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La repoblacion se hizo en 3 tandas diferentes, la primera de ellas se llevo a cabo el dia 30 de abril de
2021, liberandose aproximadamente 8500 individuos juveniles en grietas de la zona a repoblar, con
una talla media de 20 mm de didmetro de testa y en una franja de 0 a 1’5 m de profundidad,
abarcando la zona intermareal; en la figura 8 se pueden ver algunas fotos del transporte de los erizos
hasta la zona y de la liberacion de los mismos en el litoral, el reportaje fotografico completo se
adjunta como fuente de VErificacion FV 5.2, ......oo ittt e et e e e snte e e e eraee e e 93

Fig. 8.- A) Caja de poliexpan de transporte de los erizos juveniles ; B) Buzo repoblando las charcas
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La segunda repoblacién se realizo el dia 09 de Julio de 2021 en la misma zona, tal como nos indicé la
Cofradia de Cangas como entidad socia del proyecto OCIMER, aunque a mayor profundidad (1’5 a 3
m); se liberaron aproximadamente 21000 erizos juveniles con una talla media de 20 mm de
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Fig. 10.- Ay B) Cajas de poliexpan para el transpote de los erizos juveniles cubiertas con un pafio
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Actividad 1. Identificacion y revision bibliografica para la puesta en
marcha

1.1. Indice de fuentes consultadas
Se elaboré un documento en el que se recpogen las fuentes consultadas para elaborar la
revision bibliografica previa al desarrollo de las actividades del proyecto.

1.2. Documento review elaborado a partir de la revision de fuentes consultadas
Se redactd una revisidn bibliografica de todas las técnicas de marcaje existentes para erizos
de mar hasta la fecha.
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Actividad 2. Disefio y puesta en marcha de pruebas piloto para
repoblacion del erizo de mar P. lividus.

2.1. Elaboracion de un estudio para la identificacion de la zona a repoblar.

Se elabord un estudio bibliografico completo con el fin de caracterizar la zona mas adecuada
para llevar a cabo la repoblacidon con juveniles de P. lividus producidos en la ECIMAT ; a partir
de datos recopilados previamente por la Cofradia de Pescadores de Cangas, que incluye la
composicion de especies de la zona a repoblar, asi como las interacciones bioldgicas entre
ellas.

OCIMER - Optimizacién del cultivo integral del erizo de mar Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816)
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2.2. Informe de metodologia y resultados de la prueba piloto de repoblacién (que
incluye los resultados del estudio de la zona a repoblar, las variables, las tallas 6ptimas
y los marcajes)

Indice
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Estudio de especies autéctonas e interacciones entre ellas en la zona a repoblar.

La realizacion de un estudio previo de la composicion de especies presentes en la zona que se
pretende repoblar y sus interacciones es crucial para realizar una repoblacién exitosa con
individuos juveniles de erizo de mar, en nuestro caso de la especie Paracentrotus lividus,
permitiendo una recuperacion paulatina del banco natural que se encuentre gravemente

disminuido.

En ningln caso se debe liberar una cantidad importante de juveniles de erizo de mar en un
habitat donde no existieran previamente, ya que al ser los grandes reguladores de la biomasa
del fondo marino y los principales consumidores de macroalgas del litoral, esta accion
desembocaria en un desequilibrio total del ecosistema donde se introduzcan, que seria

dificilmente recuperable.

Durante los primeros meses de desarrollo del proyecto OCIMER (Optimizacién del cultivo
integral del erizo de mar Paracentrotus lividus) se realizé6 un estudio bibliografico de las
especies presentes en el drea que se pretendia repoblar y de sus interacciones, que junto con
datos de la Cofradia de Pescadores San Xosé de Cangas do Morrazo (entidad socia del
proyecto) nos permitié verificar la idoneidad de la zona litoral de ‘Os Castros’ en Cangas do
Morrazo como candidata para realizar una repoblacidon con un niumero considerable (50000)
de individuos juveniles de P. lividus, de una talla adecuada para poder defenderse de los
depredadores y sobrevivir a largo plazo, al menos 15-20 mm de didmetro de testa; ademas se
comprobd la presencia de algunos individuos adultos en la zona, que también servirdn de
proteccidon para los juveniles frente a los depredadores. En las figuras 1 y 2 aparece la
localizacion concreta donde se realizd la liberacién de los juveniles de P. lividus, en el litoral de
‘Os Castros’ en Cangas do Morrazo. En este litoral existia un banco importante de esta especie
de erizo de mar segun datos de la Cofradia de Pescadores de Cangas, que se encuentra muy
mermado actualmente como consecuencia de la excesiva presion extractiva que se produjo en
esa zona durante los Ultimos afios, debido al importante incremento de la demanda de esta

especie en el mercado (Gonzalez-Irusta, 2009; Liu et al., 2010; James et al., 2016).

OCIMER - Optimizacién del cultivo integral del erizo de mar Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816)
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Fig. 1: Vista aérea de los bancos de erizo de mar en la Ria de Vigo (www.sigremar.com), con la zona
repoblar marcada en el circulo rojo.

a

Fig. 2: Vista aérea satelital de la delimitacidn territorial del area a repoblar.
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Tabla 1: Coordenadas que delimitan el area a repoblar.

PUNTOS LATITUD LONGITUD
1 42°15'11,45” 0824928,25”
2 42915'9,74” 0824932,05”
3 42°15'7,76" 08249'26,95”
4 42915'8,75” 0824921,84”

En la Tablal se especifican las coordenadas exactas que delimitan el area donde se realizé la
repoblacion con individuos juveniles de P. lividus.

Estudio de las variables abidticas y bidticas del area a repoblar

Se debe verificar la idoneidad de la zona a repoblar mediante un estudio de sus caracteristicas
bidticas y abidticas, que pudieron haber variado desde la existencia de una poblacion
abundante de P. lividus en el pasado, y que pueden afectar a la dptima supervivencia de los
individuos juveniles liberados. A continuacion, se describen las principales variables de la zona
que se repoblé en el marco del proyecto OCIMER.

1- Caracteristicas abidticas:
La costa de ‘Os Castros’ de Cangas do Morrazo es una costa situada en el exterior de lariay en

tramos de mar abierto, aunque con cierto grado de proteccidn. Se trata, por tanto, de una zona
muy proxima a las costas expuestas pero que presenta cierto grado de proteccion.

En las Rias Baixas de Galicia se encuentra el limite norte del sistema de surgencia del noroeste
de Africa. El viento y la topografia costera generan un sistema dindmico de surgencia en la
plataforma continental, que generalmente ocurre entre marzo y septiembre, cuando
predominan los vientos del norte, aunque existe una gran variabilidad en estos eventos de un
afio a otro (Figueiras et al., 2002). Generalmente, en las Rias se establece una circulacion
estuarina compuesta por dos capas, una corriente superior y una corriente inferior de
diferentes densidades; sin embargo, la existencia de afloramientos costeros o hundimientos
modifica la distribucion de la presion hidrostatica en el interior de la Ria, controlando la
circulacion estudrica (Rosén et al., 2008). Normalmente cuando los vientos son de componente

11
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norte (afloramiento), el agua de la ria circula hacia el exterior en la superficie y hacia el interior
por el fondo, mientras que con los vientos de componente sur la circulacion es la contraria.

En la Ria de Vigo la marea tiene una amplitud meso-mareal (menos de 4 m de diferencia) y su
periodicidad es semidiurna, es decir, hay dos mareas al dia. Durante la primavera y el verano
los vientos del norte y noreste empujan la capa superficial del océano hacia el sur y suroeste
sobre la plataforma continental de la costa gallega, actuando como contracorriente en las
capas subsuperficiales, esta corriente converge en las proximidades del cabo Fisterra con la del
Cantabrico, constituyendo un frente subsuperficial, lo que favorece la subida de las aguas frias
en la época estival. En otofio e invierno predominan los vientos del sur y suroeste, reforzando
y extendiendo el frente de corrientes a la capa superficial, notoriamente mas célida y salina y
que pasa muy cerca de la desembocadura de la Ria de Vigo o incluso se detecta en las
proximidades de la Islas Cies (Roson et al., 2008). La circulacién por la plataforma continental
gallega no estda dominada por ninguna corriente permanente definida, siendo la marea vy el
viento los elementos mas importantes en la circulacion de la Ria de Vigo.

2- Caracteristicas bioticas:
Las costas semi-expuestas se caracterizan por su gran riqueza en carragenatos, en particular

Mastocarpus stellatus y Chondrus crispus, y en el agarofito Gelidium sesquipedale (Veiga,
1999). Una especie muy caracteristica de las costas semi-expuestas es Mesophyllum
lichenoides, una especie coralina que puede cubrir grandes areas del infralitoral inferior y
superior. La presencia de esta especie puede explicar muy probablemente la riqueza de este
tipo de litoral en Gigartina pistillata carragenina vy, especialmente, en Gelidium sesquipedale,
ya que es conocida la afinidad que tiene esta Ultima especie por adherirse a sustratos
calcareos. Como en las costas de transicidn, aqui también podemos encontrar cinturas de
Fucus vesiculosus e Himanthalia elongata, pero con una presencia mucho menor. Esta similitud
floristica se manifiesta sobre todo por la frecuencia de aparicién en ellas de horizontes de
Bifurcaria bifurcata, Chondracanthus acicularis, C. baccata o Laminaria ochroleuca. Esta Ultima
especie es una de las mas consumidas por P. lividus, que también se alimenta de otras especies
de algas preferentemente pardas y de algas incrustantes.

Metodologia de repoblacion

Transporte de los erizos desde las instalaciones de cultivo
Es importante realizar un transporte lo mas rapido posible desde las instalaciones de cultivo

donde se produjeron los erizos hasta la zona costera donde se van a liberar, con el objetivo de
minimizar al maximo el estrés que pueda ocasionarles la manipulacién y el transporte hasta la

12
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zona de liberacién. Ademas, es necesario disponer de cajas u otros recipientes impermeables

que permitan introducir agua en su interior, manteniendo asi unas condiciones minimas de
humedad que optimizaran la supervivencia de los ejemplares transportados.

En nuestro caso los erizos se introdujeron en cajas de poliexpan provistas de una tapa (Fig. 3),
lo que protege a los erizos juveniles de la incidencia directa de la luz solar, que les causaria un
estrés afladido que podria afectar a su dptima supervivencia. Las cajas se con una altura de
agua de al menos 3 cm antes de introducir los erizos que van a transportar

En resumen, los puntos imprescindibles a tener en cuenta para realizar un transporte 6ptimo
de los erizos juveniles son los siguientes:

» Duracién del traslado a la zona de liberacién lo mas rapida posible.
» Cajas de transporte provistas de al menos 2-3 cm de altura de agua en su interior.

» Recipientes de transporte con tapa/pafio himedo que impida la incidencia directa de
la luz solar.

