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RESUMEN

Dentro del grupo de los copépodos, la especie de calanoide Acartia tonsa es una
de las més estudiadas por su caracteristica cosmopolita y la capacidad de producir
huevos que entran en estado de quiescencia, los cuales pueden ser almacenados
y utilizados como stock de nauplios en forma similar a los quistes de Artemia spp.
Las poblaciones tropicales poseen baja eclosion después de largo tiempo de
almacenamiento, por ende, son necesarias el estudio de las condiciones
ambientales de cultivo para mejorar la calidad de huevos producidos. En ese
sentido, en la presente investigacion se cultivo adultos del copépodo A. tonsa bajo
combinaciones de temperatura (20 y 26 °C) y salinidad (18 y 28 UPS), con el fin de
determinar el efecto de estas variables sobre la eclosion de huevos almacenados
por diferentes periodos de tiempo (0 - 30 dias). Adultos fueron dispuestos en
recipientes de 3 L a una densidad de 3 adultos mL, con las respectivas
combinaciones tratamiento de temperatura y salinidad, cada unidad experimental
fue manejada con aireaciéon suave, fotoperiodo de 12:12 horas Luz:Oscuridad y
alimentados con la microalga Rhodomonas salina (UTEX) a razon diaria de 1.500
ug de carbono L. Después de un lapso de 24 h se cosechd los huevos a partir de
cada unidad experimental, luego fueron distribuidos en tubos de ensayo a una
densidad de 50.000 huevos mL?' y almacenados a 3 °C. Para determinar el
porcentaje de eclosién, muestras de huevos (50 a 80) fueron dispuestas en camaras
multicelda en agua marina estéril. Se realizé la eclosion (25 °C y 24 UPS) de huevos
a los 0 dias (huevos frescos no almacenados), 15 y 30 dias de almacenamiento.
Después del tiempo de incubacion (48 h) se agregd lugol al 1 % y se procedié a
contar los nauplios y huevos no eclosionados bajo microscopio. Los datos
colectados fueron analizados a través de un arreglo factorial 23 donde la
temperatura, salinidad y tiempo de almacenamiento, fueron los factores con dos
niveles de significancia para cada uno.

Para huevos frescos (0 dias de almacenamiento), las combinaciones de
temperatura y salinidad generaron diferencias significativas entre los tratamientos
(p = ,05). La eclosion fue favorecida por una baja temperatura y alta salinidad (97
%), no obstante, en todos los tratamientos la eclosién supero el 84 %. En huevos
almacenados el tiempo de almacenamiento afecté negativamente la eclosion,
encontrandose diferencias significativas entre los tratamientos (p < ,05). La
combinacion de baja temperatura y alta salinidad permitié obtener la mayor eclosién
después de 15 y 30 dias de almacenamiento (77 £ 3y 20 = 2 %, respectivamente).
De forma contraria, alta temperatura y baja salinidad afecta negativamente la
eclosion de los huevos almacenados (< 3 %). Estos resultados permiten mejorar las
condiciones de cultivo de esta especie y contribuyen al desarrollo de la tecnologia
de produccién de huevos de copépodos como fuente de alimento vivo (nauplios)
para la acuicultura marina.

Palabras clave: copépodos, alimento vivo, acuicultura marina, huevos, eclosion,
quiescencia, cultivo, nauplios.



ABSTRACT

Within the group of copepods, the calanoid species Acartia tonsa is one of the most
studied for its cosmopolitan characteristic and the ability to produce eggs that enter
a state of quiescence, which can be stored and used as a stock of nauplium similar
to cysts of Artemia spp. Tropical populations have low hatching after long storage
time, therefore, it is necessary to study the environmental conditions of cultivation in
order to improve the quality of eggs produced. In this regard, adults of copepod A.
tonsa were cultivated under temperature combinations (20 and 26 °C) and salinity
(18 and 28 UPS) in order to determine the effect of these variables on hatching eggs
stored for different periods of time (0 - 30 days). Adults were arranged in containers
of 3 L at a density of 3 adults.mL%, with the respective combinations of temperature
and salinity treatment, each experimental unit was handled with mild aeration,
photoperiod of 12:12 hours Light:Darkness and fed with the microalgae
Rhodomonas salina (UTEX) at a daily rate of 1.500 ug of carbon.L. After 24 hours
the eggs were harvested from each experimental unit, then distributed in test tubes
at a density of 50.000 eggs.mL* and stored at 3 °C. To determine the percentage
hatching, egg samples (50 to 80) were arranged in multicellde chambers in sterile
marine water. Hatching (25 °C and 24 UPS) of eggs was carried out at 0 days (fresh
eggs not stored), 15 and 30 days storage. After incubation time (48 h) 1 % lugol was
added and unhatching naupli and eggs were counted under a microscope. The data
collected were analysed through a factorial arrangement 22 where the temperature,
salinity and storage time were the factors with two levels of significance for each.

For fresh eggs (0 days of storage), temperature and salinity combinations generated
significant differences between treatments (p < ,05). Hatching was favoured by low
temperature and high salinity (97 %), however, in all treatments hatching exceeded
84 %. In eggs stored the storage time negatively affected hatching, with significant
differences between treatments (p < ,05). The combination of low temperature and
high salinity allowed the highest hatching after 15 and 30 days of storage (77 + 3
and 20 + 2 % respectively). To the contrary, high temperature and low salinity
adversely affect the hatching of stored eggs (< 3 %). These results improve the
growing conditions of this species and contribute to the development of technology
for the production of copepod eggs as a source of live food (naupli) for marine
aquaculture.

Key words: copepods, live feed, marine aquaculture, eggs, hatching, quiescence,
culture, nauplii.
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GLOSARIO

ALIMENTO VIVO: aquellos animales que estando aun con vida, se usan como
alimento para otros animales carnivoros y omnivoros.

COPEPODO: subclase de crustaceos diminutos, con un solo 0jo no compuesto, sin
caparazon ni extremidades abdominales, que nadan con el primer par de antenas,
gue son de gran tamaiio.

COPEPODITO: estado de desarrollo de copépodos posterior a la etapa naupliar

EURITERMO: dicese de organismos que pueden desarrollarse en temperaturas
muy -variables.

EURIHALINO: aquellos seres acuaticos que son capaces de vivir en aguas que
poseen un amplio rango de concentracion de salinidad

ESTENOTIPICO: que tiene una gama estrecha de tolerancia a un factor
determinado, tal como la temperatura; es decir estenotermo.

FITOPLANCTON: conjunto de organismos exclusivamente vegetales que forman
parte del plancton.

HUEVOS DIAPAUSA: se conocen también como aquellos huevos que entran en
un estado de resistencia extremo o letargo, tras haber pasado un periodo
preestablecido denominado fase refractaria. Puede ser originado por condiciones
ambientales adversas, fisicos o quimicos del agua, causando una fuerte
disminucién o paro total en la actividad metabdlica.

HUEVOS SUBITANEOS: son aquellos huevos que eclosionan de forma
espontanea o inesperada.

HUEVOS EN ESTADO DE QUIESCENCIA: se conocen también como aquellos
huevos que pueden entrar en un estado de resistencia en el cual su actividad
metabdlica se arresta o retarda bajo determinadas condiciones. Son similares a los
huevos subitaneos con la diferencia de que estos pueden ser inducidos a partir de
las condiciones ambientales adversas, fisicas o quimicas en el agua, causados
especialmente por la temperatura, hipoxia y fotoperiodo.

LARVICULTURA: cultivo de animales que tienen pocas horas de eclosion,
generalmente en laboratorios.

MICROALGAS: son microorganismos fotoautétrofos, capaces de transformar la luz

solar en energia quimica mediante la fotosintesis oxigénica y ademas capaces de
asimilar carbono en forma de diéxido de carbono.

16



NAUPLIO: primera larva caracteristica de los crustaceos.

PLANCTON: conjunto de organismos peldgicos que se encuentran en suspension
en el agua del mar o en las aguas dulce

POLIFAGO: conjunto de organismos que poseen una alimentacion variada. Estos
organismos se pueden nutrir, a la vez, de especies vegetales y de especies
animales.

QUIESCENCIA: estado donde se arresta el metabolismo, el cual puede ser
retomado cuando las condiciones ambientales son adecuadas.

TAMIZ: aparato que contiene una red muy fina utilizado para la filtracion,
generalmente menor a 1000 pm.

UPS: unidades practicas de salinidad o g.L™.

ZOOPLANCTON: conjunto de organismos del reino animal que forman parte del
plancton.

17



1. INTRODUCCION

En larvicultura de muchas especies de peces marinas de interés acuicola, los
nutrientes necesarios para larvas son suplidos por el alimento vivo, tales como
rotiferos, copépodos y nauplios de Artemia spp. Los copépodos por su adecuado
contenido nutricional® se han propuesto ampliamente en acuicultura?, ademas, en
la naturaleza constituyen el mayor recurso como presa viva para larvas de peces
marinos®. Actualmente se han desarrollado estudios que viabilizan su cultivo a
diferentes escalas?®, asi como evaluaciones de dietas adecuadas que permitan un
incremento en la produccién de huevos y nauplios®, métodos de cosecha y
almacenamiento de huevos para posteriores usos con fines acuicolas® y
condiciones ambientales que permitan mejoras en su cultivo’.

El copépodo calanoide marino Acartia tonsa es de gran interés para la acuicultura®
y estudios de su cultivo son necesarios para viabilizar su uso como alimento vivo®.
En este sentido, se ha demostrado que cambios ambientales pueden afectar
variables como crecimiento, producciéon de huevos y eclosiéon'®. La eclosiéon de
huevos es de patrticular interés, puesto que los huevos subitdneos de A. tonsa
pueden entrar en estado de quiescencia, lo cual viabiliza el uso de sus embriones
tras periodos de almacenamiento de forma anéloga a los quistes de Artemia spp.*..

1 STOTTRUP, Josianne G. Production and Nutritional Value of Copepods. Dans : STOTTRUP, Josianne G et
MCEVOY, Lesley (dir.), Live Feeds in Marine Aquaculture [En linea]. Blackwell Publishing. 2007. p. 146.
DOI 10.1002/9780470995143.ch5.

2 DRILLET, Guillaume, FROUEL, Stéphane, SICHLAU, Mie H., et al. Status and recommendations on marine
copepod cultivation for use as live feed. En: Aquaculture [En linea)]. Elsevier. 2011. Vol. 315., p. 156.
DOI 10.1016/J.AQUACULTURE.2011.02.027.

3 FRANCO, Sofia C., AUGUSTIN, Christina B., GEFFEN, Audrey J., et al. Growth, egg production and hatching
success of Acartia tonsa cultured at high densities. Aquaculture [En linea]. 2017. Vol. 468. p.570.
DOI 10.1016/j.aquaculture.2016.10.044.

4 STOTTRUP, Josianne G., Op. cit. p., 147. DOI 10.1002/9780470995143.ch5.

5 ZHANG, Jianshe, IANORA, Adrianna, WU, Changwen, et al. How to increase productivity of the copepod
Acartia tonsa (Dana): Effects of population density and food concentration. Aquaculture Research [En linea].
2015. Vol. 46, n° 12. p. 2983. DOI 10.1111/are.12456.

