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Abstract.- Three sequential experiments were performed to assess the effect of 9 diets of traditionally used microalgae,
native microalgae and artificial diets on the survival and growth rate of veliger larvae of the clam Mulinia edulis. Larvae
were obtained from broodstock collected from natural banks in the Isla Grande de Chiloé, Region de Los Lagos, Chile. Diets
were administrated as monospecific and mixed treatments. For traditional diets we used Isochrysis galbana (clone T) and
Chaetoceros calcitrans; the mixed treatment (l.galbana/C.calcitrans) produced the greatest survival (13.6%) and daily
growth rate (10.9 um day?). The native algae used were Chlamydomona sp. and the pennate diatom identified as ND,,
isolated from the water column of a natural bank and the digestive tract of M. edulis, respectively. Both, the monospecific
and mixed treatments with these 2 species produced 100% mortality. The experiment with artificial diet used a paste
made from the diatom ND, (PD) and a nutrient concentrate (NC) produced in a biodigestor. The treatments with NC and NC/
PD produced 100% mortality, while with PD alone survival was 0.31% and the growth rate was 1.3 um day™. The best results
were obtained with a diet of the traditionally used microalgae; however, the effects of native microalgae and artificial
diets should also be tested in the following stages of M. edulis, the post-larvae and seeds.
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Resumen.- Se realizaron 3 experimentos de manera secuencial para probar el efecto de 9 dietas basadas en microalgas
tradicionales, microalgas nativas y dietas artificiales sobre la supervivencia y tasa de crecimiento en larvas veligeras de
la almeja Mulinia edulis. Las larvas se obtuvieron de reproductores recolectados desde bancos naturales en la Isla Grande
de Chiloé, Regién de Los Lagos, Chile. Cada dieta fue suministrada como tratamiento monoespecifico y mixto. Para el
experimento con microalgas tradicionales se utilizaron Isochrysis galbana (Clon T) y Chaetoceros calcitrans siendo el
tratamiento mixto (l.galbana/C.calcitrans) la dieta con la cual se obtiene los mayores valores para la supervivencia (13,6%)
y tasa diaria de crecimiento (10,9 um dia). Para el experimento con microalgas nativas se utilizaron las microalgas
Chlamydomona sp. y una diatomea pennada (NDZ),aisIadas desde la columna de agua de un banco natural y del tracto
digestivo de M. edulis, respectivamente. Tanto los tratamientos monoespecificos como el mixto generaron un 100% de
mortalidad. Para el experimento con dietas artificiales se utilizaron una pasta de la diatomea ND, (PD) y un concentrado
nutritivo (CN) formulado mediante el uso de un biodigestor. Se obtuvo un 100% de mortalidad para los tratamientos CN y
CN/PD, el tratamiento PD obtuvo una supervivencia de 0,31% y una tasa de crecimiento de 1,3 um dia. Los resultados
obtenidos indican que los mejores resultados se obtienen con las microalgas tradicionales, sin embargo, es necesario
probar el efecto de las microalgas aisladas y dietas artificiales en las siguientes etapas del ciclo de vida de M. edulis,
postlarvas y semillas.
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INTRODUCCION

La nutricion larval de moluscos bivalvos estd asociada a la calidad y salud de las larvas y contribuye al éxito de las
la utilizacidon de microalgas. La calidad nutricional del operaciones de acuicultura (Brown 2002). A partir de la
alimento suministrado es un factor critico que determina década del 60, cientos de microalgas han sido probadas



340

como alimento, pero probablemente menos de 20 han
tenido un uso amplio en la acuicultura (Duerr et al. 1998,
Brown 2002, Marshall et al. 2010) siendo la produccion
de microalgas el factor limitante principal en un hatchery
estimandose en un 30% del costo total de la produccion
de semillas (Rivero-Rodriguez et al. 2007).

Las microalgas deben poseer un nimero de atributos
claves para ser usadas en acuicultura, como el tamafio y
forma de la célula, una facil ingestién y digestion, la
composicién bioguimica y la ausencia de toxinas (Brown
2002, Collantes & Oliva en prensa).

La calidad nutricional de las microalgas depende
principalmente de los constituyentes bioquimicos que las
componen. Los porcentajes de proteinas, carbohidratos y
principalmente de lipidos han sido ampliamente estudiados
(Knauer & Southgate 1999, Brown 2002, Helm & Bourne
2006, Ponis et al. 2006). Dentro de los lipidos los &cidos
grasos polinsaturados (PUFAs) derivados de las
microalgas como el acido docosahexanoico (DHA), acido
eicosapentaenoico (EPA) y el &cido araquiddnico (AA)
han sido identificados como esenciales para varias larvas
y juveniles de moluscos bivalvos (Sargent et al. 1997,
Hemaiswarya et al. 2011), sin embargo estos requerimientos
aun no estan bien establecidos (Knauer & Southgate 1999).