» Aser posible introducir ldminas de algas pardas entre las capas de erizos juveniles que
se transportan (que ayudaran a mantener la humedad y reducir el estrés producido
durante el transporte).

En caso de que la duracion del transporte no pueda ser menor a 3 horas, es recomendable
introducir entre los erizos bolsas de aire, que actuaran impidiendo que se dafien las espinas de
los erizos de las capas inferiores del recipiente de transporte y reduciran en gran medida la
mortalidad de los juveniles transportados.
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Fig. 3.- Ay B) Cajas de transporte de erizos juveniles provistas de agua y algas; B y C) Transporte de las
cajas con los erizos hasta la costa de ‘Os Castros’ (Cangas do Morrazo).

Talla minima de individuos juveniles de P. lividus para repoblacion

En la literatura se encuentran diversos trabajos donde se establece que la talla minima éptima
qgue deben tener los individuos juveniles de P. lividus para sobrevivir en el medio natural una
vez liberados debe ser de entre 15 y 20 mm de didmetro de testa, aunque se hicieron
repoblaciones con individuos de 10 mm de didmetro de testa en el marco del proyecto
JACUMAR (Marino & Ejecutivo) ; los erizos juveniles con un didmetro de testa de al menos 15
mm podran defenderse/esconderse de los depredadores de esta especie, y por lo tanto
sobrevivir hasta alcanzar la talla comercial de 55 mm de diametro de testa para P. lividus.

Los principales depredadores de esta especie son los peces labridos (sargo, pez ballesta, etc.),
los crustaceos (en especial los centollos, seguidos de las nécoras) y en menor medida las
estrellas de mar, segln datos del experimento de depredacion realizado en el marco del
proyecto OCIMER que se encuentra pendiente de publicacién.
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La liberacion de los ejemplares juveniles obtenidos en las instalaciones de la ECIMAT (en el
litoral de ‘Os Castros’ de Cangas do Morrazo) se realizd en una zona con presencia de
individuos adultos de Paracentrotus lividus, 1o cual aumenta la proteccion de los juveniles
frente a los mayores depredadores de esta especie (los erizos mas pequefios se esconden
debajo de los adultos) y asegura un mayor porcentaje de supervivencia de los erizos juveniles
en el medio natural.

Marcaje de individuos juveniles de P. lividus para repoblacion
Introduccion
Hasta la fecha se realizaron escasos trabajos de marcaje con marcas externas en esta especie:

Chelazzi et al. (1997) marcaron individuos de P. lividus con una etiqueta de plastico numerada,
que resulté eficaz para estudiar la distribucion de erizos en el medio ambiente, pero no hay
datos sobre la tasa de retencion o de recuperacién de la marca.

Generalmente las marcas externas son mas efectivas para especies de erizo de mar de espina
larga, debido a que presentan tasas de retencidn de la marca mas elevadas (Carpenter, 1984).

Hereu (2005) utilizé etiquetas de anclaje para marcar "in situ" 80 erizos de la especie
Paracentrotus lividus de entre 50 y 60 mm de diametro en las Islas Medas, mediante la
insercién de una etiqueta de nylon a través de un agujero de 3 mm de didmetro realizado en
la parte aboral de la testa del erizo mediante una pistola sumergible. Esta técnica resultd
apropiada para el experimento, que buscaba estudiar los movimientos de los erizos, aunque la
mortalidad resultante fue muy elevada (24% de los erizos marcados), no siendo adecuada para
monitorizar erizos de pequefio tamafio debido a la elevada mortalidad que produciria, ni para
estudios que impliquen el marcaje de un nimero considerable de erizos.

Las etiquetas de anclaje no son muy efectivas para marcar erizos de mar, debido a su baja tasa
de retencién a largo plazo y a que producen una tasa de mortalidad significativa en los
individuos marcados, causada por la necesidad de perforar la testa del erizo para introducir la
etigueta.

En el caso de los PIT Tags sélo existe un trabajo realizado con Paracentrotus lividus hasta la
fecha, Cipriano et al. (2014) marcaron con PIT Tags erizos de esta especie de dos tamafios: 20
y 40 mm de didmetro, obteniendo una alta tasa de mortalidad en ambos casos: 22,5% vy 52,5%
respectivamente después de 8 semanas en el medio natural.

El estudio mas exitoso realizado con P. lividus hasta el momento fue el llevado a cabo por de
la Uz et al. (2018), que utilizaron etiquetas de alambre codificadas (CWT) para marcar erizos
liberados en el entorno natural durante 4 meses. Dividieron los individuos marcados en tres
rangos de talla: grupo 1 (10-15 mm), grupo 2 (15-20 mm) y grupo 3 (20-25 mm). Obtuvieron
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tasas de retencion significativamente diferentes entre los erizos del grupo 1: tasa de retencién
del 62% de la marca y la de los grupos 2 y 3, que fue del 80% en condiciones de cautividad. En
el grupo de erizos de mar liberados al medio natural, obtuvieron una tasa de recaptura del 12%

después de 14 semanas y una tasa de retencion de la marca del 100%.

El marcaje con etiquetas PIT es un método relativamente eficaz para el seguimiento a largo
plazo de juveniles de erizo de mar en el medio natural, aunque el porcentaje de retencion de
la etiqueta y la mortalidad varian mucho segln la especie de erizo de mar marcado; ademas
tiene la limitacion de que no es una etiqueta adecuada para marcar erizos de pequefio tamafio.

Una vez elaborada la revision bibliografica de las diferentes marcas existentes en el mercado
para identificar erizos de mar, se realizaron experimentos de marcaje en cautividad (A), en una
estructura de cultivo suspendida de una batea (propiedad de la Cofradia de pescadores San
Xosé de Cangas do Morrazo) (B) y en el medio natural, marcando 490 erizos que se liberaron
en la costa de la playa de Barra (Cangas do Morrazo) (C), dejandolos durante un mes en el
medio natural; por Ultimo se marcaron 300 erizos con la marca con la que se obtuvieron
mejores resultados (minitransponder de Trovan) y se liberaron encima de una piedra rodeada
de arena de la costa de Liméns, en el litoral de Cangas do morrazo, dejandolos durante 2 meses
en el medio natural (D).

Posteriormente se realizaron pruebas de marcaje con los dos tipos de marcas que mejor
funcionaron en la fase (A) del experimento (las secciones de alambre galvanizado vy los
Minitransponder de Trovan) en erizos juveniles de diferentes tallas, con el fin de identificar la
talla minima de marcaje de individuos de esta especie con las distintas marcas probadas.

Metodologia de marcaje

A) En junio del afio 2020 se recibieron 400 erizos juveniles (P. lividus) procedentes de la costa
de Cangas do Morrazo (Pontevedra, Galicia): 42°16'40"N 8°47'23"0, con un promedio de talla
de 20 mm de didmetro y un peso promedio de 5,4 g.

Los erizos se distribuyeron en cajas de 60 litros de capacidad, a una densidad de 20 erizos por
caja, con agua de mar filtrada en circuito abierto, aireacién continua y alimentacion “ad
libitum” con macroalgas pardas del género Laminaria sp.

La duracién del experimento fue de un mes (inicio el 23 de junio de 2020, fin el 24 de julio de
2020).

Se utilizaron 5 tipos de marcas para erizo de mar diferentes: Pegatinas de colores (marca
Hallprint), etiquetas T-Bar (marca Hallprint), Minitransponder (marca Trovan), trozos de
alambre galvanizado (3-4 mm de longitud y 1 mm de grosor) y PIT Tags (marca Hallprint) con
tres réplicas por marca y un control consistente en erizos sin marcar.
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Como se puede observar en la figura 4, las pegatinas se adhirieron a la testa de los erizos con
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ayuda de pegamento de la marca Loctite, en una zona de la testa donde previamente se
seccionaron las espinas de esa area. Los Minitransponder y las PIT Tags de Hallprint se
introdujeron a través de la membrana peristomial del erizo con ayuda de un inyector especifico
para cada tipo de marca. Las etiquetas T-Bar se introdujeron de dos formas en los erizos, la
mitad de las etiquetas se introdujeron a través de la membrana peristomial y la otra mitad a

través de un agujero perforado en la mitad aboral de la testa.

Fig. 4.- A) Pegatinas adheridas a la testa de los erizos por medio de pegamento Loctite; B) Introduccién aboral de
las etiquetas T-Bar. C) Erizos marcados con etiquetas T-Bar. D) Introduccién de la seccién de alambre galvanizado a
través de la membrana peristomial. E) Introduccién de los Minitransponder (Trovan) con ayuda de un inyector. F)
Introduccidn de los PIT Tags (Hallprint) mediante un inyector especifico.

B) Los 270 erizos supervivientes del experimento de marcaje en cautividad se estabularon en
una batea perteneciente al poligono de bateas de la Cofradia de pescadores San Xosé de
Cangas do Morrazo (Figura 5), el dia 09 de octubre de 2020, con talla media de 18 mm de
didmetro y peso medio de 2,98 g, con el fin de obtener la tasa de recaptura de las marcas en
el medio natural.

Los erizos se alimentaron quincenalmente con algas pardas del género Laminaria sp.

La duracién del experimento fue de cinco meses (inicio el 09 de Octubre de 2020, fin el 09 de
Abril de 2021).
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Fig. 5.- a) Erizos estabulados en la linterna de la batea; b) erizos extraidos de la linterna; c) lector de Minitransponder
de Trovan; d) detector de metales.

C) El dia 23/10/20 se marcaron otros 250 erizos de talla grande (25-35 mm) y 240 erizos de
talla pequefia (15-25 mm), en total 490 erizos, con los 5 tipos de marcas, con una talla media
de 26,5 mm de didmetro de testa y un peso medio de 13,81 g, y se liberaron en una zona
localizada de la costa de la playa de Barra (litoral de Cangas do Morrazo), junto con otros 364
individuos sin marcar como acompafiantes, con el fin de maximizar su futura supervivencia
(Fig. 6). Los erizos se dejaron durante 5 semanas en el medio natural, después de lo cual se
volvid a la zona para recapturarlos.

D) La ultima parte del experimento de marcaje consistié en marcar otros 200 erizos juveniles

con los Minitransponder de Trovan (la marca que mejores resultados dio en las experiencias A
y B), con una talla media de 22 mm de didmetro y un peso medio de 4,67 g, y liberarlos sobre
una piedra localizada en el litoral de la playa de Liméns (Cangas do Morrazo) el dia 30 de Abril
de 2021, dejandolos durante 2 meses en el medio natural con el fin de comprobar la tasa de
recaptura de los erizos marcados después de ese tiempo.
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Fig. 7.- Tasa de supervivencia y tasa de retenciéon de la marca de los erizos marcados en condiciones de laboratorio
con cada tipo de marca.