6 JBRGENSEN, Tue Sparholt, JEPSEN, Per Meyer, PETERSEN, H. Cecilie B., et al. Eggs of the copepod
Acartia tonsa Dana require hypoxic conditions to tolerate prolonged embryonic development arrest. BMC
Ecology [En linea]. BMC. 2019. Vol. 19, n° 1. p. 2. DOI 10.1186/s12898-018-0217-5.

7 SARKISIAN, Brie L., LEMUS, Jason T., APEITOS, Angelos, et al. An intensive, large-scale batch culture
system to produce the calanoid copepod, Acartia tonsa. Aquaculture [En linea]. Elsevier B.V. 2018., Vol. 501.
p. 274. DOI 10.1016/j.aquaculture.2018.11.042.

8 DRILLET, Guillaume FROUEL, Stéphane, SICHLAU, Mie H., et al. Op. cit, p.157.
DOI 10.1016/J. AQUACULTURE.2011.02.027..

9 JORGENSEN, Tue Sparholt, JEPSEN, Per Meyer, PETERSEN, H. Cecilie B., et al. Op. cit., p. 3.
DOI 10.1186/s12898-018-0217-5

10 HOLSTE, Linda et PECK, Myron A. The effects of temperature and salinity on egg production and hatching
success of Baltic Acartia tonsa (Copepoda: Calanoida): A laboratory investigation. Marine Biology [En linea].
2006. Vol. 148. p. 1063. ISBN 0025-3162. DOI 10.1007/s00227-005-0132-0.

11 TROTTET, Aurore, RICHIER DE FORGES, Mathilde, MAGUET, Rémi, et al. Optimising productivity of
copepod cultures as live feed. AQUA Culture Asia Pacific Magazine [En linea]. 2017. Vol. 13. p. 45. Disponible
en: https://www.researchgate.net/publication/319931167.
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El copépodo A. tonsa es considerado una especie cosmopolita, que posee una alta
plasticidad, no obstante, autores como Drillet et al*? y Sarkisian et al'*®> mencionan
que las condiciones de cultivo de A. tonsa deben adaptarse a los niveles reportados
para cada poblacién utilizada, puesto que las poblaciones sufren procesos de
adaptacion. Lo anterior es de gran interés, debido a que existen fuertes variaciones
en el almacenamiento de huevos utilizando poblaciones aisladas desde diferentes
latitudes, donde las cepas procedentes de temperaturas tropicales muestran los
mas bajos porcentajes de eclosion4.

Se ha reportado que factores como temperatura y salinidad durante el desove de A.
tonsa pueden afectar el proceso de reclutamiento en términos de cambios en su
dinamica poblacional y ciclo de vida'®, pero ain se desconoce el efecto de la
interaccion entre estos factores sobre la eclosion de huevos almacenados desde
poblaciones tropicales.

En este trabajo se determind el efecto combinado de dos salinidades y dos
temperaturas durante el desove sobre la eclosién de huevos frescos y almacenados
del copépodo A. tonsa.

12 DRILLET, Guillaume, GOETZE, Erica, JEPSEN, Per M., et al. Op. cit. p. Strain-specific vital rates in four
Acartia tonsa cultures, |: Strain origin, genetic differentiation and egg survivorship. En: Aquaculture [En linea].
2008. Vol. 280. p. 111. DOI 10.1016/j.aquaculture.2008.04.005.

13 SARKISIAN, Brie L. et al., Op. cit., p. 274

14 Ibid. p. 275

15 PECK, Nadine, PETERS, Janna, DIEKMANN, Rabea, et al. Interactive effects of temperature and salinity on
population dynamics of the calanoid copepod Acartia tonsa. Journal of Plankton Research [En linea]. 2014. p. 3.
DOI 10.1093/plankt/fbu093
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer el efecto de la temperatura y la salinidad sobre la eclosion de huevos del
copépodo calanoide A. tonsa almacenados en diferentes periodos de tiempo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer la supervivencia de los copépodos A. tonsa cultivados bajo dos
temperaturas (20 y 26 °C) y dos salinidades (18 y 28 UPS).

Determinar los porcentajes de eclosion de huevos frescos no almacenados del
copépodo A. tonsa desovados bajo dos salinidades y dos temperaturas en
condiciones de laboratorio.

Determinar los porcentajes de eclosion de huevos del copépodo A. tonsa
almacenados por 15 y 30 dias, desovados bajo dos salinidades y dos temperaturas.
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3. MARCO REFERENCIAL
3.1 IMPORTANCIA DEL ALIMENTO VIVO EN ACUICULTURA

En acuicultura, el alimento vivo forma parte indispensable como primera
alimentacién para numerosas especies durante la larvicultura. Conceicdo et al'é,
menciona que esta etapa es considerada un cuello de botella para la acuicultura,
caracterizada por ser de alta mortalidad la cual requiere alto control y monitoreo de
la alimentacion.

El alimento vivo en acuicultura estd compuesto por el fitoplancton y el zooplancton,
indispensables como primera alimentacion y eslabon en la cadena tréfica, el cual,
enmarca miles de especies distintas que en conjunto forman una gran biodiversidad.
Dussart!’, menciona que el plancton se encuentra distribuido en los cuerpos de
agua, no presentan resistencia ante las fuerzas ejercidas por las corrientes, olas y
mareas. Lavens y Sorgeloos'®, lo consideran como un recurso que se puede
encontrar desde las superficies hasta metros por debajo del agua, en cuerpos de
agua dulce y salada. Kwok et al'® y Holste et al*°, mencionan la capacidad euriterma
y eurihalina de algunos organismos plancténicos, pero también se encuentran
algunos que son sensibles a los cambios que se presenten en el cuerpo de agua.

3.2 BIOLOGIA DE LOS COPEPODOS

De acuerdo a Marcus?!, los copépodos son animales acuaticos conocidos como
artrépodos pertenecientes a ambientes oceanicos, continentales y estuarinos.
Stattrup??, describe que el nombre copépodo se deriva de del griego kope que
significa “remar”, y podos que significa “pies”, érganos indispensables en funciones
como alimentacion, natacion y desplazamiento. Componen una gran cantidad del
zooplancton presente en el cuerpo de agua??, puesto que son los organismos mas
con mayor presencia en el medio acuatico®.

16 CONCEICAO, Luis. YUFERA, Manuel. MAKRIDIS, Pavlos, et al. Live feeds for early stages of fish rearing.
En: Aquaculture Research [En linea]. 2010. Vol. 41. p. 613. DOI 10.1111/j.1365-2109.2009.02242.x

17 DUSSART, B. M. Les differentes categories de planktion. Hydrobiologia. 1965. Vol. 26, n° 1887. p. 72.

18 | AVENS, Patrick et SORGELOOS, Patrick. Manual on the production and use of live food for aquaculture.
Vol. 361. 1996. p. 4. ISBN 9788578110796. DOI 10.1017/CB0O9781107415324.004.

19 KWOK, Kevin W.H., SOUISSI, Sami, DUR, Gael, et al. Copepods as References Species in Estuarine and
Marine Waters. Dans: Aquatic Ecotoxicology: Advancing Tools for Dealing with Emerging Risks [En linea].
Elsevier Inc., 2015. p. 282. DOI 10.1016/B978-0-12-800949-9.00012-7.

20 HOLSTE, Linda, PECK, Myron A y JOHN, Michael A St. The influence of temperature, salinity and feeding
history on population characteristics of Baltic Acartia tonsa: Egg production, hatching success and cohort
development. 2004.

21 MARCUS, Nancy H. Calanoid Copepods, Resting Eggs, and Aquaculture. Dans: Copepods in Aquaculture
[En linea]. En: Blackwell Publishing Professional. 2007. p. 3. ISBN 0813800668.
DOI 10.1002/9780470277522.chl.

22 ST@TTRUP, Josianne G. Op. cit., p. 145. DOI 10.1002/9780470995143.ch5.

2 |bid. p. 145

24 KWOK, Kevin W.H., SOUISSI, Sami, DUR, Gael, et al, Op. cit. p. 282. DOI 10.1016/B978-0-12-800949-
9.00012-7.
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Autores como Stgttrup?®, Torreblanca et al?® y Fierro et al?’, mencionan que estos
organismos miden usualmente 1-2 mm, son muy diversos y considerados los
metazoarios mas numerosos de la comunidad acuética, donde pueden constituir el
91.7 % del holoplancton y cerca del 50 % del zooplancton. Constituyen una
importante conexion entre el fitoplancton el cual forma parte del consumo del
zooplancton, siendo la presa mas apetecida, con mayor abundancia en el medio
acuatico?® y el primer alimento de larvas y peces juveniles®.

Sus aparatos reproductivos se encuentran a la altura del Prosoma. Tanto en
hembras como machos se distingue simplemente una génada. Fernandez, lo
describe de la siguiente manera:

Tanto el macho como la hembra tienen una sola génada situada en la parte central
del cuerpo por debajo del pericardio. Mientras el macho tiene un solo conducto, la
hembra tiene dos que corren paralelos hasta alcanzar la parte anterior del cuerpo y
desembocar por separado en la Unica abertura genital situada en la parte ventral del
primer segmento abdominal. El aparato genital del macho posee el conducto genital
con diferentes partes: testiculo, vaso deferente, vesicula seminal, saco espermatico,
espermatoéforo y el conducto eyaculador®.

Tras lo anterior y mediante estudios realizados por Stgttrup®!, y Fernandez®?, se
sabe que su reproduccion es sexual, los machos pueden producir espermatéforos
que adhieren al segmento genital de las hembras, permitiendo que estas puedan
desovar varios lotes de huevos antes de requerir otro espermatoforo.

Santosh et al®3, reportan unas 24.000 especies alrededor del mundo. Stgttrup®?,
menciona que los Ordenes de mayor importancia para la acuicultura son
Harpacticoida, Calanoida, y Cyclopoida. Muchos Harpacticoides tienden a
permanecer gran parte de su vida en el fondo de la columna de agua también

25 STOTTRUP, Josianne G. Op. cit., p. 158. DOI 10.1002/9780470995143.ch5.

26 TORREBLANCA, M. Loreto et al. Seasonal dynamics of zooplankton in a northern Chile bay exposed to
upwelling conditions. Revista de Biologia Marina y Oceanografia [En linea]. 2016, Vol. 51, n° 2. p. 273.

27 FIERRO, P, PINO, P et HIDALGO, P. DISTRIBUCION LATITUDINAL DE COPEPODOS PLANCTONICOS
EN PRIMAVERA FRENTE A LAS COSTAS CHILENAS (23°- 36°S). Dans : XXXIV Congreso de Ciencias del
Mar. 2014. p. 170.

28  DRILLET, Guillaume, FROUEL, Stéphane, SICHLAU, Mie H., et al. Op. cit, p.156.
DOI 10.1016/J.AQUACULTURE.2011.02.027.

29 HANSEN, Benni Winding. Advances using Copepods in Aquaculture. Journal of Plankton Research [En lineal.
2017. Vol. 00. n° 0. p. 1. DOI 10.1093/plankt/fbx057.