La combinacion de diferentes especies de microalgas
provee un mejor balance nutricional y mejora el
crecimiento a diferencia de una dieta compuesta solo por
una especie de microalga (Lavens & Sorgeloos 1996,
Spolaore et al. 2006). Comercialmente, las especies de
mayor uso en hatchery para la alimentacion de larvas de
bivalvos incluye los flagelados: Isochrysis galbana y
Pavlova lutheri; y la diatomea Chaetoceros calcitrans
(O’Connor & Heasman 1997) las cuales cumplen con las
propiedades nutricionales para ser utilizadas como
alimento en acuicultura (Gouda et al. 2006, Collantes &
Oliva en prensa).

Ademas de las especies tradicionales de microalgas,
los estudios se han enfocado en la utilizacién de
microalgas nativas aisladas desde bancos naturales o del
tracto digestivo siendo utilizadas como alimento de larvas
de bivalvos (Gouda et al. 2006, Ponis et al. 2006, Collantes
& Oliva en prensa). Se han probado diversas dietas
artificiales (alimento alternativo) tales como la produccion
de concentrados de microalgas (Brown & Robert 2002) y
la utilizacion de macroalgas (Uchida & Numaguchi 1996,
Cruz-Suérez et al. 2000).

Mulinia edulis (King & Broderip, 1832), cominmente
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llamada almeja “taquilla’, es una de las 6 especies de almejas
comercialmente explotadas en Chile (SERNAPESCA 2011),
siendo su cultivo una alternativa a la pesqueria tradicional,
pudiendo generar almejas bajo la talla minima legal (baby
clams) para los mercados internacionales (Abarca et al.
2012). Para el desarrollo de la tecnologia de cultivo larval a
nivel industrial es necesario identificar una dieta especifica
que cumpla con los requisitos necesarios para optimizar el
crecimiento y la supervivencia. En esta experiencia se
trabajé en base a la hipétesis de que dietas basadas en
microalgas tradicionales, microalgas nativas o dietas
artificiales, que cumplan las necesidades nutricionales
especificas y que tengan cualidades (tamafio y morfologia)
que requieran las larvas veligeras de Mulinia edulis,
producirén respuestas fisioldgicas distintas verificables a
través de las variaciones en las tasas de crecimiento y
supervivencia.

MATERIALES Y METODOS

RECOLECCION DE REPRODUCTORES Y DESOVE

Los reproductores se obtuvieron desde 2 bancos
naturales de M. edulis ubicados en la Isla Grande de
Chiloé, Putemiin (42°25°52"S; 73°45’0"W) y Quetalmahue
(41°51°23"S; 73°58’14"W). Los desoves se realizaron en
el hatchery de Orizon S.A. ubicado en Bahia Yal
(42°41°13"S; 73°40°43"W) mediante induccién térmica
aumentando la temperatura del agua de mar en 1°C cada
media hora. La incubacion se realizd en estanques de
1000 L con una densidad de 20 huevos mL* (Oliva et al.
2005). A las 48 h las larvas fueron recolectadas mediante
el uso de tamices de 44, 52 'y 62 um.

DIsSERO EXPERIMENTAL

El cultivo de larvas de M. edulis se realizd en recipientes
con un volumen de 18 L. Cada tratamiento contd con 3
réplicas distribuidas al azar en la sala de cultivo. Se utilizé
agua de mar temperada a 15°C, filtrada a 1 um y esterilizada
con luz ultravioleta. El sistema de cultivo experimental se
mantuvo con aireacion constante y homogénea en todos
los tratamientos y réplicas. La densidad de cultivo inicial
fue de 10 larvas mL* (Oliva et al. 2005). El cambio de agua
se realiz6 cada 48 h y las larvas fueron retenidas en tamices
de distinto tamafio de malla de acuerdo al tamafio de las
larvas. Los experimentos se realizaron de manera
secuencial, finalizada la experiencia con microalgas
tradicionales se siguié con microalgas nativas y luego
con dietas artificiales.



CONTEO Y MEDICION DE LAS LARVAS

Las larvas fueron concentradas en un recipiente de 5 L.
Se extrajo una muestra de 10 mL y se agreg6 una gota de
lugol para detener la actividad de las larvas. De la muestra
principal se extrajo una submuestra de 1 mL y con la ayuda
de una camara Sedgewick-Rafter de ImL/1uL se procedi6
a contar las larvas para estimar la cantidad por recipiente.
La longitud valvar se midié usando un microscopio
Nikon® Eclipse (Modelo E-300) con ocular graduado y
calibrado segun patrén del fabricante. Se midieron 30
larvas por cada réplica.

El cultivo larval contempl6 el desarrollo desde larva D-
veliger (que presenta un drgano ciliado llamado velum, el
que le permite nadar y capturar su alimento) hasta el estado
de pediveliger, donde la larva comienza a asentarse,
apareciendo un érgano contréctil cubierto de cilios,
llamado pie, el que le permite explorar el sustrato. Se puso
término a los experimentos cuando el 70% de las larvas
en el cultivo estaban en estado de pediveliger.

CULTIVO DE MICROALGAS

Las microalgas, tradicionales y nativas, fueron cultivadas
en medio Walne-Conway, enriquecido con metasilicato
de sodio al 2%, agregado en 1 mL L* al medio de cultivo
final para diatomeas (Walne 1974). Los cultivos se
escalaron hasta los 5 L y se mantuvieron con un
fotoperiodo de 16:8 h luz:oscuridad; una intensidad de
luz 60 pmolphoton m? sy a una temperatura de la sala
de cultivo de 18 + 2°C.