Mediante la comparacion de los diferentes tipos de marcas utilizadas en este estudio para
identificar individuos de la especie de erizo de mar Paracentrotus lividus: externas (pegatinas),
de anclaje (etiquetas T-Bar) e internas (alambres y PIT Tags) se obtuvieron diferentes
resultados: en la primera parte del experimento (A) se compard su efectividad en condiciones
de cautividad; con todas las marcas se obtuvieron buenos resultados en cuanto a tasa de
supervivencia de los erizos marcados (Figura 7), excepto en el caso del marcaje con las
etiquetas de anclaje T-Bar introducidas por el polo aboral del erizo, con el que se obtuvo una
tasa de supervivencia de sélo el 47'5% de los individuos marcados, probablemente debido a la

excesiva perforacion de la testa necesaria para la colocacion de la etiqueta.

La tasa de retencion obtenida con cada marca en condiciones de cautividad varié en gran

medida, siendo insignificante en el caso de las pegatinas de colores y de las etiquetas T-Bar
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introducidas a través de la membrana peristomial del erizo, que fueron expulsadas en su

totalidad a los pocos dias, y muy elevada en el caso de las secciones de alambre (93,33%) y de
los Minitransponder de Trovan (83,33%), lo que sugiere la adecuacion de estos dos tipos de

marca para el marcaje de individuos de P. lividus en condiciones de cautividad.

B) Resultados obtenidos con las diferentes etiquetas después de estabular los erizos marcados
durante 5 meses en una estructura de cultivo (Figura 5 a) suspendida de una batea
perteneciente al poligono de bateas de la Cofradia de Pescadores San Xosé, de Cangas do

Morrazo (Ria de Vigo).

TASA DE RECAPTURA:

- PIT Tags Trovan: 71%

- PIT Tags Hallprint: 15%

- Alambres de acero inoxidable: 0%
- Pegatinas: 0%

- Etiquetas T-Bar: 0%

TASA DE SUPERVIVENCIA TOTAL: 98,89%

Enla segunda parte del estudio realizada con los erizos estabulados en una linterna suspendida
de la batea en el medio natural se obtuvieron tasas de supervivencia muy elevadas, siendo la
tasa de supervivencia total de un 98'89% de los erizos estabulados en la batea. Las tasas de
recaptura de la marca obtenidas fueron muy bajas después de cinco meses, excepto en el caso
de los Minitranspoder de Trovan, con los que se obtuvo una tasa de recaptura del 71%, y una
tasa de retencion de la marca del 100% en los erizos recapturados, lo que los convierte en el
tipo de marca mas apropiada para monitorizar erizos de mar de la especie Paracentrotus
lividus, tanto en condiciones de cautividad como en el medio natural y en estudios a corto y

largo plazo.
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C) El dia 24/03/21 se volvié a la costa de la playa de Barra con el fin de recapturar los erizos
marcados liberados 5 semanas antes, y aunque el buzo capturd aproximadamente 300 erizos
juveniles ninguno de ellos presentaba la marca, se cree que pudieron desplazarse

considerablemente de la zona en ese periodo de tiempo.

D) Los erizos marcados con los Minitransponder de Trovan liberados en la piedra del litoral de
la playa de Liméns no se pudieron recapturar, debido a un error en la localizacién del GPS que
no permitio registrar las coordenadas exactas de la piedra donde se liberaron. El dia 09/07/21
se volvid a la zona junto con personal de la Cofradia de Pescadores San Xosé y se realizd una
inmersion en la que se extrajeron 200 erizos con el fin de intentar recuperar los erizos

marcados, aungue sin éxito.

Talla minima de marcaje

Después de comprobar que las dos marcas que mejor resultado dieron en términos de
supervivencia y tasa de retencién de la marca fueron los alambres y los Minitransponder de
Trovan, se realizaron pruebas consistentes en marcar erizos juveniles de diferentes tallas, en
un rango de 10-30 mm de diametro, con el fin de determinar la talla minima que deben tener
los erizos juveniles para poder ser marcados con éxito sin presentar mortalidad, obteniendo
un resultado de 13 mm de didmetro minimo en el caso de los Minitransponder de Trovan (8
mm de longitud) y de sélo 11 mm de didmetro en el caso de las secciones de alambre

galvanizado de 4-5 mm de longitud.

Estas tallas minimas de marcaje son inferiores a las que se encuentran en la literatura para
etiquetas fisicas, que generalmete no es inferior a 20 mm de diametro sin que se produzca
excesiva mortalidad (Cipriano et al., 2014), y esta en el rango de 10 a 15 mm de talla de los
erizos que marcaron de la Uz et al. (2018) con etiquetas de alambre codificadas (CWT),

permitiendo monitorizar individuos juveniles de P. lividus desde los 5-6 meses de edad.

Conclusién

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten concluir que los Minitransponder de
Trovan son una marca adecuada para monitorizar erizos de mar de la especie Paracentrotus
lividus en estudios a corto y a largo plazo, tanto en cautividad como en el medio natural,
presentando una elevada tasa de retencion y de recaptura en estructuras de cultivo, y ademas
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son aptos para marcar juveniles de P. lividus a partir de 13 mm de didmetro de testa, con una

edad aproximada de 5-6 meses.
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Actividad 3. Definicion de protocolos de manejo para la mejora de Ia
fase de criadero de P. lividus: cultivo larvario y fijacion-metamorfosis

3.1. Se elabord un manual de cultivo integral de P. lividus que se adjunta aparte en la
carpeta correspondiente.

3.2. En uno de los cultivos larvarios realizados en las instalaciones de la ECIMAT se
obtuvo una tasa de supervivencia de las larvas del 76%, lo que supone un incremento
del 26% en la fase larvaria frente a la obtenida con protocolos anteriores.
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3.3. Elaborado 1 estudio comparativo de los resultados de supervivencia y estado de
desarrollo de las post- larvas de eriZO
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Introduccion

La brusca disminucion de las capturas de las especies mas comerciales de erizo de mar en los
principales paises productores, asi como el fuerte incremento de la demanda de este producto
marino durante las Ultimas décadas promovid el desarrollo de numerosos estudios cientificos
enfocados a mejorar el proceso de produccién de las especies mas comerciales de erizos de
mar (Keesing & Hall, 1998; Buitrago et al., 2005), ya que para reducir la presién de la pesca
extractiva sobre estas especies es necesario realizar procesos de cultivo completos en
condiciones de cautividad, que sean totalmente independientes de las poblaciones naturales
(Grosjean et al., 1998).

Es necesario mejorar los protocolos de cultivo en las etapas en las que se produce mayor
mortalidad en el cultivo del erizo de mar (cultivo larvario y etapa de metamorfosis) con el fin
de incrementar la produccion de las especies mas comerciales de erizo de mar en cautividad y
de reducir a su vez los costes de produccién de las mismas, lo cual incentivara la produccidn
acuicola de estas especies.

Existen numerosos factores que pueden influir en el crecimiento y la supervivencia de las larvas
y los individuos juveniles de erizo de mar, como son el tipo y concentracion de la dieta
suministrada a las larvas, la densidad de cultivo, la temperatura, los parametros del agua (pH,
salinidad, O disuelto), el sustrato de asentamiento, etc., aunque el efecto de la mayoria de
estos factores sobre el cultivo de las especies mas comerciales de equinodermos en general
no se ha estudiado en profundidad (Azad et al., 2010).

En el caso de la especie Paracentrotus lividus, encontramos diferentes resultados en cuanto a
la supervivencia de las larvas hasta alcanzar el estado premetamorfico, desde supervivencias
de un 13-25% (Castilla-Gavilan et al., 2018) hasta supervivencias del 44% como la que se
obtuvo en el trabajo de Ojea et al. (2009); Dominguez et al. (2007) obtuvieron también un 44%
de supervivencia larvaria para la especie Lytechinus variegatus.

La composicidon y la concentraciéon de alimento suministrado al cultivo larvario tiene un gran
efecto también en el crecimiento, el desarrollo larvario y la posterior metamorfosis. Basch
(1996) estudid el crecimiento y el desarrollo de larvas de asteroides, concluyendo que las
mezclas de algas se parecian mucho mas a las condiciones naturales de los alimentos
planctdonicos y ademds mejoraban el desarrollo larvario en comparacién con las dietas
unialgales; es necesario disefiar una mezcla de microalgas que provean a las larvas de los
nutrientes y los 4cidos grasos esenciales necesarios para su oOptimo desarrollo. La
concentracién de la dieta varia en funcion de la etapa de desarrollo larvario, adaptandose a las
necesidades de cada etapa vy a las observaciones diarias del tracto digestivo de las larvas.

25
OCIMER - Optimizacién del cultivo integral del erizo de mar Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816)



Uni6n Europea Centro de Investigacién Marifia v,
conmo | CUMTAEH GobEnNo %, PROGRAMA : ida Vi g "3
" EBeases M2 pleamar Fondo Europeo Marimoy  UILIVETSIAAJViIgO

de Pesca (FEMP)

Otro factor importante es la densidad de cultivo larvario, las larvas de erizo de mar se han
cultivado con éxito a densidades que oscilan entre los 0,25 a 5,00 individuos/mL, aunque el
nivel dptimo parece ser 1-2 individuos/ mL (Azad et al., 2010).

La mayoria de las investigaciones sobre larvas y erizos juveniles se realizaron con salinidad y
temperatura ambiente, pero algunos estudios demostraron la importancia de la temperatura
en la tasa de crecimiento larvario, ya que la variacién de temperatura del cultivo puede influir
en los procesos fisioldgicos v la estructura fisica de las larvas de invertebrados. La temperatura
ejerce una influencia clave en el desarrollo larvario, ya que el rendimiento éptimo del cultivo
se obtiene dentro de un rango estrecho de temperatura para cada especie particular de
invertebrado marino (Anil et al., 2001; Ouellet & Chabot, 2005).

Existen gran variedad de especies de diatomeas bentdnicas que se utilizan como sustrato para
la fijacion de las larvas en la etapa de metamorfosis, particularmente Navicula sp. puede servir
como el fuente de alimento inicial para los juveniles (Azad et al., 2010). En los cultivos larvarios
realizados en al marco del proyecto OCIMER se probaron diferentes sustratos como inductores
del asentamiento larvario, incluyendo la macroalga verde Ulvella lens, que sirve también como
primer alimento para las postlarvas de erizo recién transformadas.

El objetivo de este trabajo es optimizar los protocolos de cultivo para P. lividus, aportando
informacidn valiosa que sirva de base para futuras investigaciones en este campo.

Cultivos larvarios

Se realizaron un total de 4 cultivos larvarios durante el desarrollo del proyecto OCIMER en las
instalaciones de la ECIMAT. Durante el primero de ellos se sufrié un episodio de contaminacion
en los tanques de cultivo y no llegd a su fin, por lo que no se incluyen datos sobre el mismo en
este informe.