30 FERNANDEZ DE PUELLES, Luz. Orden Calanoida. Ibero Diversidad Entomoldgica IDE@-SEA [En linea].
2015. Vol. 89. p. 7. Disponible en: www.sea-entomologia.org/IDE@.

31 STOTTRUP, Josianne G. Op. cit., p. 155. DOI 10.1002/9780470995143.ch5.

32 FERNANDEZ DE PUELLES, Luz, Op. cit., p. 8

33 SANTHOSH, B, ANIL, M. K, ANZEER, F Muhammed, et al. Culture Techniques of Marine Copepods [En
linea]. Kerala : ICAR-Central Marine Fisheries Research. 2018. p. 9. ISBN 978-93-82263-23-4. Disponible en:
http://eprints.cmfri.org.in/13376/1/Culture Techniques of Mariine Copepods CMFRI.pdf#page=59.

34 STOTTRUP, Josianne G., op. cit., p. 145 - 146. DOI 10.1002/9780470995143.ch5
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conocido como bentos®®, por lo que en la naturaleza son menos disponibles para
larvas que se alimentan a lo largo y ancho de la columna de agua®®. Los
Harpacticoida y Cyclopoida, pueden crecer a altas densidades, pero dependiendo
del tipo de produccion, su cultivo puede ser realizado en laboratorios de produccion
de peces

Por otro lado, los Calanoides poseen estadios de vida planctonicos y muchos
desovan sus huevos libremente en la columna de agua. Sus huevos no poseen un
corion rigido cuando son desovados, de hecho, autores como Blades-Eckelbarger?”,
menciona que solo los rodea una membrana fragil, la cual desencadena el
endurecimiento de la misma formando el corion el cual se forma producto de dos
procesos secuenciales de reaccion cortical que construyen un espacio perivitelinico
con fibras cada vez méas gruesas lo cual recubre el citoplasma y posteriormente el
huevo®.

Dentro del grupo de los Calanoides se destaca la especie A. tonsa como una de las
mas estudiadas para acuicultura, puesto que presenta caracteristicas de produccién
donde pueden soportar altos rangos de salinidad y temperatura3.

Este copépodo es altamente productivo, ademas, sus huevos pueden entrar en
estado de resistencia o quiescencia®®, por ende, tienen viabilidad en el
almacenamiento en condiciones de bajas temperaturas*, por estos motivos ha sido
ampliamente estudiado y favorece su uso como alimento vivo.

3.3 GENERALIDADES DE A. tonsa

De acuerdo con Dana*?, el Copépodo A. tonsa tiene la siguiente clasificacion
taxondmica:

35 FLEEGER, John W. The Potential to Mass-Culture Harpacticoid Copepods for Use as Food for Larval Fish.
Dans: LEE, Cheng-Sheng, O'BRYEN, Patricia J. et MARCUS, Nancy H. (dir.), Copepods in Aquaculture [En
linea]. p. 11. DOI 10.1002/9780470277522.ch2

36 DRILLET, Guillaume, FROUEL, Stéphane, SICHLAU, Mie H., et al. Op cit, p 157.
DOI 10.1016/J.AQUACULTURE.2011.02.027

37 BLADES-ECKELBARGER, Pamela I. et MARCUS, Nancy H. The Origin of Cortical Vesicles and Their Role
in Egg Envelope Formation in the « Spiny » Eggs of a Calanoid Copepod, Centropages velificatus. En: Biological
Bulletin [En linea]. 1992. Vol. 182. n° 1. p. 41. DOI 10.2307/1542179

38 Cuoc, Corinne. Brunet, Michel. Arnaud, Jean. Mazza, Jacques. Formation of egg envelopes in the freshwater
calanoid copepod, Hemidiaptomus ingens. En: Invertebrate Reproduction and Development [En linea]. 1994.
Vol. 26. n° 1. p. 64. DOI 10.1080/07924259.1994.9672401

39 HOLSTE, Linda et PECK, Myron A. Op. cit., p. 1061 ISBN 0025-3162. DOI 10.1007/s00227-005-0132-0

40 JBRGENSEN, Tue Sparholt, JEPSEN, Per Meyer, PETERSEN, H. Cecilie B., et al. Op. cit., p. 2.
DOI 10.1186/s12898-018-0217-5

4L DRILLET, Guillaume, LINDLEY, Laban C., MICHELS, Alan, et al. Improving cold storage of subitaneous eggs
of the copepod Acartia tonsa Dana from the Gulf of Mexico (Florida - USA). En: Aquaculture Research [En linea].
2007. Vol. 38. p. 457. DOI 10.1111/j.1365-2109.2007.01673.x

42 DANA, J D. Conspectus crustaceorum, quae in orbis terrarum circumnavigatione, Carolo Wilkes, e classe
Reipublicae foederatae duce, lexit et descripsit Jacobus D. Dana. En: The American journal of science and arts
[En linea]. 1849. Vol. 8. ne 2. p. 276. Disponible en:
https://www.biodiversitylibrary.org/page/27760646#page/296/mode/1lup
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Reino: Animalia

Phylum: Arthropoda
Clase: Hexanauplia
Subclase: Copepoda
Super orden: Gymnoplea
Orden: Calanoida
Familia: Acartiidae
Geénero: Acartia
Especie: A. tonsa

Marshall*3, menciona que este copépodo no posee branquias, pues su respiracion
es via integumento e intestino medio, ademas, la excrecién de productos finales del
catabolismo es via glandula maxilar. Abate et al*4, afirma que los huevos de A. tonsa
miden entre 70 - 80 um de diametro y el tiempo de eclosion varia con la temperatura
pudiendo ser de 1 a 3 dias. De acuerdo con Vu et al*®, es un organismo que posee
una alta fecundidad (7 - 50 huevos) y pequefio tamafio (< 1,5 mm), por otra parte,
autores como Drillet et al*6, mencionan que la especie posee un corto tiempo de
desarrollo a estadios reproductivos en alta temperatura (8 - 14 dias) y relativamente
largo a bajas temperaturas (15 - 30 dias).

Esta especie desova libremente en la columna de agua, sus huevos pueden
eclosionar directamente (huevos subitdneos) o pueden entrar en un estado de
resistencia (quiescencia) bajo cambios de temperatura*’, concentraciones de
oxigeno disuelto, luminosidad o salinidad*®. Estas condiciones usualmente ocurren
en el medio natural cuando los huevos descienden y se entierran en el fondo, pero
retornan a la columna de agua cuando el lecho acuético es afectado por las
corrientes, donde eclosionan bajo condiciones ambientales favorables*®.

43 MARSHALL, Sheina M. Respiration and feeding in copepods. Advances in Marine Biology [En linea]. 1973.
Vol. 11. p. 67, 68. DOI 10.1016/S0065-2881(08)60268-0

44 ABATE, Tenaw G., NIELSEN, Rasmus, NIELSEN, Max, et al. Economic feasibility of copepod production for
commercial use: Result from a prototype production facility. En: Aquaculture [En linea]. Elsevier. 2015. Vol. 436.
p. 73. DOI 10.1016/j.aquaculture.2014.10.012

45 VU, M, HANSEN, B W et KIGRBOE, T. The constrains of high density production of the calanoid copepod
Acartia tonsa Dana. Journal of Plankton Research [En linea]. 2017. Vol. submitted. p. 10.
DOI 10.1093/plankt/fbx056

46 DRILLET, Guillaume, GOETZE, Erica, JEPSEN, Per M. et al. Op. cit, p.110.
DOI 10.1016/j.aquaculture.2008.04.005

47 DRILLET, Guillaume, RAIS, Mouloud, NOVAC, Aliona, et al. Total egg harvest by the calanoid copepod Acartia
tonsa (Dana) in intensive culture - effects of high stocking densities on daily egg harvest and egg quality. En:
Aquaculture Research [En linea]. 2015. Vol. 46. n° 12. p. 3030. DOI 10.1111/are.12459

48 JORGENSEN, Tue Sparholt, JEPSEN, Per Meyer, PETERSEN, H. Cecilie B., et al. Op. cit., p. 3.
DOI 10.1186/s12898-018-0217-5

4% NILSSON, Birgitte & HANSEN, Benni Winding. Timing of embryonic quiescence determines viability of
embryos from the calanoid copepod, Acartia tonsa (Dana). PLoS ONE [En linea]. 2018. Vol. 13. n° 3. p. 4.
DOI 10.1371/journal.pone.0193727
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A. tonsa es una de las mas estudiadas en este aspecto, puesto que sus huevos
cuando entran en resistencia pueden sobrevivir hasta nueve meses almacenados
entre 2 - 4 °C%0, esto es de particular interés, dado que abre nuevas posibilidades
de aplicacién y comercializacién de huevos para larvicultura marina®'.Se alimenta
principalmente de microalgas, pero puede consumir rotiferos, protozoos y hasta sus
propios huevos®?, especialmente cuando hay baja concentracién de alimento®3. Esta
especie tiene seis estadios naupliares y seis de copepodito. Su crecimiento al igual
que en otros crustaceos es a través de mudas sucesivas®.

La especie A. tonsa ha sido reportada en Colombia para el mar Caribe® y el océano
Pacifico®®. En el mar Caribe, habita en salinidades entre 24 y 36 UPS y temperaturas
entre 26,8 y 31,5 °C%’. En el Pacifico, ha sido reportada en salinidades de 25y 27
UPS y temperaturas de 22 y 28°C. Lo anterior es relevante puesto que esta especie
presenta fuertes variaciones entre ecotipos (poblaciones cripticas) en términos de
diferencias en el requerimiento de condiciones ambientales que afecten el ambito
productivo®®, de igual forma, se reportan diferencias en la capacidad de
almacenamiento de huevos o embriones®®.

Las temperaturas oOptimas para la produccion de huevos, usualmente estan
cercanas a las presentes en el medio natural de las poblaciones especificas®. La
temperatura también tiene fuertes efectos sobre el requerimiento de oxigeno
disuelto, en términos de presion parcial critica (necesaria para un metabolismo
normal), esto quiere decir que la saturacion de oxigeno ambiental afecta el
metabolismo de manera distinta cuando los animales son mantenidos a diferentes

50 JGRGENSEN, Tue Sparholt. JEPSEN, Per Meyer. PETERSEN, H. Cecilie B. FRIIS, Dennis Steven. HANSEN,
Benni Winding., Op. cit., p. 3. DOI 10.1186/s12898-018-0217-5

51 DRILLET, Guillaume. LINDLEY, Laban C. MICHELS, Alan. WILCOX, Jeffrey. MARCUS, Nancy H. Op cit. p.
458. DOI 10.1111/j.1365-2109.2007.01673.x

52 DRILLET, Guillaume et LOMBARD, Fabien. A first step towards improving copepod cultivation using
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ISBN 0122-9761
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temperaturas®!, pudiendo desencadenar un estado de producciéon de huevos
quiescentes.