MICROALGAS TRADICIONALES

Se utilizaron las microalgas Isochrysis galbana (Parke)
(Clon T-1s0) (1) y Chaetoceros calcitrans (Paulsen)
Takano (Cc) como tratamientos monoespecificos (25.000
cél mL?) y un tratamiento mixto (1/Cc) en una proporcion
de 1:1 (12.500 cél mL* para cada microalga). Las células
fueron contadas mediante una Cdmara de Neubauer con
una profundidad de 0,1 mm.

MICROALGAS NATIVAS

Las microalgas nativas utilizadas son Chlamydomonas
sp. (Chl) aislada de la columna de agua del banco de M.
edulis ubicado en Quetalmahue y una diatomea nativa
(ND,) aislada del sistema digestivo de un reproductor de
M. edulis. Como control se utilizé Isochrysis galbana (1)
(Clon T-1s0).

Se consideraron 3 tratamientos monoespecificos (Chl,

ND, e I) con una concentracion de 25.000 cél mL* y un
tratamiento mixto (ChI/ND,) con una proporcion de 1:1
(12.500 cél mL* por cada microalga). El control (1) tuvo
una concentracién de 25.000 cél mL*. Las células fueron
contadas mediante una Cémara de Neubauer con una
profundidad de 0,1 mm.

DIETAS ARTIFICIALES

Las dietas artificiales utilizadas fueron un concentrado
nutritivo (CN) del alga parda Macrocystis pyrifera
(Linnaeus) C.Agardh y una pasta de diatomea (PD). El
concentrado nutritivo se preparé segln la metodologia
descrita por Paniagua & Biickle (1985), usando un
biodigestor para preparar el medio nutritivo. El biodigestor
consiste en un recipiente con recirculacién de agua, en
cuyo interior se ubican conchas quebradas de moluscos
de distinto tamafio que sirven como sustrato para las
bacterias. Estas se encargan de degradar los trozos de la
macrofita forméandose asi el medio nutritivo. Se determind
como dieta el uso del CN por la probable capacidad que
tendrian las larvas de M. edulis de absorber y alimentarse
de él tal como lo sefialan Manahan (1983) y Wendt &
Johnson (2006), quienes indican que los invertebrados
marinos son capaces de absorber desde el medio
aminoacidos y materia orgénica disuelta, nutriéndose de
ésta.

La pasta de diatomea (PD) preparada con la diatomea
nativa (ND,) se obtuvo a través del método de filtracion
y se conservé a -4°C. Antes de ser suministrada, la pasta
fue macerada y las células fueron separadas con un
sonicador ElIma® (Modelo Transsonic 460) para permitir
que las larvas se alimentaran de ella.

Las dietas artificiales fueron suministradas como
tratamientos monoespecificos con una concentracion de
5 mL L* para CN, determinada mediante un experimento
previo, y 0,5 g para PD determinada mediante el peso de
25.000 células de diatomeas y como tratamiento mixto (CN/
PD) con las mismas concentraciones. El control Isochrysis
galbana tuvo una concentracion de 25.000 cél mL™.

CALIDAD NUTRICIONAL DE LAS DIETAS

Para evaluar la calidad nutricional de las dietas se
realizaron anélisis proximales en el Centro de Estudios en
Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (CECTA) de la
Universidad de Santiago. Los analisis se hicieron en
concentrados de microalgas tradicionales y nativas
cultivadas en botellas de 20 L. En el caso de las dietas
artificiales el jugo o concentrado nutritivo de Macrocystis
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pyrifera se obtuvo mediante el uso de un biodigestor. La REsuLTADOS
diatomea utilizada para la formulacion de la pasta fue la

misma con que se alimentaron las larvas en el experimento MICROALGAS TRADICIONALES
con microalgas nativas rotulada como ND,. El experimento con microalgas tradicionales mostré que es
posible reconocer dos etapas en el crecimiento de las larvas.
ANALISIS ESTADISTICO Una primera etapa se detecta entre el inicio del cultivo

Para los analisis estadisticos se utilizé el programa hasta el dia 8 con una tasa diaria de crecimiento larval entre

STATISTICA 8. Los datos de longitud de larvas se 5.0y 6,3 um dia™ para las diferentes dietas. La segunda
testearon para probar si cumplian los supuestos de etapa entre el dia 10 y el término del cultivo larval mostro

normalidad y homogeneidad de varianzas. Para la variable una tasa de crecimiento diario que dupllu_:la la etapa 1, con
longitud valvar se aplico un test no paramétrico Kruskal- resultados entre los 10,8y 16,1 um dia” (Tabla 1). En la

Wallis y a posteriori el test de Mann-Whitney (P < 0,05). etapa 1,. ellmejor tratamignto cgn ellque se obtienen la t.asa
Para evaluar la supervivencia los datos fueron de creC|m|f:r.1t0 y supervivencia mas allta es con la dieta
previamente transformados al arcoseno de la raiz del mo.noespeufl.ca . galbane} (). E_n cambio en la etapa 2, el
porcentaje. Posteriormente, se aplicé una ANOVA y luego mejor tratamiento fue la dieta mixta 1/Cc (Tabla 1).