El protocolo de recambio de agua fue el mismo para todos los cultivos, haciéndose un recambio
total del agua de los tanques cada 3 dias hasta el traslado de las larvas a los tanques de fijacién.
Se realizé una medicion de pardametros del agua (T2, Salinidad, pH y O, disuelto)
semanalmente.

La alimentacién se basé en una mezcla de 4 especies de microalgas para todos los cultivos:
Isochryisis galbana (T-1SO), Rhodomonas lens, Chaetoceros gracilis y Phaeodactylum
tricornutum, en la misma proporcion, a una concentracion que vario desde los 40 equivalentes
durante los primeros dias del desarrollo larvario hasta los 100 equivalentes en los dias previos
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a su traslado a los tanques de fijacion. La cantidad de alimento diario se ajustd dependiendo
de las observaciones del tracto digestivo de las larvas.

Supervivencia

A continuacion, se muestra la supervivencia obtenida en cada cultivo larvario realizado.

1°" CULTIVO LARVARIO

El primer cultivo larvario realizado con éxito se inicid con un desove realizado el dia
13/07/2020, en el que se obtuvieron 5000000 de ovocitos aproximadamente, con un
porcentaje de fecundacion del 98%. Al dia siguiente se trasladaron 320000 larvas por tanque
alos 5 tanques de cultivo larvario de 100 L de capacidad.

Los valores medios de las condiciones de este cultivo fueron los siguientes:

- pH:7,67
- Temperatura: 18’692 C
- Salinidad: 36,34 ppt

- Oydisuelto: 7,52 mg/L

- Densidad inicial: 3’2 larvas/mL
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Fig. 1.- Nimero de larvas supervivientes a lo largo del primer cultivo larvario.

Podemos observar en la Figura 1 que la supervivencia de las larvas de este primer cultivo
estuvo por debajo de la media de la que se obtiene generalmente, con un valor final del 31'25%
de supervivencia larvaria en la etapa pre-metamérfica con respecto al nimero de larvas

iniciales.

Las larvas tardaron 25 dias en alcanzar la etapa de desarrollo pre-metamorfica, con un
rudimento equiniano de tamafio igual o superior a un tercio del estdbmago de la larva. Se
trasladaron a fijacion 25.000 larvas por tanque aproximadamente.

2° CULTIVO LARVARIO

Realizamos un desove el dia 23/09/2020, en el que se obtuvieron 10000000 de ovocitos
aproximadamente, con un porcentaje de fecundacién del 99%. Al dia siguiente se trasladaron
a 2 tanques de cultivo larvario de 450 L de capacidad, a razén de 1000000 de larvas por tanque,
con una densidad inicial de 2’2 larvas/tanque.
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Fig. 2.- Nimero de larvas supervivientes a lo largo del segundo cultivo larvario.

Este cultivo alcanzé la etapa de desarrollo pre-metamorfica el dia 20 de cultivo, momento en
que se trasladaron las larvas a los tanques de fijacién, en los que se sembraron
aproximadamente 125000 larvas por tanque. Como podemos ver en la figura 2, en este caso
la supervivencia al final del cultivo larvario fue del 51%, mas acorde con la supervivencia media
descrita en la literatura especializada.

Los valores medios de las condiciones de este cultivo fueron:

- pH:8,14
- Temperatura: 18’572 C

- Salinidad: 35,45 ppt

- 0Oy disuelto: 8,09 mg/L

- Densidad inicial: 2’2 larvas/mL
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3¢" CULTIVO LARVARIO

Se realizé un desove el dia 05/05/2021, en el que se obtuvieron 850000 ovocitos
aproximadamente, con un porcentaje de fecundacién del 98% en este caso. Al dia siguiente
se trasladaron a 2 tanques de cultivo larvario de 300 L de capacidad, a razén de 250000 larvas
por tanque, a una densidad inicial de 0’83 larvas/mL. Los tanques de cultivo larvario se
cubrieron en esta ocasion con una tapa provista de una malla de sobra, que impidié la
incidencia directa de la luz sobre las larvas.
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Fig. 3.- Niumero de larvas supervivientes a lo largo del tercer cultivo larvario.

En la Figura 3 observamos que en este caso la mortalidad de las larvas a lo largo del cultivo
fue mucho menor, manteniéndose mas estable y alcanzandose una supervivencia del 76% de
las larvas al final del cultivo, lo que supone un incremento del 32% sobre la supervivencia
media de los cultivos que se recogen en la literatura.

Por otra parte, en este cultivo habia aproximadamente un 60% de larvas competentes el dia
15 del cultivo, aunque se esperd unos dias mas para realizar el traslado a los tanques de
fijacion con el fin de que estuvieran bien cubiertos de cada microalga utilizada como inductora
para la fijacién de las larvas, se sembraron 25000 larvas por tanque aproximadamente.
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Los valores medios de las condiciones de este cultivo fueron:

- pH:7,75

- Temperatura: 18’892 C

- Salinidad: 36,04 ppt

- Oz disuelto: 7,86 mg/L

- Densidad inicial: 0’83 larvas/mL

Tabla 1.- Tabla comparativa de los parametros de cultivo larvario.

pH T2 Salinidad O:disuelto  Densidad Supervivencia
inicial (%)
(larvas/m
L)
1¢" Cultivo 7,5-8 18692 36,34 ppt 7,52 mg/L 3,2 31,25
larvario C
22 Cultivo 8-8,5 18572 3545ppt 8,09 mg/L 2,2 55
larvario C
3¢" Cultivo 7,5-8 18’892 36,04 ppt 7,86 mg/L 0,83 76
larvario C

Creemos que la supervivencia obtenida durante el tercer cultivo larvario, significativamente
mayor que la de los otros cultivos realizados (y que la descrita en la literatura, con un maximo
del 44% de supervivencia) estd relacionada principalmente con la densidad inicial a la que se
siembran las larvas en los tanques de cultivo, que segun la mayoria de los autores debe estar
entre 1-2 larvas/mL (Azad et al., 2010), aunque el hecho de tapar los tanques con una malla de
sobra probablemente ejercid a su vez un efecto positivo sobre la rapidez del desarrollo y la
mayor supervivencia del cultivo, ya que las condiciones de manejo, la composicion y frecuencia
de la dieta suministrada y los valores de los parametros de cultivo fueron similares en los tres
cultivos desarrollados.

Conclusién
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La supervivencia de las larvas de Paracentrotus lividus se puede incrementar significativamente
mediante la siembra de las larvas a una densidad inferior a 2 larvas/mL, y cubriendo los tanques
de cultivo con una malla oscura que impida la incidencia directa de la luz. Son necesarios mas
estudios en este campo para concretar los valores éptimos de los parametros de cultivo mas
limitantes, como son la temperatura, el pH, etc. La dieta suministrada demostré ser eficaz para
alcanzar un buen desarrollo larvario en 15 dias de cultivo.

Estudio de los parametros de cultivo larvario y margen de mejora

Se realizaron diferentes bioensayos de desarrollo y crecimiento larvario con un amplio rango
de valores de los principales pardmetros de cultivo, con el objetivo de determinar los rangos
Optimos dentro de los cuales las larvas alcanzan un mayor tamafio y se desarrollan en el menor
tiempo posible, estableciendo ademas los margenes de estos valores dentro de los cuales se
podrian mejorar las condiciones del cultivo larvario y obtener mayor supervivencia y rapidez
del desarrollo larvario.

Los parametros analizados en los bioensayos fueron la salinidad, la temperatura y el pH del
agua del cultivo larvario.

Salinidad

Se han evaluados los efectos de la exposicidn a distintas salinidades, que van desde la salinidad
del agua de mar (35%.), tomada como salinidad control, hasta 3,5%.. En total se han evaluado
los efectos de 10 salinidades distintas (3,5%o, 7%o, 10,5%o0, 14%0, 17,5%0, 21%o, 24,5%o, 28%o,
31,5%0 y 35%s.). Las larvas dispuestas en botes cerrados de 20 ml, fueron incubadas para su
crecimiento durante 48 horas en una camara isotérmica a 20°C.

El resultado de este bioensayo muestra que existen diferencias significativas en longitud entre
las larvas desarrolladas a salinidad control (35%o) y aquellas que lo hicieron en el resto de las
salinidades. Puede observarse, como desde 3,5%o hasta 24,5 %o no existe crecimiento y los
huevos apenas comienzan su transformacion a larva, por lo que su tamafio no sobrepasa los
90 um. Sin embargo, a salinidad 28%o ya se aprecia un crecimiento y desarrollo importante,
cerca de los 400 um, pero que no alcanza a la longitud de las larvas que se desarrollaron a
mayores salinidades. Por ultimo, no se aprecian diferencias significativas en longitud entre
31,5%eo vy la salinidad control (Figura 4).
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Figura 4. Gréfico de salinidad (eje X) y longitud (eje Y) en pm. Se aprecian diferencias significativas en la longitud de
las larvas en um, entre las larvas desarrolladas a salinidad control 35%o y el resto de las salinidades menos en el caso
de 31,5% en donde no se aprecian diferencias significativas.

Los mismo ocurre en el caso del % normalidad, donde existen diferencias significativas en el %
de normalidad entre el control y todas las salinidades, desde 3,5%o0 hasta 28 %o y no
apreciandose diferencias entre 31,5%o con el control (Figura 5).
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Figura 5. Gréfico de salinidad (eje X) y % normalidad (eje Y). Se aprecian diferencias significativas en el porcentaje
de normalidad de las larvas desarrolladas a distintas salinidades que van desde 3,5%o hasta 28%. frente a las
desarrolladas a salinidad control 35%o., salvo en el caso de 31,5%o en donde no se aprecian diferencias significativas.
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El segundo bioensayo de salinidad se realiza en las mismas condiciones que el anterior, pero
en este caso con salinidades distintas y mas préximas entre si, con el fin de determinar, el
punto de inflexién en el cual comienzan a apreciarse efectos significativos en las larvas.

En total se han evaluado los efectos de 9 salinidades distintas (3,5%o, 7%o, 10,5%0, 14%so,
17,5%o0, 21%so, 24,5%0, 28%0, 31,5%0 v 35%.). Las larvas dispuestas en botes cerrados de 20ml,
fueron incubadas para su crecimiento durante 48 horas en una camara isotérmica a 20°C.

Como resultado se aprecian diferencias altamente significativas en la longitud de las larvas (en
um) entre las larvas desarrolladas a salinidad control 35%e. y el resto de las salinidades menos
en el caso de 31,5%0 en donde no se aprecian diferencias significativas. En el caso de Ia
salinidad de 28,5%o, (con trama de lineas) solo presenta una réplica con un total de n=35 larvas
debido a un fallo en la experimentacion (Figura 6).

Como resultado del % de normalidad existen diferencias altamente significativas entre las
larvas desarrolladas a distintas salinidades que van desde 24,5%0 hasta 28,5%o frente a las
larvas control a 35%.. Sin embargo, no se aprecian diferencias significativas en el caso de
29,5%0 v 31,5%0 (Figura 7).