3.4 IMPORTANCIA DE A. tonsa EN ACUICULTURA

A. tonsa es uno de los crustaceos mas estudiados en la actualidad, especialmente
como presa viva debido a su importante funcién en el ambito ecolégico®? siendo
parte fundamental en la primera alimentacion de larvas de peces de origen marino
con boca pequefia®®. En comparacion a presas vivas utilizadas actualmente tales
como Artemia spp. y rotiferos, los copépodos se consideran como la fuente de
alimento mas completo por su elevado valor nutritivo, variacion de tallas y aspectos
de motilidad, en ese sentido, es altamente preferido en la naturaleza por las
larvas®4°,

Para A. tonsa, la capacidad de producir huevos que pueden entrar en estado de
quiescencia®, ha brindado desde hace algunas décadas la posibilidad de
almacenar los huevos por un cierto periodo de tiempo bajo ciertas condiciones que
prolongan la vida util de estos®’.

Por sus caracteristicas de facil aclimatacion, factibilidad bioldégica y almacenamiento
de huevos, A. tonsa se considera con un alto valor potencial para la implementacién
en cultivos, tal como lo afirman Stettrup®, Kalidas et al®® y Sarkisian’®, quienes
mencionan la existencia de cultivos de esta especie en sistemas intensivos y con
recirculacion de agua.

3.5 CULTIVO DE COPEPODOS

Desde hace décadas los copépodos se suministraron como alimento vivo para
larvas de peces a través de colectas del medio natural. Posteriormente se utilizo el

61 ELLIOTT, David T., PIERSON, James J. et ROMAN, Michael R. Predicting the Effects of Coastal Hypoxia on
Vital Rates of the Planktonic Copepod Acartia tonsa Dana. En: PLoS ONE [En linea]. 2013. Vol. 8, n°5.
ISBN 1932-6203. DOI 10.1371/journal.pone.0063987
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DOI 10.1186/s12898-018-0217-5
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Studies in Marine Science [En linea]. Elsevier B.V. 2019. Vol. 29. p. 2. DOI 10.1016/j.rsma.2019.100673
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culture unit. Dans: eprints.cmfri.org.in [En lineal. 2018. p. 123. Disponible en:
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sistema de cultivo de multiples presas conocido con el nombre de “mesocosmos”,
en donde se filtraban muestras del medio para proceder a cultivar los individuos y
cultivarlos de manera extensiva en estanques de gran tamafio’?.

Hoy en dia y debido a su gran potencial como presa viva, se ha optado por realizar
cultivos en escala intensiva, tanto en estanques escavados de grandes &reas, como
en tanques de diversos materiales y volimenes donde se pueda manejar y controlar
tanto el cultivo como los parametros de calidad de agua. De acuerdo con Stgttrup”?
y Drillet et al”3, se puede alcanzar cultivos intensivos con densidades que varian de
0,5 a 5 individuos mL™1, siempre que exista un control estricto de calidad de agua en
pardmetros claves tales como: luminosidad, temperatura, salinidad y oxigeno
disuelto, ademas una alimentacion constante con microalgas.

Sarkisian, Lemus y Lee’, Trottet et al’® y Sarkisian et al’®, mencionan algunas fases
0 etapas a nivel de produccion para el cultivo del copépodo A. tonsa, las cuales se
describen a continuacion.

* Cosecha de huevos: se recolecta los huevos por medio de sifoneo o por
decantacion de los mismos.

* Eclosién de huevos: inmediatamente en condiciones controladas, o post estado de
guiescencia, cuando estos se almacenan entre 1 - 4 °C, posteriormente se colocan
a eclosionar en agua de mar a 30 UPS y temperaturas entre 15 - 30 °C

* Levante de individuos: desde nauplios hasta alcanzar una etapa de adultos,
alimentados con microalga.

3.6 ASPECTOS CRITICOS DEL CULTIVO
De acuerdo al estudio de Ajiboye’’, la factibilidad tecnolégica para cultivar

copépodos esta restringida en algunos aspectos, es preciso definir aquellos de la
biologia de los copépodos bajo condiciones de cultivo. Segun Vu et al’® y Jgrgensen
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et al’®, caracteristicas productivas y variables de bioingenieria deben ser abordados
por la ingenieria aplicada a la acuicultura, luego de esa forma, concretar
producciones a altas densidades y escala comercial con menores recursos.

Como restriccion tecnoldgica se ha identificado la necesidad de definir el ambiente
de cultivo que se requiere para promover una alta densidad (mayor o igual 5 adultos
mL1)& bajo ciertas condiciones ideales las cuales fomentan un ambiente propicio
para el cultivo®'. Dentro de las variables ambientales mas reconocidas se
encuentran la temperatura, concentracion de oxigeno disuelto, salinidad y
luminosidad. De manera convencional no se ha valorado en gran medida la
salinidad, puesto que esta variable es adaptada principalmente a las condiciones
naturales de las especies y poblaciones seleccionadas®.

No obstante, existen varios estudios que muestran la importancia de este pardmetro
para el éxito en la eclosion de huevos de A. tonsa producidos bajo condiciones de
salinidad de desove naturales, tales como el estudio de Holste y Peck®, quienes
demostraron que la salinidad del medio natural de una poblacion especifica de A.
tonsa, es indiferente al éxito de eclosion de los huevos obtenidos en condiciones de
laboratorio, y que puede afectar el patron de éxito de eclosion bajo diferentes
salinidades de desove, lo cual demuestra un alto grado de plasticidad entre
poblaciones de la especie.

Aspectos similares encontraron Holmstrun et al®*, Peck y Holste®, Peck et al®®,
quienes demostraron que la salinidad afecta la eclosion de huevos de A. tonsa aun
después de un tiempo de almacenamiento. Johnson®’, menciona que la salinidad
no tiene influencia en la induccion a la quiescencia, pero si tiene un efecto en la
eclosion de los huevos.

® JORGENSEN, Tue Sparholt, JEPSEN, Per Meyer, PETERSEN, H. Cecilie B., et al. Op. cit, p.5.
DOI 10.1186/s12898-018-0217-5

80 ABATE, Tenaw G., NIELSEN, Rasmus, NIELSEN, Max, et al. Op. cit, p. 76.
DOI 10.1016/j.aquaculture.2014.10.012

81 FRANCO, Sofia C., AUGUSTIN, Christina B., GEFFEN, Audrey J., et al. Op. cit, p.570.
DOI 10.1016/j.aquaculture.2016.10.044

82 DRILLET, Guillaume, FROUEL, Stéphane, SICHLAU, Mie H., et al. Op. cit, p. 162.
DOI 10.1016/J.AQUACULTURE.2011.02.027

8 PECK, Myron A. & HOLSTE, Linda. Effects of salinity, photoperiod and adult stocking density on egg
production and egg hatching success in Acartia tonsa (Calanoida: Copepoda): Optimizing intensive cultures. En:
Aquaculture [En linea]. Elsevier. 2006. Vol. 255, n° 1-4. p. 342. DOI 10.1016/J.AQUACULTURE.2005.11.055
8 HOLMSTRUP, Martin, OVERGAARD, Johannes, SORENSEN, Thomas F., et al. Influence of storage
conditions on viability of quiescent copepod eggs (Acartia tonsa Dana): effects of temperature, salinity and
anoxia. En: Aquaculture Research [En linea]. 2006. Vol.37, n°6. p.627. DOI 10.1111/j.1365-
2109.2006.01472.x

85 PECK, Myron A. & HOLSTE, Linda. Op. cit., p. 341. DOI 10.1016/J.AQUACULTURE.2005.11.055
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87 JOHNSON, J.K. Effects of temperature and salinity on production and hatching of dormant eggs of Acartia
californiensis (copepoda) in an Oregon Estuary. Fishery Bulletin. 1980. Vol. 77, n° 3. p. 567-584.
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Por otra parte, algunos autores han demostrado la influencia de la temperatura y su
efecto sobre la induccién a la quiescencia de huevos en copépodos, de igual forma
exito de eclosion y porcentaje del misma en donde mencionan que depende de la

temperatura y salinidad de incubacién de los huevos®e.

88 CHINNERY, Fay E. & WILLIAMS, John A. Photoperiod and temperature regulation of diapause egg production
in Acartia bifilosa from Southampton Water. En: Marine Ecology Progress Series [En linea]. 2003. Vol. 263.

p. 150. DOI 10.3354/meps263149
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4. METODOLOGIA
4.1 LOCALIZACION

El presente trabajo fue desarrollado en las instalaciones de la Estacion Acuicola
Marina Bahia Malaga (EABM) perteneciente a la Autoridad Nacional de Acuicultura
y Pesca de Colombia (AUNAP), ubicada entre la ciudad de Malaga y el
corregimiento de Juanchaco, jurisdiccién de Buenaventura, departamento del Valle
del Cauca, Pacifico colombiano® (Figura 1).

La estacion cuenta con la siguiente ubicacion geografica 3°56'24" N, 77°20'44" W.
De acuerdo con el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA)%, es una de las zonas
mas lluviosas del mundo, con precipitaciones promedio anuales superiores a 6.000
mm, siendo 8.000 mm el pico maximo alcanzado, clima calido tropical himedo con
una temperatura de aire entre los 24 y 26 °C y sensacion térmica de 29 °C, humedad
entre el 88 y 91 %, temperatura del agua de 26 a 29 °C, salinidad del agua entre 25
a 33 UPS.

Figura 1. Ubicacion de la Estacién Acuicola Marina Bahia Mélaga

u
Fuente: Google Earth Pro

Fuente: Jaglin Lopez Arboleda

Fuente: Google Earth Pro

89 HERNANDO-GAMBOA, Jesls. FRESNEDA, Adriana. ESPINEL, Victor. Avances en la reproduccion y cultivo
en cautiverio del pargo lunarejo Lutjanus guttatus, (Steindachner, 1869) en la Costa Pacifica Colombiana. En:
Revista Electronica de Ingenieria en Produccién Acuicola. 2007. Vol. 2. p. 62

9% INSTITUTO COLOMBIANO AGROPECUARIO. Estacion de acuicultura marina de Bahia Malaga [En linea].
[Consultado el 5 de febrero de 2020]. Disponible en: https://www.ica.gov.co/getdoc/3afe60d1-eOee-4b3a-97bf-
8f13287c4691/estacion-de-acuicultura-marina-de-bahia-malaga.aspx
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4.2 PERIODO DE ESTUDIO

La investigacion y desarrollo experimental, se efectud entre los meses de febrero a
mayo del afio 2020. En los cuales se realizo la aclimatacion de los reproductores,
desoves, almacenamiento y puesta en marcha de la eclosion de huevos tanto
frescos como almacenados.

4.3 INSTALACIONES, EQUIPOS, MATERIALES E INSUMOS

4.3.1 Instalaciones. La estacién cuenta con multiples areas. De acuerdo al ICA®,
el area total de la estacion corresponde a 2.850 m?, los cuales se dividen de la
siguiente manera:

Un éarea para laboratorios, oficinas y habitaciones de 326 m?, 54 m? para sala de
cultivo de microalgas, 224 m? para sala de maduracion de reproductores y obtencién
de desoves, 63 m? para larvicultura, 120 m? para mesocosmos, 42 m? para levante
de alevinos, 18 m? para preparacion de alimento, 70 m? para bodega y taller, 16 m?
para caseta de la planta eléctrica.

