiquetas plasticas humeradas, pegadas con cianoacrilato, mostré ser un método
de marcaje inocuo, efectivo y econdmico, siendo viable su utilizacion como herramienta

experimental en esta especie.

La utilizacion de la Spirulina ofrece buenas perspectivas como alimento o como parte de una
dieta alternativa, faltando aln estudios fisiolégicos que brinden informaciéon sobre aspectos

nutricionales de M. mactroides.

La calidad del agua es fundamental para la supervivencia en esta especie como en otras de
moluscos bivalvos. La gestion de los residuos nitrogenados y los sélidos en suspension es

por lo tanto un requisito indispensable para su mantenimiento en buenas condiciones.

Dicha gestién se puede lograr a través del recambio de agua, para lo que se debe asegurar
un suministro constante de agua de calidad. Este suministro de agua del medio ambiente es
uno de los problemas que enfrenta en la actualidad el proceso de depuracion que se realiza
antes de la comercializacién, debido aumento de las floraciones potencialmente nocivas y la

falta de cualificacion de las zonas de toma de agua.

Este trabajo evalla dos opciones, la utilizacion de un agua artificial de menor costo (AMA

FAOQ) y la tecnologia de biofloc aplicada al tratamiento y reciclaje de agua.
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La utilizaciéon de un AMA de menor costo podria ser una alternativa en un proceso de
depuracién corto, como el que se realiza en la actualidad, aunque no seria recomendable su
utilizacion en procesos 0 manejos que requieran tiempos mas prolongados debido a la

disminucion de la supervivencia.

Otra consecuencia de aplicacién inmediata para el manejo de esta especie in vitro es el
efecto de la posicion sobre la supervivencia. Cualquier manejo a mediano y largo plazo

debera permitir a los animales adoptar la posicion de vida.

Como perspectiva a largo plazo queda la utilizacion de la tecnologia de biofloc en un manejo

de tipo Macrocosmo-Microcosmo, como herramienta de gestion de agua y fuente de

alimento aplicada a la cria de M. mactroides u otros moluscos bivalvos.
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7. Anexo

7.1. Calculos de racién

La informacion disponible sobre la alimentaciéon de adultos in vitro en moluscos proviene de
la acuicultura, donde se suministra una cantidad de racion de aproximadamente el 3% de la
masa seca (FAO 2006). El procedimiento utilizado para estimar la racion a suministrar fue el
siguiente; tomando la submuestra inicial de 17 individuos de longitud > 50 mm se graficé

MSPi= f (Longitud).

Interpolando la longitud promedio = 57,82 mm de las 100 almejas que quedaron se obtuvo la

MSP promedio= 0,704 g de las almejas utilizadas en la experiencia.

Masa de racion = 0,03 (0,704) = 0,021 g

El uso de Spirulina y harina de krill como racion se debe a su disponibilidad en el mercado y
al conocimiento de la cantidad de proteina que contienen, lo que permite calcular la cantidad
de azlcar que debe agregarse para obtener una relacion 15C:1N (Ebeling 2006)
El contenido de proteina de la Spirulina es del 65% y el de la harina de krill es del 60%. A la
vez el contenido promedio de nitrégeno en la proteina es del 14%.

Masa de Spirulina/dia= 0,021 g/dia

Masa de proteina= 0,021.65/100= 0,0137 g/dia

Masa de nitrégeno= 0,0137.14/100= 0,002 g/dia

El contenido de carbono de la sacarosa es del 42,1%, para obtener una relacién 15C:1N :
Masa de carbono= 15.0,002= 0,03 g/dia

Masa de sacarosa=0,03/0,421= 0,071 g/dia
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Realizando los calculos para la harina de krill se obtiene que se debe agregar la misma

cantidad de azucar que en los tratamientos con Spirulina.