Analisis de los resultados de estos bioensayos apuntan a que a salinidades por encima de
28,5%o el crecimiento y desarrollo de las larvas P.lividus es similar al control. Por lo tanto las
larvas de P.lividus soportan un descenso de la salinidad que de alrededor del 18,57% en los
primeras 48 horas de su desarrollo. Este descenso en la salinidad podria ser producido por
efectos en el cultivo de P.lividus. El factor de la salinidad del agua condicionard la localizacién
de la hatchery, ya que no podra estar localizada en zonas con variaciones de salinidad elevadas
como el fondo de las Rias.
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Figura 6. Grafico de estudio de salinidad mas detallada (eje X) y longitud (eje Y) en pm que se ha
desarrollado a partir del estudio preliminar en la figura 4 (izquierda). Se aprecian diferencias altamente
significativas en la longitud de las larvas en pm, entre las larvas desarrolladas a salinidad control 35%. y el
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resto de las salinidades menos en el caso de 31,5%0 en donde no se aprecian diferencias significativas. En el
caso de la salinidad de 28,5%o, (con trama de lineas) solo presenta una réplica con un total de n=35 debido
a un fallo en la experimentacién.
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Figura 7. Grifico de salinidad (eje X) y % normalidad (eje Y). Se aprecian diferencias altamente
significativas en el porcentaje de normalidad de las larvas desarrolladas a distintas salinidades que van
desde 24,5%o hasta 28,5%. frente a las desarrolladas a salinidad control 35%.. Sin embargo, no se aprecian
diferencias significativas en el caso de 29,5%0 y 31,5%o.

Temperatura

En este bioensayo se han evaluados los efectos de la exposicion a distintas temperaturas,
desde 15°C hasta los 30°C, tomando como temperatura control los 20°C. En total se han
evaluado los efectos de 7 temperaturas distintas (15°C, 18°C, 20°C, 22.5°C, 25°C, 27.5°Cy
30°C). Las larvas dispuestas en botes cerrados de 20ml, fueron incubadas para su crecimiento
durante 48 horas en distintas camaras isotérmicas con las temperaturas descritas

anteriormente.

Como resultado de este bioensayo puede apreciarse como las larvas que presentan un mayor
tamafio son aquellas que se han desarrollado 20°C, la cual seria la temperatura control.
Observandose diferencias en la longitud significativas (p<0.01) entre las larvas desarrolladas a
la temperatura control 20°C vy el resto de las temperaturas (Figura 8). Segun criterios de
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expertos (Saco-Alvarez et al., 2010) se consideran larvas normales a las 48 horas si superan la
longitud de 218um, lo cual se cumple para las temperaturas de 182C hasta 252C.

Sin embargo, no sélo tenemos que atender a la longitud larvaria, la normalidad en el desarrollo
de las larvas también debe tenerse en cuenta (Figura 9). Desde nuestro criterio no se puede
considerar que un cultivo con menos de un 80% de larvas normales ha tenido éxito. En el caso
del andlisis de la normalidad se puede ver que de 18 a 202C superamos este baremo, con 22.5
con una normalidad cercana y 252C con una normalidad muy baja, lo cual excluiria esta
temperatura de futuros experimentos a pesar de que las larvas tenian un buen tamafio.
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Figura 8. Gréfico de temperatura (eje X) y longitud (eje Y) en um. Se aprecian diferencias en la longitud de las larvas
significativas entre las larvas desarrolladas a la temperatura control 20°C y el resto de las temperaturas (p < 0.01).
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Figura 9. Grafico de temperatura (eje X) y % normalidad (eje Y). Se aprecian diferencias significativas (p < 0.05) entre
el control de 202C y las temperaturas mas extremas del test.

Densidad y dieta

En este ensayo se han analizado el efecto de multiples factores sobre huevos fertilizados de
P.lividus y su posterior desarrollo larvario alo largo de 21 dias. Concretamente, se han evaluado
la exposicion a 10 tratamientos diferentes (con 2 réplicas por cada uno), compuestos por
factores tales como: sistemas de renovacion de agua, densidad, dieta, y exposicion a luz solar.
Para ello, se han dispuesto de 18 tanques troncocoénicos, con un volumen maximo de 150L, a
una temperatura de 20°C+1 donde se desarrollo el cultivo larvario. Debido a la complejidad de
las combinaciones de factores posibles se da dispuesto de un cuadro explicativo con los 9
tratamientos utilizados, con el fin de facilitar la compresién del modelo de experimentacion
(Tablal).

Se han un probado dos sistemas de renovacion de agua, uno en circuito abierto, con una tasa
de renovacion de 150L en 24h (0.10 L/min) y otro en circuito cerrado. Para ambos sistemas se
realizd una limpieza semanal. Para los tanques circuito abierto la limpieza y desinfeccion de los
tanques se produjo, posterior a la retirada de las larvas, una vez por semana, mientras que en
el caso de circuito cerrado esta limpieza y desinfeccion se realizé 3 veces por semana.

Para evaluar el factor densidad se han dispuesto las larvas en tanques a dos densidades
distintas, densidad < 1 (D1) y densidad > 3 (D2), permitiendo evaluar si existe un efecto denso-
dependiente o de competencia entre las larvas durante los primeros dias del desarrollo. A dia
6 de cultivo se produjo un reajuste de las densidades, con el fin de ajustar la densidad a las
requeridas para este experimento. Las larvas necesarias para este reajuste de la densidad
permanecieron en condiciones control hasta el momento de ser inoculadas en el tratamiento
correspondiente.
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Ademas, se ha evaluado el efecto de la dieta en su desarrollo, alimentando las larvas con dos
dietas distintas, una monoalgal y otra tetralgal. La primera de ellas estd compuesta solamente
por la especie Rhodomonas lens Pascher & Ruttner, 1913, con un total de 60 equivalentes por
ml para circuito abierto y 40 para circuito cerrado. Por el contrario, la dieta tetralgal estd
compuesta por las especies Isochrysis galbana Parke, 1949, Phaeodactylum
tricornutum Bohlin, 1897, Rhodomonas lens Pascher & Ruttner, 1913 y Chaetoceros, con un
total de 60 equivalentes en circuito abierto, repartidas equitativamente en 15 equivalentes por
cada especie, mientras que en circuito cerrado la dieta estaba compuesta por 40 equivalentes,
a 10 equivalentes por especie. El nimero de equivalentes fue modificado acorde con las
demandas alimenticias de las larvas para su correcto desarrollo, pero siempre manteniendo
dicha proporcién hasta un maximo de 100 equivalentes. Por ultimo, se ha evaluado el efecto a
luz solar, peseteando tratamientos con luz con un fotoperiodo 16:8, y otro con 24 horas de
oscuridad.

Tabla 1. Tabla explicativa de factores a los que se han sometido las larvas de P.lividus durante 21 dias de cultivo
larvario. El simbolo X indica los factores realizados en cada tratamiento.

Tratamientos CC CA Luz Oscuridad Dieta mono Dieta tetra D1 D2
1 X X X X
2 X X X X
3 X X X X
4 X X X X
5 X X X X
6 X X X X
7 X X X X
8 X X X X
9 X X X X

Alo largo de estes 21 dias se han recogido muestras de las larvas, coincidiendo con el momento
de la bajada de los tanques para su limpieza y desinfeccidn. Los efectos de estas exposiciones
se han evaluado tomado como referencia la longitud de las larvas, asi como el % de normalidad
de las mismas siguiendo el método descrito por Saco-Alvarez et al., 2010.

Debido a la complejidad estadistica que presenta el analisis de forma conjunta, todos los datos
obtenidos en este apartado se presentan sin un analisis estadistico y en estos momentos se
trabaja en para obtener un correcto andlisis.

Cultivo abierto

Siobservamos los datos obtenidos en circuito abierto podemos ver como, aunque en un primer
momento si existe pequefias diferencias en el tamafio de las larvas durante los primeros dias,
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a dia 21 estas diferencias son minimas. Tomandose como tratamiento control para circuito
abierto, el tratamiento que incluye dieta tetralgal, luz (16:8) y D1 podemos concluir que en
circuito abierto no existen diferencias en las larvas, independientemente de su dieta y
densidad, frente al control (Figura 10).
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Figura 10. Grafico de dias de cultivo (eje X) y longitud (eje Y) en um. Se aprecian pequefias diferencias en la longitud
de las larvas en los primeros dfas de cultivo entre los distintos tratamientos. Sin embargo, a dia 21 esta diferencia
es minima y podemos concluir que en circuito abierto no existen diferencias en las larvas, independientemente de
su dieta y densidad, frente al control.

Como medida de la tasa de supervivencia se ha utilizado la tasa relativa de las larvas por ml. Esta ha
sido calculada a partir de la densidad obtenida en cada tratamiento por dia, y ponderada posteriormente
al 100%, tomando como referencia el dia 6 de cultivo. Aunque en un primer momento puede apreciarse
diferencias en la densidad de los tratamientos, a dia 21 el tratamiento, T4 junto al control (T1), seguidos
del T3, son aquellos que muestran un mayor porcentaje de supervivencia. Por lo tanto, podemos concluir
que en circuito abierto el tratamiento monoalgal a densidad >3 (D2) presenta un porcentaje de
supervivencia mayor que los demads tratamientos, seguido de cerca del tratamiento control. Ademas, ha
de tenerse en cuenta que el Unico tratamiento cercano al 80% de supervivencia requerido para un
larvario valido y competente es el tratamiento (T4) (Figura 11).
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Figura 11. Grafico de dias de cultivo (eje X) y tasa relativa de larvas por ml (eje Y) en um. La tasa relativa de las
larvas por ml se ha calculado a partir de la densidad obtenida en cada tratamiento ponderada al 100%, tomando
como referencia el dia 6 de cultivo. Puede apreciarse diferencias en la densidad de los tratamientos. Sin embargo,
a dia 21 el tratamiento T4, junto al control (T1), seguidos del T3, son aquellos que muestran un mayor porcentaje
de supervivencia. Por lo tanto, podemos concluir que en circuito abierto el tratamiento monoalgal a densidad 2 es
el mas efectivo, seguido del tratamiento control.

Cultivo cerrado

Como puede apreciarse en la figura 9, en el caso de circuito cerrado vemos como existe en todos los
tratamientos un evidente aumento en la longitud de las larvas a medida que transcurren los dias de
cultivo. Sin embargo, al llegar el dia 21 se observa un pequefio descenso. Este descenso es fruto del
proceso de transformacion de las larvas pluteus, para poder llevar a cabo el proceso de asentamiento.
Si comparamos el tratamiento control (T5) para circuito cerrado, tratamiento que incluye dieta tetralgal,
luz (16:8) y D1, con los demas tratamientos con luz (16:8), podemos apreciar como uno de los
tratamientos (T7) parece tener un efecto mayor en la longitud que el resto, seguido del tratamiento T8
y el tratamiento control (T5). A modo de conclusion podemos afirmar que en circuito cerrado y luz
(16:8), las condiciones mas favorecen el crecimiento de las larvas son una dieta monoalgal y densidad.
Sin embargo, el tratamiento (T9) en el cual las larvas se desarrollan en total oscuridad, las larvas
presentan todavia mayor longitud que el tratamiento T8.