una prueba de Tukey a posteriori (P < 0,05). La Figura 1 muestra el crecimiento y supervivencia de
larvas de M. edulis alimentadas con las microalgas
tradicionales I, Cc e I/Cc. Durante los dias 2, 4 y 6 del
experimento las larvas alimentadas con | presentaron un
crecimiento mayor en sus 3 réplicas que los otros 2
tratamientos observandose diferencias significativas el
dia 8 de cultivo (Tabla 1). La longitud final fue de 272 um
(= 17,5 um), con una tasa global de crecimiento (etapa
1+etapa2) de 9,2 um dia™ (Fig. 1A).

Se realiz6 un anlisis de regresion para el crecimiento
y supervivencia en el tiempo, seleccionandose un modelo
exponencial. Los resultados obtenidos para las variables
de supervivencia y crecimiento fueron linealizados y luego
se realiz6 un andlisis de covarianza (ANCOVA) cuya
variable independiente correspondia a los tratamientos y
una prueba de Tukey a posteriori. Se trabajo con un
nivel de significancia de P < 0,05 (Zar 1999).

Las larvas alimentadas con Cc presentaron la menor
tasa de crecimiento inicial para la etapa 1, incrementandose
a partir del dia 10 (Tabla 1). La longitud final alcanzada
por las larvas alimentadas con Cc fue de 272,2 um (25,4

Los analisis proximales de las dietas se analizaron en
pares con una prueba G de independencia (Sokal & Rohlf
2012).

Tabla 1. Tasa de crecimiento diario (TCD) (um dia), longitud valvar (um) (Media £ D.E.) y supervivencia (Media £ D.E.) de larvas de Mulinia edulis
alimentadas con microalgas tradicionales, Isochrysis galbana (Clon T-Iso) (1), Chaetoceros calcitrans (Cc) y el tratamiento mixto (I/Cc). Para
diferencias en longitud se utilizé una prueba de Kruskal-Wallis y una prueba de Mann-Whitney a posteriori, para supervivencia una prueba de
ANOVA y para la tasa de crecimiento una ANCOVA y un test de Tukey a posteriori. Valores con letras diferentes en la misma columna indican
que hay diferencias significativas (P < 0,05) entre las dietas en cada etapa / Daily growth rate (TCD) (um day?) in valve length (um) (mean + s.d.)
and survival (mean * s.d.) of larvae of Mulinia edulis fed with traditional microalgae Isochrysis galbana (Clone T-Iso) (l) and Chaetoceros
calcitrans (Cc) alone and mixed (I/Cc). Differences in length were tested with the Mann-Whitney test, survival with ANOVA and growth rate
with ANCOVA and an a posteriori Tukey test. Different letters in the same column indicate significant differences (P < 0.05) among the diets
in each stage

Dietas TCD Longitud % Supervivencia

(umdia’) (Media+D.E)  (Media+D.E.)
Etapa 1 1 6,6 (a) 1408+ 11,0 (a) 77,6+ 7,4(a)
Cec. 50(M) 1283+93 (b) 56,8+1,9 (b)

VCe.  63(a) 1383+109(c) 757+15 )

Etapa 2 I 10,8 (@) 272,0+175() 10,9+0,9 (a)
Ce. 11,9 (@) 2722+254(@a)  59+0,8(b)
I/Ce.  161(b) 283,4+27,0(b) 13,6+0,7 (c)
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Figura 1. Crecimiento (A) y supervivencia (B) de larvas de Mulinia
edulis alimentadas con microalgas tradicionales en los
tratamientos monoespecificos [Isochrysis galbana (Clon T-Iso) (1),
Chaetoceros calcitrans (Cc)] y el tratamiento mixto (1/Cc) / Growth
and survival of Mulinia edulis larvae fed with traditional
microalgae in monospecific [(Isochrysis galbana (Clone T-Iso) (l),
Chaetoceros calcitrans (Cc)] and mixed (I/Cc) treatments

um), con una tasa de crecimiento global de 9,2 um dia*
(Fig. 1A). Las larvas alimentadas con la mezcla I/Cc
presentaron un crecimiento lento hasta el dia 8 de cultivo
(Tabla 1), el que se incrementd a contar del dia 10
alcanzando una longitud final de 283,4 um (26,9 um). La
tasa de crecimiento fue de 10,9 um dia™ (Fig. 1A).

En la Figura 2 se muestra el ajuste exponencial al
crecimiento de las larvas veligeras para los tres tratamientos
con dietas tradicionales. EI ANCOVA realizado al
crecimiento valvar muestra diferencias significativas entre
los tratamientos (F= 118,63, P < 0,001). La prueba de Tukey
realizada a posteriori indica que existen diferencias
significativas entre las combinaciones | - Cc (P= 0,00002),
|- 1/Cc (P=0,016) y Cc - I/Cc (P=0,0007).