Figura 2. Montaje unidades experimentales

4.3.2 Equipos. Entre los equipos para el manejo de los organismos y huevos, se
encuentra: microscopio de diseccion binocular Nikon™ modelo Iphaphet-2 YS2,
termostato digital modelo XH-W1209, refrigerador Alpicool™ modelo C20 21 Quart,
refractometro ATAGO™ Master-Honey/Bx, balanza gramera AND EK-1200 g
precision de 0.1 g. Bomba Auncebante de 5 HP IHM®.

9 |bid

31



4.3.3 Materiales. Entre los materiales para realizar el mantenimiento de los
organismos Yy llevar a cabo el experimento de eclosion, se encuentra: tubos de
ensayo con rosca, camara Improved Neubauer Boeco™ Bright-line, camara de
conteo Sedgwick-Rafter Graticules Optics™ S50, placas multipozos (plastic
multiwell slide plates (Pentair 6 well # MW 16), erlenmeyers de 0.2, 0.5y 1 L, beakers
de 0,25 0,5y 1 L, baldes plasticos de 3, 5y 10 L, goteros de 3 mL; tamices de 60,
100 y 200 um, tambores de renovacion de 100 um, piedras difusoras, portaobjetos,
cubreobjetos, manguera de 1/8 ”.

4.3.4 Insumos. Tiosulfato de sodio 99 % de pureza, cloro grado industrial al 14,5
%, formaldehido en concentracion de 37 %.

4.4 PLAN DE MANEJO

4.4.1 Bombeo y preparacion de agua. El agua se bombe6 directamente del mar y
posteriormente se condujo a un reservorio de 100 m3. Previo a su uso el agua se
deposit6 en tanques de 6 m? previamente microfiltrada (10 y 5 um). Luego se realizd
la desinfeccion afiadiendo cloro a una concentracion de 10 ppm por un periodo de
minimo 24 horas. Previo a su uso, se agregé tiosulfato de sodio en igual
concentracion para neutralizar el cloro, esto de acuerdo a los protocolos
establecidos por la estacion.

4.4.2 Adecuacion de instalaciones. El area de preparacion de alimento se adecud
a una temperatura ambiental de 18 °C con aire acondicionado para el cultivo de la
especie A. tonsa (Figura 3), en la cual se llevé a cabo el experimento. Para el
mantenimiento de las unidades experimentales se utilizé neveras de poliestireno (80
L) en las cuales se distribuy6 las unidades experimentales. Con el fin de mantener
la temperatura en las unidades experimentales, se utilizd termostatos digitales con
relé automatico (Figura 2 A), el cual encendia el termostato analogo para aumentar
la temperatura. Se utilizé una linea de aire en el centro de la unidad para distribuir
homogéneamente el calor al agua (Figura 2 B). La aireacién se obtuvo por medio
de una derivacion de 2" que sale desde la conduccién principal (tuberia de 1”), para
recibir lineas de manguera de 1/8” las cuales tenian un juego de cuatro valvulas de
aire que salian directamente a las unidades experimentales. La aireacién se
suministro a través de un blower Sweetwater® (S63-C) de 3 HP, el cual abastecia
de aire a la estacién y se encuentra encendido las 24 h del dia, siete dias a la
semana.

4.4.3 Obtencion de reproductores. La cepa del copépodo A. tonsa se obtuvo a
través del laboratorio de alimento vivo de la Universidad de Cérdoba, el cual aislo la
cepa a través de muestreos de zooplancton en el litoral de la bahia de Cispata, golfo
de Morrosquillo, Colombia.
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El laboratorio produjo los huevos necesarios y se encargo del respectivo envio hacia
la ciudad de Buenaventura, Valle del Cauca. La cepa se mantuvo en tubos de
ensayo a una densidad de 100.000 huevos.mL*y fue despachada en contenedores
térmicos a una temperatura entre 2 - 4 °C.

Figura 3. Instalaciones para experimento salinidad y temperatura.

Fuente: Jaglin Lépez Arboleda

Los huevos recibidos fueron desinfectados en un recipiente de un litro, utilizé
formalina a 150 ppm por 2 minutos con fuerte aireacion. Luego, los huevos fueron
dispuestos en un tamiz de 60 um y enjuagados con agua de mar estéril (26 °C, 24
UPS y microfiltrada a 1 pm).

Tras la desinfeccién, los huevos fueron incubados por 48 horas en recipientes de 3
L. Se utilizé fuerte aireacion, fotoperiodo natural, 26 °C y 24 UPS. La densidad de
incubacioén fue 80 huevos.mL2. Transcurrido el tiempo de incubacion, los nauplios
fueron cosechados en un tamiz de 40 um, enjuagados con agua de mar estéril y
sembrados en tanques de fibra de vidrio de 1 m3, bajo las mismas condiciones de
incubacion (temperatura y salinidad ambiente). En esta fase se llevo los nauplios
hasta adultos reproductores.
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4.4.4 Seleccion de reproductores. Los adultos necesarios para el experimento,
se obtuvieron mediante un cultivo en sistema tipo Batch. Para lo anterior se utilizd
tanques de fibra de vidrio de 1 m3, donde los nauplios eclosionados fueron
alimentados hasta alcanzar la etapa de adultos maduros, la cual fue confirmada al
verificar la madurez de los individuos y presencia de huevos dentro del prosoma
bajo microscopio.

4.4.5 Alimentacion de los copépodos. Se aliment6 a una concentracion de 200,
1.000 y 1.500 pg de Carbono.L? dial para nauplios, copepoditos y adultos,
respectivamente. Los organismos se alimentaron con la microalga Rhodomonas
salina (UTEX LB 2763). Los organismos se mantuvieron desde nauplios hasta
copepoditos y se alimentaron a 2.300 células.mL!y 11.300 células.mL™, de acuerdo
alos niveles de saturacion en pg de Carbono.L.dia. Los copépodos reproductores
se alimentaron a una concentracion de 16.900 cel.mL. Lo anterior, de acuerdo a lo
reportado en sus estudios para A. tonsa por Zhang et al®2. La férmula propuesta por
Strathmann®® para establecer los pg de Carbono necesarios, se describe a
continuacion:

Log [C] = —0.46 + 0.866 * (Log[V])

Donde:
C es la concentracion de carbono celular (pg de carbono célula).
V es el volumen celular (um?).

La concentracion de la microalga se reajusté diariamente realizando conteos de
cada unidad experimental en camara de Neubauer bajo microscopio para
determinar el volumen necesario de microalgas.

92 ZHANG, Jianshe, IANORA, Adrianna, WU, Changwen, et al. Op. cit., p. 2986. DOI 10.1111/are.12456

98 STRATHMANN, R. ESTIMATING THE ORGANIC CARBON CONTENT OF PHYTOPLANKTON FROM CELL
VOLUME OR PLASMA VOLUME. En: Limnol. Oceanography [En linea]. 1967. Vol. 12, n° 3. p. 414. ISBN 0024-
3590. DOI 10.4319/10.1967.12.3.0411
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4.4.6 Experimentos de salinidad y temperatura. La biomasa de copépodos
adultos se obtuvo previamente en tanques de 1 m2. Los adultos fueron concentrados
en un recipiente de 5 L y determinada la densidad por medio de conteo en camara
Sedgwick-Rafter bajo microscopio. Posteriormente se distribuyeron por volumetria
en 12 unidades experimentales (3 L C/U) a la salinidad y temperatura
correspondiente al tratamiento, aclimatando los animales un grado Celsius por hora.
Para esto la temperatura del agua fue monitoreada con un termostato digital (XH-
W1209) y los cambios de salinidad fueron realizados a través de aumentos o
disminuciones de 1,5 UPS por dia. Cada unidad experimental fue inoculada con
9.000 individuos aproximadamente (3 adultos mL1), para generar cuatro
combinaciones de dos temperaturas, 20 y 26 °C (| y 1 temperatura) y dos
salinidades, 18 y 28 UPS (| y 1 salinidad) formando cuatro tratamientos con sus
respectivas réplicas (Figura 4).

Cuando los individuos alcanzaron las condiciones ambientales experimentales, se
suministr6 aireacion suave, fotoperiodo natural 12:12 horas Luz:Oscuridad;
respectivamente, y alimentados de acuerdo a descrito en la seccion “Alimentacion
de copépodos”.

La mortalidad y la cantidad de huevos fue determinada al finalizar el desove (24 h).

4.4.7 Cosecha de huevos. Para realizar la cosecha, se procedié a succionar el
fondo de cada unidad experimental por medio de una manguera 1/8 “. El material
colectado (adultos y huevos) fue separado utilizando un tamiz con malla de 100 pm
y 60 um para adultos y huevos, respectivamente. Los adultos retenidos en el tamiz
de 100 um fueron devueltos a las respectivas unidades experimentales.

4.4.8 Desinfeccion y almacenamiento de huevos. Los huevos cosechados de
cada unidad experimental se desinfectaron con formalina a 150 ppm.
Posteriormente, se procedié a distribuir los huevos de cada unidad experimental en
tres grupos: huevos frescos, 15 y 30 dias de almacenamiento. Los huevos frescos
fueron dispuestos a eclosionar inmediatamente después de la desinfeccion. Los
grupos 15 y 30 dias fueron almacenados en un tubo de ensayo por grupo, lo cual
genero 24 tubos para las 12 unidades experimentales.

A cada tubo de ensayo (10 mL) se suministr6 una densidad aproximada de 2.000
huevos mL?, agua de mar esterilizada en autoclave y microfiltrada (5 um), oscuridad
total y refrigeracion entre 2 y 4 °C (nevera Alpicool ™, C20 21 Quart). Los tubos
fueron marcados con fecha y tratamiento correspondiente para su posterior
identificacion.
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Figura 4. Descripcion experimento.
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4.4.9 Determinacion de la eclosion de huevos. La eclosion de huevos se realizé
con distribucion aleatoria en camaras multipozo (multiwell slide plates, Pentair 6 well
# MWG6), con agua de mar filtrada a 25 UPS, temperatura ambiente (26 °C),
fotoperiodo natural y 48 horas de incubacion. Se dispuso los grupos formados con
anterioridad (frescos, 15y 30 dias de almacenamiento). En las camaras se depositd
entre 80 y 100 huevos por cada pozo, y se utilizé un total de 3 pozos por cada tubo
de ensayo. Lo anterior arrojo un total de 9 conteos por cada grupo y unidad
experimental.

Al término del tiempo de eclosién, se agregd dos gotas de solucion de lugol al 2% a
cada pozo, para evitar la continuidad del desarrollo embrionario y eclosion de
huevos.

4.4.10 Disefio experimental y analisis estadistico. Para verificar la mortalidad de
adultos se realiz6 una prueba de Brand Esnedecor basada en el estadistico de chi
cuadrado y una comparacion de proporciones para establecer diferencias
significativas entre tratamientos. Lo anterior basado en las siguientes formulas.