Sin observamos los datos de supervivencia en forma de tasa relativa de larvas por ml, vemos cambios
en dicha tasa a lo largo de los dias en los diferentes tratamientos. Sin embargo, a dia 21 el tratamiento
T8, muestran un porcentaje de supervivencia mucho mayor que el resto. Por lo tanto, podemos concluir
que en circuito cerrado el tratamiento T8, el cual incluye dieta monoalgal, densidad densidad > 3 (D2),
y luz (16:8), presenta una tasa de supervivencia mayor, cerca del 100% de las larvas, frente al resto de
los tratamientos, siendo el Gnico que presenta una supervivencia mayor del 80%, requisito requerido
para un larvario valido y competente. En este caso al contrario con lo que ocurria con la longitud, el
tratamiento T9, presenta una tasa de supervivencia muy baja inferior al 50%. (Figura 10).
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Figura 12. Grafico de dias de cultivo (eje X) y longitud (eje Y) en um. Se aprecian pequefias diferencias en la
longitud de las larvas en los primeros dias de cultivo entre los distintos tratamientos. Sin embargo, a dia 21 existen
pequeiias diferencias entre los tratamientos, aunque el tratamiento (T7) parece tener un mayor efecto que el resto
de los tratamientos, superando al tratamiento control.
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Figura 13. Gréafico de dias de cultivo (eje X) y tasa relativa de larvas por ml (eje Y) en pm. La tasa relativa de
las larvas por ml se ha calculado a partir de la densidad obtenida en cada tratamiento ponderada al 100%,
tomando como referencia el dia 7 de cultivo. Puede apreciarse diferencias en la densidad de los tratamientos. Sin
embargo, a dia 21 el tratamiento T8, muestran un porcentaje de supervivencia mucho mayor que el resto. Por lo
tanto, podemos concluir que en circuito cerrado el tratamiento T8, el cual incluye dieta monoalgal, densidad
densidad > 3 (D2), y luz (16:8), presenta una tasa de supervivencia mayor, cerca del 100% de las larvas, frente
al resto de los tratamientos.
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Ph

En este ensayo se ha querido probar el efecto que presenta el pH en la supervivencia y desarrollo de la
larvas de P.lividus. Concretamente se han el efecto de tres pH distintos, pH 7.0, pH 7.5 y pH 8.0, en
dos procesos experimentales, uno desde huevo a larva pluteus de 5 dias, y otro con larva pluetus de 6
dias desarrollada en condiciones control, similares a las del ensayo de densidad y dieta hasta los 21 dias
de crecimiento. Ambos procesos experimentales se han llevado a cabo dentro columnas de 60L, que
componian un FotoBiorector, ya que esta estructura presenta un control exhaustivo del pH mediante la
inyeccion de CO2 en tiempo real, lo que permite un mayor control sobre el pH que otros sistemas, y
por lo tanto permite trabaja con volimenes de agua mucho mas grandes. Ambos procesos
experimentales han transcurrido con una densidad densidad < 1 (D1), y las larvas han sido alimentadas
con una dieta tretralgal de 60 equivalentes similar a la dieta del ensayo anterior de densidad y dieta,
aumentando el nimero de equivalentes hasta un maximo de 100 siguiendo la demanda de alimento de

las larvas que permitiese su correcto desarrollo y crecimiento.
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Dias Crecimiento pH7.5Cly pH 7.0 C5y C6 pH8.0C7yC8
C2/C4
0 7,61 6,87 8,1
1 7,7 7,03 8,08
2 7,34 7,33 8,04
3 7,3 6,5 8,19
4 7,49 6,46 8,07
5 7,58 6,54 8,12
0 7,43 6,91 8,07
1 7,5 7,33 8,15
2 7,49 7,18 8,15
3 7,45 6,72 8,19
4 7,6 6,51 8,07
5 7,54 6,86 8,13
Media 7,50 6,85 8,11
Desviacion tipica 0,11 0,32 0,05
Desviacion Real 0,09 0,29 0,11
Desviacion Esperada 0,50 0,50 0,50
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Figura 14.- Longitud larvaria (um) a lo largo de los primeros 5 dias de desarrollo larvario para los 3

pH estudiados, resultados presentados son media de n=35 larvas y dos replicas por tratamiento. Tabla
muestra la evolucion media del pH en cada una de las columnas a lo largo de los 5 dias y su
desviacion real frente a la desviacion esperada de +0.5.
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15 7,71 6,97 8,04

16 7,77 6,9 8,04

17 8,03 6,98 7,93

18 8,05 7,3 8,12

19 7,66 7,06 8,13
20 7,6 7,34 8,1

21 7,64 6,85 8,13
Media 7,5 7,0 8,1
Desviacion tipica 0,3 0,2 0,1
Desviacion Real 0,2 0,1 0,1
Desviacion Esperada 0,5 0,5 0,5

Figura 15.- Longitud larvaria (um) a lo largo de los dias 6 a 21 desarrollo larvario para los 3 pH
estudiados, resultados presentados son media de n=35 larvas y dos replicas por tratamiento. Tabla
muestra la evolucion media del pH en cada una de las columnas a lo largo de los 15 dias y su
desviacion real frente a la desviacion esperada de +0.5.

Dias de cultivo

Figura 16.- Evolucién del pH en ambos experimentos a lo largo del tiempo, media + DE

44
OCIMER - Optimizacién del cultivo integral del erizo de mar Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816)



= Unién Europea Centro de Investigacién Marifia
eamar i UniversidagjVigo
p leamar Rl Coo Eopeo Maritimo y deV1g

2

Fundacion Biodiversidad

VICEPRESIDENCIA
‘CUARTA DEL GOBIERNO.
GOBIERNO.
DEESPANA  MINKTERO
PARA LATRANSICION ECOLOGICA|
Y ELRETO DEMOGRAFICO

100' *? ? *? -
/ ’ 4
v v / /
= v ’ / 4
s 507 72 017 N7
’ 7 /
2 v 2 0 0y N
g 2 178 A 17
R 17 ? g g 2 - mpH 7,5
2 g A I g 2 7 DpH7,0
e 2 1738 1A A A 1 *pH 8,0
S 25 { Ml |7 7 / / / ] ’
3 v v VA ’ 4 Y v .
s 28 17 17 178 178 1728 17 B
- 2 12 1A A A IR AN
Va o V4
O' él él d| dl lII$| 5| él _’:_|
5 7 0 12 14 17 19 21

Dias de cultivo

Figura 17.- Tasa de supervivencia relativa (supervivencia a dia 5 considerada como 100%). Incremento
a dia 10 debido al recdlculo de las densidades y reajuste para las 3 densidades).

Conclusiones especificas:

FIJACION Y METAMORFOSIS

Se introdujeron cestillas provistas de placas de policarbonato en cada tanque de fijacion con
el objetivo de incrementar la superficie de asentamiento disponible para las larvas (Figura 4).

ario

. B 2de
asentamiento, asi como la adicién de nutrientes y silicatos al agua, con el fin de que las placas
de policarbonato y las paredes de los tanques se vayan recubriendo con una capa de
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diatomeas/algas bentdnicas que induzcan la fijacidon de las larvas a la superficie donde van a
realizar la metamorfosis para convertirse en postlarvas de P. lividus.

El protocolo general para los tanques de asentamiento es el siguiente:

1- Al menos 7 dias antes de que las larvas alcancen el estado de competencia pre-metamorfica
se llenan los tanques de fijacion con agua de mar filtrada (1 um) y esterilizada con luz UV.

2- Se afladen nutrientes (medios de cultivo Goldmedium A + Goldmedium B) y silicatos a los
tanques y posteriormente se inocula la diatomea/alga correspondiente en cada tanque, con el
flujo de agua cerrado para que se vayan cubriendo las superficies de asentamiento.

3- Se colocan focos sobre cada tanque las 24 h (intensidad entre 1000-1500 luxes), que
ayudaran a las algas a reproducirse a mayor velocidad y a cubrir mejor las superficies de
asentamiento.

4- El dia previo a la siembra de las larvas competentes se hace una renovacion total del agua
de los tanques para eliminar posibles impurezas.

5- Si hay demasiada luz natural en la sala de fijacidon es conveniente cubrir los tanques de
asentamiento con una malla oscura que impida la incidencia directa de la luz sobre ellos, lo
que podria reducir el porcentaje de asentamiento de las larvas.

6- El dia de la siembra de las larvas se comprueban previamente los parametros del agua de
los tanques; una vez sembradas las larvas se afiade también la mezcla de microalgas empleada
para alimentar el cultivo larvario a los tanques (a una concentracion inicial de 100 equivalentes,
que se ird incrementando progresivamente hasta 180 equivalentes) con el fin de alimentar a
las larvas que quedan nadando vy a las postlarvas transformadas que todavia no abrieron la
boca y absorben nutrientes a través de los pies ambulacrales hasta el momento de apertura
de la boca, a partir del cual ya son individuos juveniles completos y se alimentan de macroalgas
de textura suave durante los primeros 15 dias de vida.

7- Los tanques de fijacion se dejan sin flujo de agua ni aire y en semioscuridad durante 48-72
horas, tiempo suficiente para que la mayoria de las larvas haya realizado |la metamorfosis (con
una duraciéon aproximada de 1 hora) y se conviertan en postlarvas de erizo.

Una vez pasado ese plazo de tiempo se retira la cubierta/malla oscura de los tanques,
dejandolos con el fotoperiodo natural, se coloca un tamiz central de 300 um que impida la fuga
de las larvas y se abre el flujo de agua a razén de una renovacién diaria; este flujo se ira
aumentando progresivamente a medida que crecen las postlarvas de erizo.
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FIJACION DEL 1% CULTIVO LARVARIO

A continuaciodn, se presentan los resultados del asentamiento de las larvas procedentes del
primer cultivo larvario, para el que se utilizaron 4 tanques de 400 L de capacidad:

e Tanque 1: Mezcla de microalgas que proliferan de forma natural en los tanques del
Mddulo 2 (pendientes de identificacion).

e Tanque 2: Cylindrotheca closterium

e Tanque 3: Natural (agua del pantalan).

e Tanque 4: Ulvella lens

El dia 03/08/2020 se afiadieron 250000 larvas a cada tanque aproximadamente.