7.2. Evaluacion de los indices de condicion

Los indices de condicion (IC) permiten evaluar el estado fisiol6gico de un conjunto de
animales en respuesta a determinadas condiciones ambientales, a través del estudio de
relaciones entre parametros bioquimicos, fisiolégicos o morfométricos (Mann 1978).
En acuicultura se utilizan con fines econémicos, para estimar la calidad del producto y para
la determinacion del estado ecofisiolégico de los animales de cria. Los IC calculados en este
trabajo son utilizados para estimar la calidad o rendimiento del cultivo utilizando
instrumentos (balanza, calibre y estufa), métodos y calculos accesibles (Galvao 2015). En
contrapartida en el caso de los bivalvos el animal debe estar muerto para obtenerlos, son
indices estaticos (Lucas 1985, Brown 1987). El factor de condicién de Fulton (K) es
ampliamente utilizado en peces para estudios ecofisiologicos. K relaciona la masa humeda
total del animal con su longitud (largo del eje antero-posterior) al cubo, por lo tanto no hay
gue matar al animal lo cual permite un seguimiento en el tiempo. La hip6tesis que permite
utilizar K en determinada especie, es que el crecimiento del animal sea isométrico
(Stevenson 2006). Quiere decir que en la ecuacion de ajuste exponencial M= alLP, donde M
es la masa en gramos y L es la longitud en mm, el exponente b=3. En Mesodesma
mactroides, b= 3,03 (Defeo 1992), por lo cual su crecimiento puede considerarse isométrico

(Gaspar 2001).

El dia 25/05/2016 se extraen en playa Puimayen, 145 ejemplares de Mesodesma
mactroides, 118 de ellos (los de talla mayor a 50,00 mm) son destinados a ensayos de
alimentacion y evaluacion de los ICs en laboratorio. En laboratorio las almejas fueron
sacadas de la arena, enjuagadas en agua salina artificial (salinidad = 21,9 + 0,1) vy

colocadas 5" sobre papel secante. Se midi6 la longitud maxima del eje antero posterior con
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vernier y se masan (MHTi) en balanza digital de precisidbn. Para las experiencias
alimentacion y evaluacion de los indices de condicion, se procesa una sub muestra inicial de
17 individuos de longitud mayor a 50,00 mm, separando con bisturi la pulpa de las valvas,
obteniendo la masa humeda de la pulpa (MHPi = visceras + musculo + manto) y masa
hameda de las valvas ( MHVi ), luego de escurridas en papel secante 5°. La obtencién de la
masa seca de la pulpa (MSPi) y de las valvas (MSVi) se realiz6 secando las muestras en
estufa a 45 £ 5 °C hasta obtener una masa constante.

Los IC se calculan segun las siguientes expresiones matematicas (Galvao 2015):
IC1= MHP(g)/MHV(g)

IC2= MHP(g)/MHT(g)

IC3=MHP(g)/Longitud (cm)

IC4=MSP(g)/MHV(g)

IC5=MSP(g)/Longitud (cm)

IC6=MSP(g)/MST(qg)

IC7=MSP(g)/(MHT(g)-MHV(g))

K=MHT(g)/Longitud3(mm?3).10000

Las almejas muertas son procesadas, obteniendo MHTf, MHPf, MHVf, MSPf, MSVf, MSTfy

los ICf por los procedimientos descritos.

Los IC se separan para su comparacion en dos grupos: los IC que utilizan la masa humeda
en el denominador (IC1, IC2, IC3 y K) y los IC que utilizan la masa seca en el denominador
(IC4, IC5, IC6 e IC7). Para seleccionar entre estos dos grupos cudl refleja en los resultados
el efecto de los tratamientos de alimentacion de manera mas ajustada, se utilizan dos

criterios:

1°- durante el desarrollo de los experimentos se observa el deterioro de las condiciones

fisioldégicas de los animales, el manto se retrae, las valvas se separan y se aprecia una
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disminucion de la actividad en el movimiento del pie y los sifones. Esperamos entonces que

los ICs finales sean significativamente menores que los ICs iniciales.

2°- el otro criterio propone utilizar los datos de mortalidad obtenidos para realizar una
regresion de Cox. Para ello se supondrd que la submuestra inicial (SM) sobrevive los 30
dias de experimentacion sin cambiar sus ICs. Los que ajusten al modelo de Cox seran
seleccionados, ya que se espera una relacion significativa de los ICs y la probabilidad de

supervivencia.

Los indices de condicién se agrupan para su analisis e interpretacion en 2 grupos: los IC

gue relacionan la masa himeda de la pulpa con otro parametro y los IC que utilizan la masa

seca de la pulpa.
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Figura 16. Graficos para los ICs que utilizan la masa himeda de la pulpa en los calculos.
A: Media * sd del IC1 para los tratamientos de alimentacion y la submuestra inicial
(SM, N=17). B: IC2. C: IC3. D: K.

Un andlisis de varianza (ANOVA) muestra un efecto significativo de los tratamientos sobre
los ICs calculados utilizando la masa hiumeda de la pulpa, IC1: F(6,70)=2,549, p=0.0273 ,
IC2: F(6,70)=2,373, p= 0.0382 , IC3: F(6,70)=4.095, p=0.00141 , K: F(6,70)=4,74,

p=0.000418.