La supervivencia de las larvas tuvo un decrecimiento
constante durante los 20 dias de cultivo para los 3
tratamientos (Fig. 1B). La mortalidad de las larvas
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Figura 2. Modelo de crecimiento de larvas de Mulinia edulis
alimentadas con microalgas tradicionales: a) tratamiento mixto
Isochrysis galbana (Clon T-Iso) (1), Chaetoceros calcitrans (Cc) 1/Cc
(r?= 0,95; y= 81,695e%%%), b) tratamiento monoespecifico Cc (r?=
0,96; y= 82,573e%%7) y tratamiento monoespecifico | (r>= 0,95; y=
86,873e%9%67) / Model of larval growth of Mulinia edulis fed with
traditional algae: a) mixed treatment with Isochrysis galbana
(Clone T-Iso) (l), Chaetoceros calcitrans (Cc) I/Cc (r?= 0.95; y=
81.695e%%%); b) monospecific treatment with Cc (r?= 0.96; y=
82.573e%%7%) and | (r’= 0.95; y= 86.873e%0567x)

alimentadas con el tratamiento | se increment6 a partir del
dia 12 (50,9%). Para el dia 20, dia en que finaliz6 el
experimento la supervivencia alcanz6 el 10,9%. Las larvas
alimentadas con la diatomea Cc presentaron una
disminucidn en la supervivencia a contar del dia 4 de
cultivo (85,8%); esta caracteristica se observé durante
todo el experimento. La supervivencia final fue de 5,9% y
el experimento tuvo un tiempo de duracién de 20 dias.

El cultivo de larvas alimentadas con el tratamiento mixto
I/Cc tuvo un tiempo de duracion de 18 dias y la
supervivencia final fue de 13,6% (Fig. 1B).

Un ANCOVA realizado a los datos de mortalidad mostré
diferencias significativas (F= 35,889; P < 0,001). La prueba
de Tukey realizada a posteriori indica que existen
diferencias significativas entre las combinaciones 1/Cc
(P=0,0001) y Cc - I/Cc (P= 0,0001) mientras que para la
combinacion | - I/Cc no se encontraron diferencias
significativas (P= 0,07).

MICROALGAS NATIVAS

La Figura 3A muestra el crecimiento en larvas de M. edulis
alimentadas con microalgas nativas. Las larvas tuvieron
una longitud inicial de 88,2 um (£ 0,02 um). Entre los dias
0 al 2 de cultivo las larvas de todos los tratamientos
presentan un longitud similar (93,10-95,40 um), sin
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Figura 3. Crecimiento (A) y supervivencia (B) de larvas de Mulinia
edulis alimentadas con microalgas nativas en tratamientos
monoespecificos [Chlamydomonas sp. (Chl), Diatomea Nativa
(ND,)], tratamiento mixto (Chl/ND,) y como control Isochrysis
galbana (Clon T-Iso) (1) / Growth and survival of Mulinia edulis larvae
fed with native microalgae in monospecific [Chlamydomonas sp.
(Chl), Native Diatom (ND,)] and mixed (ChlI/ND,) treatments, using
Isochrysis galbana (Clone T-Iso) (I) as control

embargo, a contar del dia 4 comienzan a observarse
diferencias. Las larvas de los tratamientos con Chl/ND, y
Chl tuvieron una longevidad de 10 dias en sus 3 réplicas
y alcanzaron una longitud final de 95,6 um (4,2 um)y
97,46 um (3,9 um), respectivamente, aquellas alimentadas
con la diatomea ND, tuvieron una longevidad de 12 dias
y una longitud final de 105,3 um (%5,0), siendo eliminados
los 3 tratamientos antes mencionados siguiendo solo el
tratamiento control (I). Las larvas en los tratamientos con
microalgas nativas no alcanzaron la etapa de pediveligeras.
Las larvas alimentadas con la microalga control (I)
presentaron una longitud final de 244,8 um (£ 21,5 um)
con una tasa de crecimiento de 6,7 um dia™. El dia 16 se
puso fin al experimento debido a la presencia aproximada
del 70% de larvas pediveligeras en el cultivo.

Se observd una disminucion en la supervivencia entre
un 75,9 y 79,6% en las larvas alimentadas con microalgas
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nativas a partir del dia 4 de cultivo (Fig. 3B). Durante el
cambio de agua correspondiente al dia 10 no se
observaron larvas vivas en los tratamientos de Chl y
ChI/ND,, Las larvas alimentadas con la diatomea ND,
alcanzaron el 100% de mortalidad el dia 12 de cultivo. Las
larvas alimentadas con la microalga control (l) alcanzaron
una supervivencia final del 7,9%.

DIETAS ARTIFICIALES

La Figura 4A muestra el crecimiento en larvas de M. edulis
alimentadas con dietas artificiales. Las larvas alimentadas
con CN y CN/PD mantuvieron una longitud similar durante
los primeros 8 dias de cultivo, sin embargo, al dia 12 de
cultivo se decide terminar con estos tratamientos en sus
3 réplicas debido a que no se observaron larvas vivas en
las muestras analizadas. Las longitudes finales fueron de
105,9+ 5,1 umy 105,2 + 6,0 um, respectivamente.