Los parametros registrados en los tanques de asentamiento oscilaron entre los siguientes
rangos :

- pH:7,49-7,69

- Temperatura: 18 2 C

- Salinidad: 35,47 - 36,49 ppt
- Oydisuelto: 7,12 - 7,53 mg/L

Se comprobé que el inductor de asentamiento que mejor funciond fue la mezcla de microalgas
utilizada para inocular el Tanque 1, en el que se obtuvieron 4500 individuos juveniles
aproximadamente, seguido del tanque 4 (inoculado con Ulvella lens), en el que se obtuvieron
unos 3500 juveniles; del T3 (inoculado con una concentracion de agua de mar de la zona
filtrada a 20 um) se obtuvieron 2500 individuos juveniles aproximadamente, y finalmente se
obtuvieron unos 2000 individuos juveniles del T2, inoculado con Cilindrotheca closterium. En
total se obtuvieron 11500 juveniles aproximadamente, aunque unos 2500 murieron
posteriormente por un accidente con un tanque de engorde de juveniles. Se obtuvo una
supervivencia de un 1'15% una vez superada la fase de metamorfosis.

El tiempo medio de apertura de la boca de las postlarvas obtenidas fue de 14 dias.
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FIJACION DEL 22 CULTIVO LARVARIO

Para el asentamiento de este cultivo larvario se prepararon 6 tanques de 400 L de capacidad:

e Tanque 1: Cylindrotheca closterium

e Tanque 2: Mezcla de microalgas que proliferan de forma natural en los tanques del
Mddulo 2 (pendientes de identificacion). Lo abreviaremos como Mezcla del M2.

e Tanque 3: Mezcla del M2

e Tanque 4: Natural (agua del pantalan)

e Tanque5: Ulvella lens

e Tanque 6 : Mezcla del M2

Los parametros registrados en los tanques de asentamiento oscilaron entre los siguientes
rangos :

- pH:7,49-8,05

- Temperatura: 18-19°C

- Salinidad: 35,72 - 36,4 ppt

- 0Oydisuelto: 7,51 - 7,62 mg/L

En este caso se afiadieron aproximadamente 100000 larvas a cada tanque. Se unfificaron las
larvas de los tanques inoculados con la mezcla del M2 en un sdlo tanque, ya que habia
bastantes larvas nadando en dos de ellos el tercer dia del asentamiento, por lo que quedaron
finalmente 4 tanques de asentamiento.

Se comprobd que el inductor de asentamiento que mejor funciond fue con mucha diferencia
la mezcla de microalgas del Mddulo 2, con el que se obtuvieron 10612 individuos juveniles,
seguido de la macroalga verde Ulvella lens, con la que se obtuvieron 3823 juveniles; con la
inoculacién de Cilindrotheca closterium se obtuvieron 2851 individuos juveniles, y finalmente
se obtuvieron 2750 individuos juveniles del T4, inoculado con agua de mar natural filtrada. El
numero total de juveniles obtenidos fue de 20036 individuos juveniles, lo que supone una tasa
de supervivencia desde la fase larvaria de un 3’33%.

El tiempo medio de apertura de la boca de las postlarvas obtenidas en este caso fue de 15 dias.
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FIJACION DEL 3% CULTIVO LARVARIO

Para el asentamiento de este cultivo larvario se prepararon 7 tanques de 400 L de capacidad:

e Tanque 1: Cylindrotheca closterium

e Tanque 2: Ulvella lens

e Tanque 3: Mezcla del M2

e Tanque 4: Natural (agua del pantalan)
e Tanque5: Mezcla del M2

e Tanque 6 : Mezcla del M2

e Tanque 7 : Mezcla del M2

Los parametros registrados en los tanques de asentamiento oscilaron entre los siguientes
rangos :

- pH:7,44-7,88
- Temperatura: 17-18'52 C

- Salinidad: 35,59 - 36,33 ppt
- 0Oydisuelto: 7,28 - 7,77 mg/L

Se afiadieron aproximadamente 120000 larvas a cada tanque el dia 26/05/21. Después de 72
h se comprobd que todavia habia muchas larvas nadando, por lo que se trasladaron las larvas
del T3 al T5 y las del T7 al T6, dejando sélo dos tanques incoulados con la mezcla de diatomeas
del M2.

En este cultivo se obtuvieron 2350 ejemplares juveniles procedentes del tanque incoulado con
Cylindrotheca closterium (T1), ademas la talla de estos juveniles era visiblemente menor que
los del T2 (Ulvella lens), que presentaban una talla considerablemente mayor a simple vista;
3467 juveniles en el T2, inoculado con Ulvella lens; 3460 juveniles en el T4 (inoculacion Natural)
y en los tanques T3, T5, T6 y T7 (incoulados con la Mezcla del M2) se obtuvieron 2985, 4837,
3764 y 3810 individuos juveniles respectivamente. Nuevamente el tanque inoculado con
Cylindrotheca closterium fue el que menor numero de juveniles produjo; los tanques
inoculados con Ulvella lens (T2) e inoculacion Natural (T4) estuvieron a la par en cuanto a
numero de juveniles obtenidos, aunque en el T2 el diametro de los juveniles era visiblemente
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mayor; finalmente donde mayor nimero de erizos juveniles se obtuvo fue en los tanques

inoculados con la mezcla del M2.

En total se obtuvieron un total de 24673 individuos juveniles en este cultivo, que supone una
supervivencia en esta fase de un 2'94% con respecto al nimero de larvas premetamorficas.

El tiempo medio de apertura de la boca de las postlarvas obtenidas fue de 13 dias.

CRECIMIENTO DE ERIZOS JUVENILES

Crecimiento de juveniles obtenidos en los cultivos larvarios

En las Figuras X podemos ver la evolucion de la talla (mm) y del peso (g) de los erizos juveniles
procedentes del primer cultivo larvario durante los primeros meses de vida ; observamos que
la dispersion de tallas es considerable, asi como la desviacion estandar de los datos, que
aumenta a medida que crecen los erizos. En un plazo de 7 meses los erizos juveniles del primer
cultivo larvario alcanzaron una talla de 12’4 mm de didmetro de testa y un peso de 1’23 g.

Talla (mm)

N

o

1 mes 2meses 3meses 4meses 5Smeses 6meses 7 meses

3er cultivo

— 22 CUItiVO

Fig. 19.- Evolucion de la talla de los erizos juveniles obtenidos en el segundo y el tercer cultivo  larvario.
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Se puede observar en la Figura 19 que aunque la talla media inicial de los erizos del segundo
cultivo era menor, éstos alcanzaron mayor didmetro en 6 meses que los del primer cultivo en

7 meses.

w

~N

(=]
v

_:i'l %

1 mes 2meses 3meses 4meses 5Smeses 6meses 7 meses

w— 22 CUItNO 3er cultivo

Fig. 20.- Evolucion del peso de los erizos juveniles obtenidos en el primer y el segundo cultivo

larvario.

En la Figura 20 vemos la evolucion del peso de los erizos juveniles obtenidos a partir del
segundo vy el tercer cultivo larvario; en este caso la evolucidon del peso es similar, aunque
nuevamente los erizos procedentes del tercer cultivo larvario alcanzan un peso mayor en 6
meses que los del segundo cultivo en 7 meses, aunque la dispersion de los datos es muy
grande.

Los erizos del tercer cultivo larvario superan la talla y el peso de los erizos obtenidos en el
segundo cultivo a la edad de 7 meses, alcanzando una talla de 13,34 mm de didmetro de testa
y un peso de 1’46 g en sélo 6 meses.

Estudio de la dispersidon de tamafio de juveniles de erizo de mar (segundo cultivo larvario)
obtenidos en laboratorio previa suelta en el mar

Edad: 9 meses (Larvario Agosto 2020, primer cultivo)

Metodologia de muestreo:
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Teniamos unos 10,000 erizos juveniles repartidos en 4 tanques de engorde, se recolectaron
todos y se colocaron en una caja. De la caja se retird una muestra al azar y se puso en una
bandeja con agua para asegurarnos que podiamos separarlos todos, incluso los mas pequefios,
y se midid el diametro de 150 erizos de modo seriado. Este proceso se repitié aleatoriamente
cuatro veces en diferentes zonas de la caja y se comprobd mediante la visualizacién de
dispersion de datos que las series recogian todos los tamafios.

Visualizacién dispersion muestreos

30

Tamafio (mm)

0 20 40 60 80 100 120 140 160

—@— Muestreol —@—Muestreo2 —@®— Muestreo 3 Muestreo 4

Fig. 21.- Grafica de dispersion de tallas de los juveniles obtenidos en el segundo cultivo larvario.
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Fig. 22.- Histograma de frecuencias de las tallas de los juveniles obtenidos en el segundo cultivo larvario.

En las Figuras 21 y 22 observamos la elevada dispersion de tallas de los erizos juveniles
obtenidos en el segundo cultivo larvario, asi como los rangos de talla mas frecuentes.
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Tamaiio (mm)

Clase Frecuencia
Mediana 8.2525 88
Moda 10.20667 99
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Fig. 23.- Histograma de frecuencias de las tallas de los juveniles obtenidos en el segundo cultivo larvario.

Enla Figura 23 se muestra la distribucién de tallas de los erizos juveniles a los 9 meses de edad,
podemos ver que la talla mas frecuente a esta edad es alrededor de 11 mm de didmetro de
testa.

Tasa de crecimiento de Juveniles en cautividad

Para este experimento se tomaron organismos infantiles de dos rangos de peso/tamafio con
60 individuos en cada categoria de estudio en tres réplicas de n=20. Eltamafio de la categoria
pequefia (Denominado Inf) tenia un diametro de testa de 7.7 mm (peso inicial de 3,27+1,98 g)
y el tamafio siguiente (Denominado Juv) fue de 39.59 mm de didametro de testa (11,73%3,14
g). Se colocaron los individuos en botes de 2,5L con circuito abierto (T2= 209C y luz natural) y
se hizo un seguimiento de varios parametros (tasa de supervivencia (S), Peso humedo (Wgain),
indice conversién comida (FCR), Indice consumo (Cl) y Tasa de crecimiento (G) con muestreos
cada 2 semanas durante 45 dias. Los erizos de ambas categorias se alimentaron con 4 dietas
diferentes.

e

Figura 24.- Disefio de incubadoras para juveniles que permiten tener un control completo sobre el estado y
parametros de individuos de pequefio tamafio de forma muy detallada. Circuito abierto con malla de retencién de
40pm.

Tasa de supervivencia: (S)

La S expresa el porcentaje de animales que sobreviven un periodo de tiempo determinado.
Donde Sn representa el nimero de animales vivos al final del periodo e In el nimero inicial en
el mismo periodo.
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Sn
S=—X100
In

Peso Seco: (Wgain)

El Wgain (en gramos) muestra el cambio de peso de los animales durante un periodo de
tiempo. Wfinal es la media del peso de los animales al final del periodo y Winicial es el peso
medio al inicio. Dividido por el nimero de dias que tiene el periodo de tiempo de estudio.