2o 2 (P —p)?

pq
Donde:

x2: valor de chi cuadrado
ni; numero animales en el i-ésimo tratamiento
pi: proporcion de sobrevivencia en el i-ésimo tratamiento
p: proporcién de sobrevivencia en todos los tratamientos
g: Proporcion de mortalidad de todos los tratamientos
Decision:
Six%c > x*tq_g
Existen diferencias significativas
Los tratamientos para corroborar la mortalidad, se detallan en la tabla 1.
Para verificar la eclosion, se utilizé6 un disefio completamente al azar con arreglo

factorial 22 (descrito en la tabla 1) y 23, con dos niveles de interaccién para cada
uno. Los factores se describen a continuacion.

e Factor 1: salinidad, con niveles: 0 (18 UPS) y 1 (28 UPS).

e Factor 2: temperatura, con niveles: 0 (20°C) y 1 (26 °C).
e Factor 3: almacenamiento, con niveles: 0 (15 dias) y 1 (30 dias).
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Tabla 1. Tratamiento huevos frescos y mortalidad

Factor 2: Temperatura

Factor 1: Salinidad

0: (18 UPS) | 1: (28 UPS)
0: (20 °C) Tl T2
00 01
L (26°0) T3 T4
' 10 11

Tabla 2. Tratamientos e interacciones.

Factor 1: salinidad

F-’;lCtOF 3: 0: (18 UPS) 1: (28 UPS)
tiempo Factor 2: temperatura
0: (20 °C) [ 1: (26 °C) [ 0: (20 °C) [ 1: (26 °C)
0: (15 dias) T1 T2 T3 T4
) 000 010 100 110
1- (30 di T5 T6 T7 T8
-@0ds) | 501 | 011 | 101 | 111
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De acuerdo a lo anterior, los tratamientos son los siguientes:

¢T1 (000): salinidad 18 UPS, temperatura 20 °C, tiempo 15 dias.
¢ T2 (010): salinidad 18 UPS, temperatura 26 °C, tiempo 15 dias.
¢T3 (100): salinidad 28 UPS, temperatura 20 °C, tiempo 15 dias.
T4 (110): salinidad 28 UPS, temperatura 26 °C, tiempo 15 dias.
¢ T5 (001): salinidad 18 UPS, temperatura 20 °C, tiempo 30 dias.
¢T6 (011): salinidad 18 UPS, temperatura 26 °C, tiempo 30 dias.




¢ T7 (101): salinidad 28 UPS, temperatura 20 °C, tiempo 30 dias.
¢T8 (111): salinidad 28 UPS, temperatura 26 °C, tiempo 30 dias.

Los datos colectados en este estudio se analizaron con el software StatGraphics
Centurion XVI. Los resultados de los tratamientos se presentaron como promedio +
el error estandar (EE). Para comparar las variables a evaluar, se aplico pruebas no
paramétricas de Brand-Sneedecor (Chi cuadrado) para determinar diferencias
significativas entre tratamientos, y una comparacion de proporciones con el fin de
establecer diferencias entre las proporciones de supervivencia de reproductores y
eclosion de huevos. Se utilizoé un analisis estadistico ademas de la transformacion
de los porcentajes como lo exponen Ohs et al®4, Hagemann®®, Pham et al®®, Peck y
Holste®’, Nogueira et al®®, Franco et al®?, a través de la formula arcoseno de la raiz
cuadrada.

4.4.11 Variables a evaluar. Supervivencia, la cual sera determinada a partir de la
siguiente formula.

) . Nf individuos
% supervivencia = No individuos * 100

Donde:

Nf individuos: nimero de adultos encontrados al final del experimento.
No individuos: numero de adultos sembrados al inicio del experimento.

Eclosion, la cual sera determina a partir de la siguiente férmula.
. Nf
% Eclosion = — % 100
No

Donde:

94 OHS, Cortney L., RHYNE, Andrew L. et STENN, Erik. Viability of subitaneous eggs of the copepod, Acartia
tonsa (Dana), following exposure to various cryoprotectants and hypersaline water. En: Aquaculture [En linea].
Elsevier B.V., 2009, Vol. 287, n° 1-2, p. 114-119. DOI 10.1016/j.aquaculture.2008.10.004

9% HAGEMANN, Andreas. Cold storage of eggs of Acartia tonsa Dana: effects of light, salinity and short-term
temperature elevation on 48-h egg hatching success. Tesis de maestria. En: Norwegian University of Science
and Technology. 2011.

% PHAM, Thanh Day. Particle characterization and influence on the nauplii and egg production of calanoid
copepod (Acartia tonsa Dana) in water treatment systems with and without membrane filtration. Tesis de
maestria. En: Norwegian University of Science and Technology. 2014.

97 PECK, Myron A. & HOLSTE, Linda. Op. cit., p. 344. DOI 10.1016/J.AQUACULTURE.2005.11.055

% NOGUEIRA, Natacha, SUMARES, Bernardo, ANDRADE, Carlos, et al. The effects of temperature and
photoperiod on egg hatching success, egg production and population growth of the calanoid copepod, Acartia
grani (Calanoida: Acartiidae). En: Aquaculture Research [En linea]. 2017. p. 3. DOI 10.1111/are.13437.

9 FRANCO, Sofia C., AUGUSTIN, Christina B., GEFFEN, Audrey J., et al. Op. cit, p.571
DOI 10.1016/j.aquaculture.2016.10.044
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Nf: nimero de nauplios encontrados al final del conteo.
No: numero total de huevos y nauplios encontrados al final del conteo.
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5. RESULTADOS
5.1 SUPERVIVENCIA

La supervivencia de adultos en todos los tratamientos fue de 98 %, sin presentar
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p > ,05). (Anexo
A, B)

Teniendo en cuenta la formacion de los tres grupos (huevos frescos, 15 y 30 dias
de almacenamiento), se realizé dos analisis estadisticos.

5.2 ECLOSION HUEVOS FRESCOS

La verificacion de los supuestos estadisticos para este grupo (Varianza, normalidad
e independencia) sugiere que los datos obtenidos en el experimento cumplen los
supuestos con un 95 % de confiabilidad (p <,05) (Anexo E). De forma similar, un R?
con un valor de 96,1 %.

Se obtuvo altos porcentajes de eclosion (84,5 £ 2,3 %) sin importar las distintas
salinidades y temperaturas aplicadas. La més alta eclosion alcanzada fue de 97,3 +
0,7 % para el tratamiento T1 (|temperatura |salinidad) y el mas bajo para los
tratamientos T4 (Ttemperatura f1salinidad) y T3 (ttemperatura, |salinidad) con 84,5
% en ambos. El efecto entre tratamientos en la eclosidon de huevos frescos, presento
diferencias estadisticamente significativas para las eclosiones obtenidas (p < ,05)
(Figura 5), esto corroborado por medio de un analisis de varianza con un 95 % de
confiabilidad (Anexo D).

En cuanto al efecto de los factores y sus combinaciones, el analisis de varianza
multifactorial arrojo que tanto el factor 1 (salinidad) como el factor 2 (temperatura)
presentan diferencias estadisticamente significativas sobre la eclosion de huevos
frescos (p <,05). De forma similar, el analisis mostré que dichos factores presentan
interaccidn entre ellos con un 95 % de confiabilidad (Anexo F).

El tratamiento T1 (|temperatura |salinidad) mostré el mayor porcentaje de eclosion
(97,3 £ 0,7 %) significativamente més alto que todos (p <,05) (Anexo G), seguido
por T2 (Jtemperatura 1salinidad) (94,1 + 0,41 %). En cuanto a los tratamientos T3y
T4 no presentaron diferencias entre si, con valores de 84,5 + 2,3y 84,5 + 2,2 %j;
respectivamente (Figura 5).

5.3 ECLOSION HUEVOS ALMACENADOS
La verificacién de los supuestos estadisticos para el grupo huevos almacenados (15
y 30 dias de almacenamiento), arrojéo que se cumplio el supuesto de normalidad

(Valor Z para Asimetria), varianza e independencia (p = ,05) (Anexo 1) y con un R?
de 98,5 %.
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Figura 5. Porcentajes eclosion grupo huevos frescos
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Para el grupo 15 dias de almacenamiento (Figura 6) el tratamiento T3 (1Salinidad
lTemperatura) presentd significativamente mayor eclosiéon (77,7 + 3,5 %) con
respecto a los otros tratamientos (p < ,05). El valor mas bajo obtenido (14,5 + 2,6
%) correspondio al tratamiento T2 (| Salinidad 1Temperatura) (Anexo H).

Para el grupo 30 dias de almacenamiento (Figura 6) el tratamiento T7 (| Salinidad
lTemperatura) presentd significativamente mayor eclosién (20,2 + 2,9 %) con
respecto al T5 (1Salinidad |Temperatura) (18,4 £ 0,5) sin presentar diferencias
estadisticamente significativas entre ellos. Los tratamientos T6 y T8 (|Salinidad
tTemperatura, 1Salinidad 1Temperatura) presentaron bajos porcentajes de eclosion
(3,00+£0,12, 3,9 £ 0,9; respectivamente), sin presentar diferencias estadisticas entre
si (p =2,05) (Anexo H).

El efecto entre tratamientos en la eclosion de huevos almacenados, no presentd
diferencias estadisticamente significativas con el tratamiento T5 (|Salinidad
| Temperatura) para las eclosiones obtenidas (p = ,05), esto corroborado al realizar
un analisis de varianza con un 95 % de confiabilidad. Se observé que todos los
factores (Salinidad, Temperatura y Tiempo) presentan diferencias estadisticamente
significativas sobre la eclosion de huevos frescos (p <,05) (Anexo J).

La interaccion de los factores temperatura y salinidad no afectaron
significativamente (p = ,05) la eclosion de los huevos almacenados. Por otro lado,
la interaccién del tiempo con los factores salinidad y temperatura si afectaron
significativamente (p <,05) la eclosion de huevos almacenados (Anexo J).

En la prueba paramétrica de Tukey HSD, se obtuvo que los tratamientos T6 y T8 no
presentan diferencias significativas entre ellos, pero son diferentes a los demas, de
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forma similar el T1 y T3. (Anexo K). Se demostro, ademas, que el tratamiento con
mayor eclosion correspondié a T3 (baja temperatura, alta salinidad, 15 dias de
almacenamiento) seguido del T1 (baja temperatura, baja salinidad, 15 dias de
almacenamiento) con valores de 77,8 + 3,2 % y 56,4 £ 5,3 %; respectivamente, en
comparacion con los demas tratamientos y combinaciones (Figura 6).

Figura 6. Porcentajes eclosion Grupo 15 y 30 dias de almacenamiento
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio la mortalidad en adultos de A. tonsa no se vio afectada por
las condiciones de cultivo otorgadas a los animales. Anteriormente ha sido
demostrado en estudios como los de Oppert®, quien no encontré mortalidad de los
individuos sometidos a condiciones ambientales adversas como alteraciones en el
fotoperiodo, temperatura, salinidad y niveles de oxigeno inferiores a 4 mg.L?. Sin
embargo, menciona que estos pueden verse afectados por la edad, presencia de
parasitos o infecciones bacterianas, donde puede reducir el numero de individuos
por mililitro en el cultivo. Cabe resaltar que la mortalidad de los copépodos
reproductores también puede verse influenciada por las densidades de cultivo®?,
sin embargo en los estudios propuestos para revision de este trabajo la densidad
mas alta encontrada corresponde a 5 ind.mL*,la cual es mayor con respecto a la
registrada en este trabajo, en el cual la mortalidad no presentd diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos propuestos.