En el caso de las larvas alimentadas con PD, la longitud
final que alcanzaron las larvas fue de 114,6 + 7,3 um con
una tasa de crecimiento de 1,3 um dia™.

Las larvas alimentadas con la microalga control (1)
presentaron un crecimiento mayor a las alimentadas con
dietas artificiales a contar del dia 4 de cultivo (111,3 um)
alcanzando una longitud final de 276,8 + 12,6 um con una
tasa de crecimiento de 9,4 um dia™.

El ANCOVA realizado a los datos de longitud de las
larvas muestra diferencias significativas (F= 2272,2; P=
0,0001) entre aquellas alimentadas con la dieta PD vy el
grupo control (1).

La supervivencia tuvo una fuerte disminucion en las
larvas alimentadas con dietas artificiales a partir del
segundo dia de cultivo en adelante (Fig. 3B). Los
tratamientos CN y CN/PD alcanzaron el 100% de
mortalidad el dia 14 de cultivo. La supervivencia final
para las larvas alimentadas con el tratamiento PD fue de
0,31%. Se decidi6 poner fin a este tratamiento en sus 3
réplicas el dia 20 momento en que las larvas alimentadas
con la microalga control (1) pasaron al estado pediveliger.

La supervivencia de las larvas alimentadas con la
microalga control (I) disminuyd de acuerdo avanzaban
los dias de cultivo. Para el dia 20, dia en que finaliz el
experimento, la supervivencia alcanzé 5,62%.

El ANCOVA realizado a los datos de mortalidad de las
larvas mostraron diferencias significativas entre los
tratamientos PD y el control (1) (F= 12,247; P= 0,002).
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Figura 4. Crecimiento (A) y supervivencia (B) de larvas de Mulinia
edulis alimentadas con las dietas artificiales en tratamientos
monoespecificos [Pasta de Diatomea (PD), Concentrado Nutritivo
(CN)], tratamiento mixto (CN/PD) y como control Isochrysis
galbana (Clon T-Iso) (I) / Growth and survival of Mulinia edulis
larvae fed with artificial diet in monospecific [Diatom Paste (PD),
Nutrient Concentrate (CN)] and mixed (CN/PD) treatments, using
Isochrysis galbana (Clone T-Iso) (l) as control

La composicién nutricional de las dietas se describe
en la Tabla 2. La composicion proximal de las dietas son
independientes entre si con valores para G, g €ntre 8,22y
28,12 (P < 0,05), a excepcidn del PD cuya composicion es
idéntica a la microalga con que se prepar6 la dieta artificial.
Las microalgas nativas Chlamydomona sp. (Chl) y la
diatomea ND, contienen los valores mas altos de proteinas
y lipidos, respectivamente. La microalga tradicional C.
calcitrans y el concentrado nutritivo tienen los valores
mas altos para cenizas (materia orgénica) mientras que I.
galbana (Clon T) el mayor valor para carbohidratos.

Discusion

Los resultados obtenidos con las microalgas tradicionales
indica que el tratamiento mixto I/Cc genera el mejor
resultado para las variables supervivencia y crecimiento
en el cultivo de larvas de Mulinia edulis encontrandose
diferencias significativas (P < 0,0001) en la tasa de
crecimiento para los tratamientos monoespecificos, lo que
se explica principalmente por los valores proximales de
ambas especies de microalgas. Este resultado concuerda
con Galley et al. (2009) quienes indican que una dieta
basada en una mezcla de microalgas es mas rica en
nutrientes que una monodieta. Durante los 4 primeros
dias de cultivo no se observaron diferencias significativas
en la longitud valvar de las larvas veliger de la almeja
taquilla, lo que es indicativo de que el crecimiento durante
este periodo inicial depende de las reservas energéticas
provenientes de la embriogénesis (Whyte et al. 1990).

Tabla 2. Composicion proximal (%) de las dietas suministradas a larvas veligeras de Mulinia edulis /
Proximate composition (%) of diets provided to veliger larvae of Mulinia edulis

Tratamiento Proteinas  Lipidos Carbohidratos Cenizas
Totales
Isochrysis galbana (1) 32,8 15,5 25,9 25,9
Chaetoceros calcitrans (Cc) 31,3 10,8 10,8 47,3
Chlamydomonas sp. (Chl) 52,7 22,7 2,7 22,0
Diatomea (ND,) 36,0 27,2 9,6 27,2
Concentrado Nutritivo (CN)* 0,83 0,60 nd 99,5
Pasta de Diatomea (PD) 36,0 27,2 9,6 27,2

* los valores proximales fueron determinados en base seca mediante su equivalencia en base humeda
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Las diferencias observadas en los 3 tratamientos con
microalgas tradicionales pudo deberse a que las larvas
asimilaron en un principio la microalga flagelada
Isochrysis galbana (1) debido su fécil captura y
caracteristicas morfoldgicas a diferencia de Chaetoceros
calcitrans (Cc), la que por su tamafio, falta de movilidad,
pared celular y setas conformadas de silicio dificultan su
ingestion y digestidn, lo que explica las 2 etapas
observadas (Tabla 1). Se debe tener en cuenta como
sefialan Cognie et al. (2001) que las larvas de bivalvos
son capaces de elegir una microalga especifica dentro de
una mezcla. Tang et al. (2006) describen que las larvas de
la almeja Meretrix meretrix muestran preferencia por la
microalga |. galbana dentro de una dieta mixta; este
comportamiento alimentario podria ser relacionado a los
nutrientes esenciales, morfologia y tamafio de la microalga
(Oliva et al. 2013).