Los test multiples de comparacién de medias (Tukey Contrasts) para los ICs que utilizan la

masa humeda muestran la agrupaciéon en familias por sus similitudes.
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Tabla 14. Tratamientos de alimentacién agrupados segun su similitud en los ICs. SM es la
submuestra inicial.

Tratamiento IC1 IC2 IC3 K
SM ab b ac a
N ab ab ab ab
AS ab ab ab a
MA-MI ab ab bc b
AR ab ab ac ab
ASB b ab c b
ARB a a a ab

El analisis de las medias de los tiempos de supervivencia para los ICs que utilizan la masa
hameda en los calculos muestra una gran variabilidad entre ellos. IC1 muestra un aumento
significativo de la relacion MHP/MHV para las almejas tratadas con biofloc producido con
spirulina y una disminucién significativa para el tratamiento de biofloc producido a partir de
harina de krill. No existen diferencias significativas entre las medias de IC1 del resto de los
tratamientos (N, AS, MA-MI y AR) y la submuestra inicial. El IC2 disminuye
significativamente con respecto al IC inicial en todos los tratamientos. Para IC3 existe un
aumento significativo con respecto a la submuestra inicial en los tratamientos de biofloc-
spirulina (ASB y MA-MI), no hay variacion significativa para AR y el resto (N, AS y ARB)
muestran una disminucion significativa. El factor de condicion de Fulton muestra un aumento
significativo para todos los tratamientos menos para AS, dénde no hay diferencias
significativas con la submuestra inicial. Ninguno de estos indices de condicién ajusta para el

modelo de Cox de riesgos proporcionales.
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La Figura 17 representa los indices de condicion 4, 5, 6 y 7 que utilizan la masa seca para

realizar los calculos:
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Figura 17. Graficos para los ICs que utilizan la masa seca de la pulpa en los célculos.
A: media * sd de IC4 para la submuestra inicial (SM) y los tratamientos de alimentacién (N,
AS, ASB, AR, ARB y MA-MI). B: IC5. C: IC6. D: IC7.

El andlisis ANOVA muestra un efecto significativo de los tratamientos sobre todos los ICs
qgue utilizan la masa seca de la pulpa en su calculo: IC4, F(6,66)=7,402, p=4,4E-06. IC5,

F(6,66)=6,81, p=1,19E-05. IC6, F(6,66)=8,44, p=8,39E-07. IC7, F(6,66)=18,06; p=2,84E-12

La media de ICs que utilizan la masa seca de la pulpa en los calculos disminuyen
significativamente con respecto a la submuestra inicial y no hay diferencias significativas
entre tratamientos. 1C4, IC5 e IC6 tienen un ajuste residual al modelo de Cox, mientras IC7

tiene un efecto significativo sobre la supervivencia.
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Tabla 15. Resultados del modelo de Cox para los IC de masa seca

IC RR 95%IC p RAZON DE WALD SCORE
VEROSIMILITUD

4 473E-9 2.0E-23-1.11 0,051 6,50E-3 0.05095 9.958E-5

5 8.96E-10 1.21E-19-6.63 0.0724  3,92E-2 0.07238 0.0004159

6 2,65E-9 1.22E-24-5.74 0.0659 1.17E-5 0.066 7.35E-5

7 2,36E-6 1.18E-15-0.0047 0.00728 4,70E-6 0.007282 4.371E-8

Los indices de condicion que utilizan la masa humeda en su determinacion (IC1, IC2, IC3 y
K) muestran una gran variabilidad y no se corresponden con la observacién del deterioro de
la condicion fisiolégica de las almejas en todos los tratamientos. Se espera una disminucién
de la condicion fisiologica por las condiciones de laboratorio, debido a que no hay recambio
de agua. Utilizando los datos de supervivencia, ninguno de estos indices ajusta al modelo
de Cox de riesgos proporcionales. Aunque estos indices son de calculo sencillo, no
describen las observaciones ni ajustan a los resultados obtenidos en los experimentos de

alimentacion.

Los indices de condicion que utilizan la masa seca en sus calculos muestran un descenso
gue se condice con las observaciones experimentales. El IC7 ajusta al modelo de Cox, pero
el indice de correlaciébn de Pearson muestra que podriamos haber elegido cualquiera de

ellos como descriptor de la condicién fisiolégica para estos experimentos.

Se concluye que los IC4, IC5, IC6 y IC7 que utilizan la masa seca para su determinacion se

ajustan a las observaciones y resultados experimentales.
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