El presente estudio demostro que la eclosion de los huevos del copépodo A. tonsa
(poblacion tropical) es afectada por la temperatura, salinidad y tiempo de
almacenamiento. Lo anterior es de gran importancia para la acuicultura, puesto que
una adecuada seleccion de las mejores condiciones para el desove, eclosion y
almacenamiento de huevos contribuye en el desarrollo tecnoldgico de esta especie
como alimento vivo para acuicultura.

Entre los factores ambientales estudiados, la temperatura afecté considerablemente
la fecundidad de los adultos de A. tonsa (Anexo C). Esto ya ha sido documentado
por autores como Castro!®? y Chinnery & Williams 193, quienes establecen que esta
especie puede tolerar amplios rangos de temperatura, pero con fuertes cambios en
la produccién de huevos. También, estudios realizados por Milione & Zeng®*
afirman que altas temperaturas incrementan la fecundidad de los reproductores de
cepas de aguas costeras del sur de California y el Golfo de México, en efecto,
producen mayor cantidad de huevos que pueden ser incubados de forma inmediata
obteniendo altos porcentajes de eclosion. Nogueira et al'®® en su estudio para la
especie A. grani, demostraron que a alta temperatura existe una mayor produccion

100 OPPERT, Cris J. Effect of Diet and Low Dissolved Oxygen on Some Life History Parameters of Acartia tonsa
(Copepoda: Calanoida). Tesis doctoral. 2006. pg 17-19.

101 |bid pg. 21

102 CASTRO-LONGORIA, Ernestina. Egg production and hatching success of four Acartia species under
different temperature and salinity regimes. En: Journal of Crustacean Biology [En linea]. 2003. Vol. 23, n° 2.
p. 289-299. DOI 10.1163/20021975-99990339

103 CHINNERY, F. E. & WILLIAMS, J. A. The influence of temperature and salinity on Acartia (Copepoda:
Calanoida) nauplii survival. En: Marine Biology [En linea]. 2004. Vol. 145, n° 4. p. 736. DOI 10.1007/s00227-
004-1354-2

104 MILIONE, Michael & ZENG, Chaoshu. The effects of temperature and salinity on population growth and egg
hatching success of the tropical calanoid copepod, Acartia sinjiensis. En: Aquaculture [En linea]. 2008. Vol. 275,
n° 1-4. p. 118. DOI 10.1016/j.aquaculture.2007.12.010

105 NOGUEIRA, Natacha, SUMARES, Bernardo, ANDRADE, Carlos, et al. Op. cit., p. 9. DOI 10.1111/are.13437
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de huevos, de igual forma, observaron que estos se ven afectados por el fotoperiodo
ofrecido a los reproductores, donde hay una mayor produccion de huevos en
oscuridad total, lo anterior también ha sido corroborado para A. tonsa por autores
como Hagemann et al'% y Jepsen et al'%’.

Autores como Holste & Peck!® y Peck et al'® mencionan que a diferentes
temperaturas ocurren diferencias entre la produccion y eclosion de huevos, esto
dependiendo del ambiente o condiciones en que los reproductores sean cultivados.
No obstante, este estudio es el primero en evaluar el efecto combinado de factores
tiempo de almacenamiento de huevos, salinidad y temperatura de cultivo de adultos
sobre el desove y la eclosion de los huevos producidos.

Dependiendo de las condiciones de temperatura y salinidad la cepa de A. tonsa
aislada desde la Bahia de Cispata genero diferentes respuestas de eclosion de
huevos, tanto para frescos como almacenados. Lo anterior es de gran importancia
teniendo en cuenta las fuertes variaciones que existen entre las poblaciones de esta
especie, tal y como lo demuestran Drillet et al*1°, quienes evaluaron cepas aisladas
desde cuatro puntos terrestres distintos: Océano Béltico, Oresund (Dinamarca) y
Kiel Bight (Alemania), Golfo de México: Alabama y Florida (EEUU); los autores
encontraron que las cepas presentaron altas diferencias en la produccién y eclosién
de huevos, sugiriendo que la caracteristica cosmopolita y alta plasticidad de las
cepas, demuestra diferencias genotipicas y afecta la produccion y eclosion de los
mismos. No obstante, estos estudios fueron realizados bajo una misma condicion
ambiental, lo que no deja ver el requerimiento especifico de cada poblacién.

A pesar de los mejores resultados obtenidos a baja temperatura y alta salinidad, la
eclosion de huevos almacenados sigue siendo baja comparada con cepas tales
como DIFRES Oresund (Dinamarca), la cual presenta una mayor produccion de
huevos cosechados en 17 y 25 °C con eclosiones superiores al 40 % hasta periodos
de un mes de almacenamiento, valor que es superior a otra cepa subtropical (Golfo
de México)!!! y la obtenida en este estudio. De ahi que el linaje de poblaciones
cripticas difiere en los patrones genéticos, por ende, se requieren condiciones
diferentes de cultivo dependiendo del lugar donde sea captada la cepa.

106 HAGEMANN, Andreas, @IE, Gunvor, EVJEMO, Jan Ove, et al. Effects of light and short-term temperature
elevation on the 48-h hatching success of cold-stored Acartia tonsa Dana eggs. En: Aquaculture International
[En linea]. 2016. Vol. 24, n° 1. p. 65. DOI 10.1007/510499-015-9908-5

107 JEPSEN, Per M., BJZRB/K, Niels S., RAYNER, Thomas A., et al. Recommended feeding regime and light
climate in live feed cultures of the calanoid copepod Acartia tonsa Dana. En: Aquaculture International [En linea].
Springer International Publishing, 2017, Vol. 25, n°® 2, p. 635-654. DOI 10.1007/s10499-016-0063-4

108 HOLSTE, Linda et PECK, Myron A. Op. cit., p. 1064. DOI 10.1007/s00227-005-0132-0

109 PECK, Nadine, PETERS, Janna, DIEKMANN, Rabea, et al. Op. cit., p. 13 DOI 10.1093/plankt/fou093

110 DRILLET, Guillaume, GOETZE, Erica, JEPSEN, Per M., et al. Op. cit, p.113.
DOI 10.1016/j.aquaculture.2008.04.005

111 |bid. p. 114
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Se evidencié que la cepa utilizada de A. tonsa se aclimaté a las condiciones
experimentales, y que la temperatura de cultivo juega un papel fundamental en la
produccion de huevos quiescentes, especialmente para almacenamiento. Varias
explicaciones han sido propuestas, una de ellas esta ligada al efecto que tiene la
temperatura sobre la velocidad de desarrollo embrionario en estos organismos
poiquilotermos, donde Nilsson y Hansen creen que en el estadio de gastrula existe
un “despertar”; esto significa que, durante el almacenamiento, los huevos
colectados después de gastrula continuaran el desarrollo embrionario hasta
embriogénesis, con un consecuente mayor gasto energético. Lo anterior sugiere
que los huevos deben ser colectados y almacenados en una etapa temprana del
desarrollo!!?, Otra explicaciéon a nuestros resultados es el mayor tamafio del huevo
3*10* mm? (biovolumen) a baja temperatura de cultivo, dado que el tamarfio de los
huevos es inversamente proporcional a la temperatural®3,

Las diferentes salinidades aplicadas al experimento mostraron variaciones en la
eclosion de los huevos. Una combinacién de alta salinidad y baja temperatura
beneficia la eclosion de huevos almacenados. Sin embargo, varios estudios
sugieren que valores de salinidad usados (18 y 30 UPS) no muestran efectos sobre
la eclosién de huevos frescos!!4. Peck et al, establecen que A. tonsa desde origen
marino presenta alta eclosion de huevos frescos a 23 °C y baja salinidad (18 PSU),
y se ha sugerido que la produccién de huevos es beneficiada con el uso de
salinidades estuarinas'®>. También, utilizando una alta temperatura de cultivo (26
°C) Shayegan et al. no encontré un efecto significante de la salinidad de cultivo
sobre la eclosion de huevos frescos, pero sugieren al igual que el presente estudio
una alta salinidad de cultivo''é. No obstante, para huevos almacenados una baja
salinidad de cultivo afectd considerablemente la eclosion de los huevos. En esta
especie considerada osmoconformadora, la disponibilidad de energia para la
reproduccion podria disminuir después de exceder un umbral especifico de mayor
o menor salinidad 7. Por lo tanto, el efecto de la salinidad del desove no es notable
en huevos frescos; sin embargo, aun podrian generarse cambios importantes no
determinados, por ejemplo, se conoce que una baja salinidad de cultivo genera una
disminucioén en la densidad del huevo de A. tonsa!®.

112 NILSSON, Birgitte & HANSEN, Benni Winding. Op. cit., p. 10. DOI 10.1371/journal.pone.0193727

113 HANSEN, Benni Winding, BUTTINO, Isabella, CUNHA, Maria Emilia, et al. Op. cit., p. 137. DOI
10.1016/j.aquaculture.2016.02.024

114 DRILLET, Guillaume. GOETZE, Erica. JEPSEN, Per M. HBJGAARD, Jonas K. HANSEN, Benni W. Op. cit.,
p. 112. DOI 10.1016/j.aquaculture.2008.04.005

115 pECK, Nadine. PETERS, Janna. DIEKMANN, Rabea. LAAKMANN, Silke. RENZ, Jasmin. Op. cit., p. 10. DOI
10.1093/plankt/fbu093

116 MAJID, Shayegan, FEREIDOUNI ABOLGHASEM, Esmaeili, NASER, Agh, et al. Effects of salinity on egg
and fecal pellet production, development and survival, adult sex ratio and total life span in the calanoid copepod,
Acartia tonsa: a laboratory study. En: Chinese Journal of Oceanology and Limnology [En linea]. 2016. Vol. 34,
n° 4. p. 715. DOI 10.1007/s00343-016-5030-4

117 PECK, Nadine. PETERS, Janna. DIEKMANN, Rabea. LAAKMANN, Silke. RENZ, Jasmin. Op. cit., p. 11. DOI
10.1093/plankt/fbu093

118 MILLER, Denise D. et MARCUS, Nancy H. The effects of salinity and temperature on the density and sinking
velocity of eggs of the calanoid copepod Acartia tonsa Dana. En: Journal of Experimental Marine Biology and
Ecology [En linea]. 1994. Vol. 179, n° 2. p. 250. DOI 10.1016/0022-0981(94)90117-1
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En esta experiencia, no se observd problemas para crecer los nauplios hasta
adultos utilizando una baja salinidad y alta temperatura. Pero cuando el propdsito
de cultivar esta especie es almacenar los huevos por un determinado tiempo, es
necesario tener en cuenta estos factores ambientales durante el desove. Otros
aspectos podrian ser evaluados para mejorar los resultados obtenidos en el
presente estudio, tales como el tratamiento de huevos con antibiéticos''® y el uso
de nitrégeno gaseoso para almacenar los huevos en condiciones de anoxia'?,
aspecto que ya han sido descritos en otros estudios y podrian tener beneficios
importantes.