El posterior aumento del tamafio de las larvas permite
capturar células de Cc y la capacidad de digerir y nutrirse
de esta microalga. Raghavan (2011) sefiala que en larvas
de la almeja Veneridae, Paphia malabarica la tasa de
filtracién e ingestion aumenta de forma exponencial a
medida que las larvas crecen.

Los requerimientos alimentarios para larvas de
moluscos no estan bien definidos por lo que cada especie
requiere de una dieta particular lo que dificulta la
comparacion de los resultados obtenidos entre especies
de un mismo grupo taxonémico (Knauer & Southgate
1999). Las larvas de las almejas Meretrix meretrix (Tang
et al. 2006) y Ruditapes philippinarum (Yan et al. 2006)
ambas pertenecientes a la familia Veneridae alimentadas
solo con Isochrysis galbana presentaron un mayor
crecimiento que las alimentadas con tratamientos mixtos.
Por el contrario, en larvas de la almeja Paphia malabarica
también perteneciente a la familia Veneridae presentaron
un crecimiento mayor al ser alimentadas con un
tratamiento mixto basado en Isochrysis galbana y
Nannochloropsis salina (Raghavan 2011).

Si bien los resultados no son comparables entre
especies, estos resultados se asemejan a lo observado
en la ostra Crassostrea gigas en que las larvas alimentadas
con C. calcitrans tienen un mayor crecimiento pero una
menor supervivencia que las alimentadas con I. galbana
(Rico-Villa et al. 2006).

En el experimento con microalgas nativas, las larvas
presentaron distintos resultados para cada tratamiento.
Desde un comienzo se observd que las larvas alimentadas
con Chl presentaban una glandula digestiva transparente,
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lo que indica que no se estaban alimentando con esta
microalga.

La dificultad en poder ingerir y digerir Chlamydomonas
sp. pudo deberse a sus caracteristicas morfologicas en la
que destaca una pared celular de celulosa gruesa y rigida
(Paniagua et al. 1986). Aldana-Aranda et al. (1997)
alimentaron larvas veligeras del caracol Strombus gigas
con Chlamydomonas coccoides presentando un bajo
indice de ingestion en larvas de 1 dia de cultivo,
observandose la expulsién de particulas de alimento
inicialmente ingeridas.

En el caso de la diatomea aislada del tracto digestivo
(ND,) a pesar de haberse observado larvas con la glandula
digestiva con un contenido moderado de alimento, la
mortalidad larval lleg6é al 100% explicandose en sus
caracteristicas morfolégicas como es la falta de
movimiento lo que dificulta su captura o su pared celular
y setas formadas de silice (Helm & Bourne 2006). Knuckey
et al. (2002) sefialan que del sistema digestivo de juveniles
de bivalvos se aislan principalmente diatomeas y
microalgas bentdnicas y es en este estado en que se
observan mejores resultados en crecimiento y
supervivencia, lo que indicaria que la diatomea ND, podria
ser utilizada en semillas de la almeja obteniendo con
mayores tasas de crecimiento y sobrevivencia.

En el tratamiento mixto ChI/ND, las larvas tuvieron un
comportamiento similar a los otros 2 tratamientos
monoespecificos en los cuales se observa una glandula
digestiva transparente, no presentan crecimiento y la
mortalidad alcanza el 100% durante la mitad del periodo
de cultivo.

Ademaés de las caracteristicas morfolGgicas de las
microalgas nativas, otra posible causa de estos resultados
radica en la calidad nutricional de éstas. A pesar de que
Chlamydomonas sp. y la diatomea nativa ND, poseen
una alta cantidad de lipidos y proteinas en comparacién a
I. galbana y C. calcitrans (Tabla 2), estas no aportarian
los nutrientes necesarios, ya que no se obtuvieron las
respuestas fisioldgicas esperadas evidenciadas en el
crecimiento y supervivencia.

En diversas especies de larvas de bivalvos se ha
probado el efecto de microalgas aisladas desde el medio
natural o del sistema digestivo. En larvas del pectinido
Placopecten magellanicus (Gouda et al. 2006) las
microalgas aisladas del medio natural generaron mejores
resultados en las variables crecimiento y supervivencia
que las microalgas utilizadas cominmente en acuicultura.
Mientras que en larvas del pectinido Argopecten



purpuratus alimentadas con diatomeas aisladas de la
columna de agua no se encontraron diferencias
significativas en el crecimiento utilizando distintas
especies de diatomeas (Carvajal et al. 2007)".

En el experimento realizado con dietas artificiales se
encontraron diferencias significativas (P < 0,0001) para
las tasas de crecimiento y mortalidad entre el tratamiento
control 1 y PD. Por las caracteristicas morfologicas o la
manera en que fueron suministrados los tratamientos PD
y CN, las larvas no fueron capaces de asimilar éstos
evidenciando caracteristicas de inanicién con una
glandula digestiva transparente, a pesar de esto, las larvas
vivas presentaban natacion durante el periodo que durd
su cultivo, similar a larvas de Ruditapes decussatus
capaces de estar 23 dias sin recibir alimento (Matias et al.
2011).

El resultado obtenido alimentando larvas con PD pudo
deberse a las dificultad presentada en el experimento para
separar las células, concordando con Heasman et al.
(2000) en donde las particulas de la pasta superan el
tamarfio apto para que las larvas se alimenten.

En estudios con otras especies se han obtenido
diversos resultados; en el caso de larvas de la ostra
Crassostrea gigas alimentadas con concentrados de C.
calcitrans generados por floculacion, el resultado fue
exitoso en las variables crecimiento y supervivencia
suministrada de manera total (100%) o de forma parcial
(siendo acompafiada por una microalga viva) (Brown &
Robert 2002). Haesman et al. (2000) demostraron que
concentrados de microalgas con una apropiada
preservacion y almacenamiento son capaces de
reemplazar a las microalgas frescas en dietas de larvas de
bivalvos (ostras y ostiones).

Helm & Bourne (2006) sefialan que el medio nutritivo
en que se cultivan las microalgas es capaz de nutrir larvas
de 1 dia de vida y que aln no tienen el tamafio suficiente
para alimentarse de la microalga. Manahan (1983) sefiala
que larvas de los bivalvos Crassotreas gigas y Mytilus
edulis son capaces de absorber nutrientes disueltos desde
el agua de mar en un sistema de cultivo supliendo la
carencia de alimento cuando las reservas provenientes
de la embriogénesis disminuyen.

La utilizacion del biodigestor genera buenos resultados
para la fabricacion de un medio de cultivo para microalgas
(Paniagua & Biickle 1985), sin embargo, para el caso de

las larvas alimentadas con el CN la falta de los nutrientes
necesarios para ayudar al crecimiento o la nula capacidad
de asimilacion pudo provocar que la mortalidad llegara al
100% durante los primeros dias de cultivo. Por otra parte,
la caracteristica del CN como su viscosidad, pudo impedir
una facil digestion y movimiento de los cilios.

Se han generado distintas metodologias para el uso
de macroalgas como dieta para bivalvos. Pérez-Camacho
et al. (2004) produjeron a partir de Laminaria saccharina
detritus de la macroalga utilizando bacterias y enzimas
(Single Cell Detritus) como resultado solo se observd un
efecto positivo en semillas de la almeja Ruditapes
decussatus aumentando su peso y tamafio, sin embargo
al usarlas en larvas de la misma especie se alcanzd una
mortalidad del 100% hacia el dia 10 de cultivo larval.
Unicamente Uchida & Numaguchi (1996) han descrito
cémo las larvas de almeja japonesa R. philippinarum son
capaces de ingerir detritos obtenidos a partir de la
degradacion del alga Ulva pertusa por bacterias marinas.

Los resultados obtenidos de las 3 dietas puestas a
prueba indican que los mejores resultados se obtienen
con dietas basadas en microalgas tradicionales y de estas,
el tratamiento mixto compuesto por I. galbana y C.
calcitrans entrega la mayor supervivencia y mayor tasa
de crecimiento. Estas microalgas adema4s, aportan los
nutrientes necesarios como lipidos y proteinas. Matias
et al. (2011) sefialan que en la almeja R. decussatus lipidos
y proteinas son la principal fuente de energia en el
desarrollo larval.

Sin embargo, el siguiente paso es suministrar I.
galbana y C. calcitrans en 2 etapas, como lo demuestran
los resultados del experimento con microalgas
tradicionales. Primero desde el inicio (dia 0) hasta el dia 8
alimentar sélo con |. galbana y desde el dia 9 proporcionar
una dieta mixta con C. calcitrans hasta la aparicion de
larvas pediveligeras.

Ante la dificultad aun de generar una metodologia en
la que las larvas sean capaces de ingerir ya sea de manera
s6lida (detritus) o liquida (jugo o concentrados nutritivos)
los estudios se han enfocado principalmente en semillas
de bivalvos (Albentosa & Pérez-Camacho 2002, Pérez-
Camacho et al. 2004). Por lo tanto es necesario probar el
efecto que puedan tener las microalgas nativas en semillas
de M. edulisy a la vez profundizar en la calidad nutricional
que estas pueden proporcionar.

1Carvajal CA, A Araya, E Pérez, A Bricefio, R Hernandez & M Madrigal. 2007. Utilizacion de microalgas aisladas del medio natural para el
enriquecimiento de dietas para larvas de ostidn del norte (Argopecten purpuratus). ler Congreso Nacional de Acuicultura, Coquimbo, 355 pp.
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Aungue los experimentos se realizaron de manera
secuencial, este estudio proporciona la informacion
necesaria para generar un protocolo para la alimentacién
de larvas de M. edulis en un sistema de cultivo.
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