La interaccion de la temperatura y salinidad del cultivo ha sido poco estudiada en
esta especie de copépodo. Peck et al., reportan que la interaccion de estas variables
ambientales afecta la dindmica poblacional y el ciclo de vida de A. tonsa'?!. En dicho
estudio los autores establecen beneficios de condiciones estuarinas para la
reproduccion. De igual forma este estudio mostré una interaccion de estas variables
sobre la eclosion de huevos almacenados; sin embargo, el enfoque acuicola de
almacenar huevos como fuente de alimento vivo favorece el uso de salinidades mas
altas y temperaturas bajas, aun teniendo en cuenta la procedencia tropical y
estuarina de la cepa utilizada (Bahia de Cispata)'?2.

119 DRILLET, Guillaume, LINDLEY, Laban C., MICHELS, Alan, et al. Op. cit., p. 461. DOI 10.1111/j.1365-
2109.2007.01673.x

120 J@RGENSEN, Tue Sparholt, JEPSEN, Per Meyer, PETERSEN, H. Cecilie B., et al. Op. cit, p. 6.
DOI 10.1186/s12898-018-0217-5

121 PECK, Nadine. PETERS, Janna. DIEKMANN, Rabea. LAAKMANN, Silke. RENZ. Op. cit., p.12.
DOI 10.1093/plankt/fbu093

122 CANON, L, QUINTANA, D, PAEZ, Cafién, et al. Op. cit., p 86
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1 CONCLUSIONES

Los extremos de temperatura y salinidad (alto y bajo), no mostraron diferencias
significativas con respecto a la mortalidad de los individuos (p < ,05) y
supervivencias del 98 % para todos los tratamientos. En ese sentido, las opciones
de combinaciones (temperatura y salinidad) para realizar desoves dependeran de
factores logisticos de la estacion y otros lugares que decidan replicar el trabajo.

Basado en los resultados de este estudio se pueden obtener altos porcentajes de
eclosion (> 84 %) en huevos frescos sin importar las combinaciones de temperatura
y salinidad utilizadas.

Cuando los huevos son almacenados es necesario disminuir la temperatura e
incrementar la salinidad de cultivo para obtener porcentajes de eclosion superiores
al 50 % para huevos almacenados hasta 15 dias.

En este trabajo tanto los huevos frescos como almacenados tuvieron un buen
comportamiento respecto a la eclosion, sin embargo, la eleccién de la combinacion
de cultivo adecuada (temperatura, salinidad y tiempo) depende en gran medida de
las condiciones y capacidad de produccion requeridas por la estacion o institucion
donde se desee aplicar los procedimientos establecidos en este trabajo.

7.2 RECOMENDACIONES

Si el interés de cultivar el copépodo A. tonsa es dirigido hacia la produccion de
huevos frescos como fuente de nauplios para larvicultura de peces marinos, una
alta temperatura es mas adecuada, puesto que permite aprovechar la fecundidad
de las hembras en el cultivo sin efectos considerables sobre la eclosién de los
huevos.

Si el interés de cultivar el copépodo A. tonsa es dirigido hacia la produccion de
huevos de quiescencia como fuente de nauplios, un periodo no mayor a 15 dias de
almacenamiento es adecuado, puesto que se obtienen altos porcentajes de eclosiéon
(> 50 %) con una combinacion de baja temperatura sin importar las salinidades
propuestas.

Es importante continuar con el estudio de otras variables que afectan la eclosion de
huevos almacenados, asi como incluir otros aspectos que ya han demostrado
mejoras en la eclosién de otras poblaciones, tales como almacenamiento de huevos
en condiciones de hipoxia y total oscuridad, para mejorar los prospectos de eclosion
y asi contribuir en la viabilidad de esta cepa tropical.
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ANEXOS

Anexo A. Prueba de Brand Esnedecor

n 4
n—1 3
a 0.05
l1-a 0.95
p 0.993
g=(1-p) 0.007
X2C 0.244
X2 t(1-q) 7.81

Anexo B. Comparacion de proporciones para adultos

Tratamiento PrO(T/O(;d'O Diferencias estadisticas
T4 08.74 X
T1 98.24 X
T3 98.41 X
T2 08.64 X
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Anexo C. Numero de huevos por tratamientos, réplicay grupo.

Tratamiento | Réplica Ghrupo de # Promedio | Error
uevos huevos
Frescos 14,000

1 1 15 16,500 | 14,500 |2,040
30 13,000
Frescos 15,200

1 2 15 14,800 | 14,733 570
30 14,200
Frescos 16,200

1 3 15 14,800 | 15,400 816
30 15,200
Frescos 14,600

2 1 15 15,100 | 14,167 | 1,369
30 12,800
Frescos 18,300

2 2 15 16,300 | 16,500 |1,934
30 14,900
Frescos 16,400

2 3 15 15,300 | 15,800 630
30 15,700
Frescos 12,800

3 1 15 11,300 | 11,633 |1,178
30 10,800
Frescos 13,200

3 2 15 14,800 | 13,100 | 1,983
30 11,300
Frescos 10,300

3 3 15 9,500 10,333 962
30 11,200
Frescos 13,400

4 1 15 11,900 | 12,267 |1,133
30 11,500
Frescos 10,900

4 2 15 12,600 | 11,600 | 1,006
30 11,300
Frescos 11,500

4 3 15 13,400 | 11,833 |1,618
30 10,600
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Anexo D. Promedio y desviacion estandar grupo huevos frescos

Grupo huevos frescos (Huevos frescos)

Desviacion
Tratamientos Promedio (%) Estandar Error
(DE)
20°Cy 18UPS T1 97.32 0.70 0.7868
20°Cy 28UPS T2 94.09 0.41 0.4586
26°Cy 18 UPS T3 84.59 2.36 2.6751
26°Cy 28UPS T4 84.59 2.27 2.5641

Anexo E. Verificacién de supuestos estadisticos grupo huevos frescos

Supuestos

. Prueba realizada Valor-P Decision
estadisticos

Prueba de varianza Levene's 0.793296 Cumple el

supuesto

Chi-Cuadrado 0.124726| Cumple el

supuesto

E istico W hapiro- le el

stadlstlcowmsle Shapiro 0.111136 Csiﬂmupeitg

Prueba de normalidad c p o ol

Valor-Z para asimetria |0.836597 ump'e €

supuesto

Prueba de Grubbs' 1.0000 Cumple el

supuesto

_ Prueba de Durbin Watson 0.9668 Cumple el

independencia supuesto
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Anexo F. Analisis de varianza para grupo huevos frescos

ANOVA multifactorial

Anexo G. Prueba de Tukey HSD para grupo huevos frescos

Suma de ,
Fuente Cuadrado | GI C“ad“'?‘d Razon | Valor- Decision
S o0 Medio -F P
EFECTOS
PRINCIPALES
A = Factor 1: Existen
R ' 0.11791 | 1 |0.117917 |182.66 |0.0000| diferencias
Salinidad T
significativas
B = Factor 2: Existen
- ) 0.00505 | 1 | 0.005052 | 7.83 [0.0233| diferencias
Temperatura NP
significativas
INTERACCIONES
Existen
AB 0.00505 | 1 0'00;3057 7.83 |0.0232]| diferencias
significativas
Existen
Entre grupos 012802 | 3 | 9942675 6611 |0.0000| diferencias
(Tratamientos) 4 N
significativas
RESIDUOS 0.00516 | 8 0'005?645
TOTAL
(CORREGIDO) 0.13319 (11

Prueba de Tukey HSD

Tratamiento | Casos | Media | Grupos Homogéneos
3 3 1.168 X
4 3 1.168 X
2 3 1.325 X
1 3 1.407 X
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Anexo H. Tabla de promedios grupo 15y 30 dias de almacenamiento

. Promedio Desv,iacic')n Diferencias
Tratamientos Estandar Error -
(%) estadisticas
(DE)

18 UPS + 20°C + 15 Dias | T1 56.44 5.34 6.0404 a
18 UPS + 26°C + 15 Dias | T2 14.50 2.32 2.6224 b
28 UPS + 20°C + 15 Dias | T3 77.78 3.13 3.5467 c
28 UPS + 26°C + 15 Dias | T4 21.96 3.23 3.6514 d
18 UPS + 20°C + 30 Dias | T5 18.45 0.45 0.5061 bd
18 UPS + 26°C + 30 Dias | T6 3.00 0.11 0.1201 e
28 UPS + 20°C + 30 Dias | T7 20.26 2.64 2.9820 bd
28 UPS + 26°C + 30 Dias | T8 3.91 0.80 0.9036 e

*Letras diferentes muestran diferencias estadisticas significativas

Anexo |I.
almacenamiento

Verificacion de supuestos estadisticos para 15 y 30 dias de

Supu}es_tos Prueba realizada Valor-P Decision
estadisticos
Prueba de varianza Levene's 0.8175 Cumple el
supuesto
Chi-Cuadrado 0.0001 | Nocumple el
supuesto
Estadistico W de Shapiro- 0.0032 No cumple el
) Wilk supuesto
Prueba de normalidad cumple el
Valor-Z para asimetria | 0.2098 P
supuesto
Prueba de Grubbs' 0.9321 Cumple el
supuesto
) Prueba de_ Durbin Watson 0.1204 Cumple el
independencia supuesto
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Anexo J. Analisis de varianza Grupo 15y 30 dias de almacenamiento

ANOVA multifactorial

62

Fuente Suma de G | Cuadrad | Razon | Valor- Decision
Cuadrados | | o Medio -F P
EFECTOS
PRINCIPALES
Existen
A:Factor 1 0.04072 1| 0.04072 | 38.3 0.0(())OO diferencias
significativas
_ 0.0000 |  EXisten
B:Factor 2 0.94991 1| 0.94991 |893.41 0 diferencias
significativas
Existen
C:Factor 3 0.87172 1| 0.87172 |819.87 0.0(())OO diferencias
significativas
INTERACCIONE
S
No existen
AB 0.00281 1| 0.00281 | 2.64 0'1535 diferencias
significativas
Existen
AC 0.03974 1| 0.03974 | 37.38 0.0800 diferencias
significativas
Existen
BC 0.09990 | 1| 0.09990 | 93.97 0'0800 diferencias
significativas
Existen
ABC 0.01212 1| 0.01212 | 11.4 0'0838 diferencias
significativas
Existen
Entre grupos 2.01694 71 028813 | 271 | 90990 | iterencias
(Tratamientos) 0 AHETETIL
significativas
RESIDUOS 0.01701 (13 0.00106
TOTAL 2
(CORREGIDO) | 20339 |3




Anexo K. Prueba de Tukey HSD para Grupo 15y 30 dias de almacenamiento

Prueba de Tukey HSD
Tratamiento | Casos Media Grupos Homogéneos
T6 3 0.174137 | X
T8 3 0.19845 X
T2 3 0.389833 X
T5 3 0.443988 X X
T7 3 0.466304 X X
T4 3 0.487004 X
T1 3 0.850167 X
T3 3 1.08053 X
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