Wfinal (g)-Winitial (g)
days

Wgain =

indice de conversién de alimento: (FCR)

El FCR representa la relacion entre la cantidad de comida administrada y el aumento de peso
en un tiempo determinado:

Total feed intake on a period
FCR = P €9)

Total weight gain on a period (g)

(ndice de consumo: (CBW)

El indice de consumo medio Cl por individuo (en % de peso corporal) se calcula considerando
el peso del alimento utilizado dividido por la media del peso corporal por el nimero de
individuos que han sobrevivido a lo largo de los dias del experimento.

Food
CBW—W/ZLS

Tasa de crecimiento: (G)

La G muestra el crecimiento en didmetro (mm) durante un periodo de tiempo. Donde Gf es la
media del didmetro de testa y Gi es el diametro medio inicial.

G=Gf-Gi
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Figura 25.- Diametro de la testa (TD en mm) de individuos Inf. a lo largo de 45 dias tras alimentarse de 3 dietas:
dieta Inf100%Algas, Inf50%Algas y 50%Pienso y dieta Inf25%Algas y 75% Pienso.
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Figura 26.- Didmetro de la testa (TD en mm) de individuos Juv. a lo largo de 45 dias tras alimentarse de 3 dietas:
dieta Juv100%Algas, Juv50%Algas y 50%Pienso y dieta Juv25%Algas y 75% Pienso.
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En ambos casos Juv o Inf,, e independientemente de la dieta el parametro TD (Didmetro de la
testa) no nos da mucha informacién de como varia el crecimiento con el tiempo. El aumento
del tamafio de los erizos de hace de forma muy lenta y por lo tanto no es buen indicador del
crecimiento a corto plazo para asesorar la calidad de las dietas en juveniles. Sin embargo,
cuando examinamos la evoluciéon del peso hiumedo (Ww) se puede ver una tendencia de
ganancia de peso con las semanas, ademas se puede apreciar una gran dispersion de tamafios.
A pesar de que inicialmente los erizos tenian un tamafio similar, rapidamente se amplia la
diferencia entre individuos dentro de cada una de las incubadoras reflejo del mismo fenémeno

gue hemos visto en el estudio de dispersion previa suelta de juveniles al mar.

10

WW (g)
o

/
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Figura 27.- Evolucion del peso himedo a lo largo de 45 dias (Ww en gr) para las tres dietas, grafico superior para
categoria Inf. E inferior para Juv.

Cantidad de Alga | Cantidad semanal Wgain
semanal (g/100g de pieso (g/100g semanal FCR CBW (%)
erizo) erizo) (g/individuo)
Inf100A 140 0
InfSO0AS50P 70 70 0,35-0,45 10-15 18 -22
Inf25A75P 35 105
Juv100A 49 0 0,35-0,45
Juv50A50P 24,5 24,5 15 6-7
Juv25A75P 12,25 36,75

Tabla 2.- Resultados obtenidos del estudio de los pardmetros biolégicos a lo largo de 45 dias de erizos juveniles.
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Conclusiones especificas:

La dispersion de tallas es considerable, asi como la desviacion estandar de los datos,
que aumenta a medida que crecen los erizos. En erizos juveniles el diametro de la
testa no es un buen parametro de reflejo de crecimiento debido a la dispersion. Sin

embargo el aumento del peso humedo si refleja mejor el crecimiento.

Conclusiones Generales

e Los cultivos larvarios tienen mucha variabilidad de resultados que dependen del
manejo y de los reproductores de origen.

e Hemos afinado parametros optimos de temperatura, salinidad y pH que no solo nos
van a permitir trabajar de forma mas segura en los cultivos si no que tiene aplicaciones
en la seleccion de posibles localizaciénes de plantas de acuicultura segun control de
estos parametros y tiene aplicaciones en consideraciones de cambio climatico.

e Lafase de metamorfosis y asentamiento es de las menos trabajadas y mas deconocida,
a pesar de nuestros timidos avances en este tema mas investigacion es necesaria en
esta fase crucial del cultivo.

e La dispersion de tallas de los erizos generados en cultivo es considerable, asi como la
desviacion estandar de los datos, que aumenta a medida que crecen los erizos.

e En erizos juveniles el diametro de la testa no es un buen parametro de reflejo de
crecimiento debido a la dispersion. Sin embargo el aumento del peso humedo si refleja
mejor el crecimiento
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Actividad 4. Mejora de la fase de preengorde de P. lividus

4.1 Informe técnico sobre metodologia de preparacion de las dietas de engorde de P.

lividus

Metodologia de preparacion de las dietas de engorde

1. Ingredientes

Tabla 1. Composicién de las dietas de engorde para juveniles de P. lividus

Cantidad total: 400 g

Porcentaje (%)

Harina de maiz
Harina de trigo
Harina de soja
Harina de atin/insecto
Algas (Laminaria sp)
Gelatina neutra de
cerdo/Agar
CaCOs
Aceite de girasol
Fosfato de Na
Fosfato de K
Mix de vitaminas y minerales
B - caroteno
Aceite esencial (Té/Albahaca)
Espirulina
Agua
TOTAL

36
36
25
20

242,4
400¢

9
9
6,25

2,5
2,5

1,5

0,5
0,05
0,05
0,05
60,6
100

2. Elaboracion de las 4 dietas.
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En la tabla 1 podemos ver los ingredientes que componen las dietas de engorde elaboradas
para incrementar el ritmo de crecimiento de individuos juveniles de P. lividus obtenidos en

criadero.

Se elaboraron 4 dietas diferentes, 2 de ellas con harina de atun y otras 2 con harina de insecto
en su composicion; de las dos dietas elaboradas con cada tipo de harina se utilizé gelatina en
una de ellas como elemento gelificante, mientras que en la otra se empled Agar agar.

En el caso de las dietas elaboradas con harina de atun, se utilizo el aceite esencial de té como
ingrediente, mientras que en el caso de las dietas elaboradas con harina de insecto se utilizd
aceite esencial de albahaca, ya que estos aceites enmascaran el olor de las harinas de atun e
insecto y las hacen mas apetecibles para los erizos.

En resumen, se elaboraron periddicamente estas 4 dietas para alimentar a los juveniles de P.
lividus:

1. Harina de atun + Gelatina + aceite esencial de té.
2. Harina de atun + Agar + aceite esencial de té.
3. Harina de insecto + Gelatina + aceite esencial de albahaca.

4. Harina de insecto + Agar + aceite esencial de albahaca.

El proceso de elaboracién de las dietas comienza con el pesado de los ingredientes en una
balanza de precision 0,01 g; una vez pesados, los ingredientes se mezclan en un recipiente y
se procede a la disolucién del elemento gelificante en el agua en otro recipiente. La disolucién
de la gelatina en el agua se lleva a cabo en una tartera/ recipiente de cocina, debe dejarse
hidratar durante unos minutos en el agua antes de llevarse a ebullicion durante 2-3 minutos,
dejandolo enfriar posteriormente y procediendo finalmente a mezclar bien los ingredientes
solidos con el gelificante disuelto en agua, con este fin se utiliza una batidora que nos permitira
homogenizar bien la mezcla; en el caso de las dietas elaboradas con Agar agar, éste debe
hervirse en agua caliente durante unos 5 minutos, debido a que si el agua hierve mucho tiempo
se romperian los enlaces moleculares que otorgan la capacidad gelificante al Agar.

Una vez integrados todos los ingredientes, la mezcla se deposita en un recipiente y se deja
enfriar lo suficiente para que solidifique (si es posible en una nevera), dividiéndola después en
las raciones pertinentes con las que se alimentara a los erizos juveniles. Estas raciones se
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envuelven en plastico film con el fin de que conserven su textura sin deshidratarse, y se
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conservan en un congelador a - 20°C hasta el momento en que se necesiten.

3. Fotografias de las dietas elaboradas.

‘- \‘i‘: v T =

Figura 1.- A y B) Dietas elaboradas solidificadas; C y D) porciones de las dietas envueltas en film y
preparadas para congelar.

4. Composicion quimica de las dietas elaboradas.
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Tabla 2. Contenido de las dietas de engorde para juveniles de P. lividus.

| Muestra | Referencia______|  %lipidos | %N | %C | _ %Proteina |
[ 1 Gelatina+insecto 8,48 500 44,14 31,3
[ 2] Gelatina+Atdn 5,70 506 3830 31,6
R Agar+Atdn 6,13 3,45 40,96 21,6
[ 4 Ag+Insecto 8,55 3,49 43,02 21,8
[ 5 | Mejicana 2.72 566 39,31 21,81
[ 6 | Nofima 4,57 3,88 36,52 20,95
[ 5 | Gelatina+Insecto 24h 5,85 3,17 39,31 19,8
[ 6 | Gelatina+Insecto 48h 5,23 458 40,71 28,6
Gelatina+Atn 24h 5,16 520 39,08 32,5
[ 8 | Gelatina+Atin 48h 5,62 525 41,77 32,8
[ 9 | Agar+Atdn 24h 6,91 401 41,80 25,1
Agar+Atan 48h 4,70 3,24 3821 20,3
Agar+Insecto 24h 7,58 3,13 42,45 19,6
Agar+Insecto 48h 8,48 2,88 40,36 18,0
[ 13 | Dieta Mexicana 24h 0,80 491 36,58 30,7
[ 14| Dieta Mexicana 48h 6,14 503 37,06 31,4
[ 15 | Algas 24h 10,59 1,58 24,04 9,9
[ 16 | Algas 48h 4,40 1,56 23,06 9,8

producidos en criadero (muestras 1-4); las muestras 5 a 16 contienen muestras de cada dieta
después de pasar 24 y 48 horas respectivamente en agua de mar.
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Introduccion

El objetivo del desarrollo de la acuicultura del erizo de mar a nivel industrial es tener la
capacidad de abastecer la demanda creciente de gdénadas de erizo en el mercado,
especialmente en paises como Japdn, Canada, Francia o Estados Unidos, que en un futuro no
muy lejano no podran abastecer con los bancos naturales. Si se pretenden conseguir resultados
Optimos a nivel tanto de crecimiento somatico como de incremento del indice gonadal,
reduciendo asi el tiempo de los erizos juveniles en el criadero, es necesario elaborar diferentes
tipos de dietas de engorde que nos permitan realizar un estudio comparativo del
crecimiento/incremento del indice gonadal obtenidos con cada una de ellas, con el fin de
obtener un patrén alimenticio que nos asegure una produccién éptima de erizos de esta
especie.

En este sentido se han llevado a cabo numerosos trabajos desarrollando dietas que cubren las
necesidades energéticas de los erizos de mar (Klinger et al.,, 1986), que promueven su
crecimiento somatico (McCarron et al., 2009) y mejoran ademas las caracteristicas de las
génadas de numerosas especies de erizos: Paracentrotus lividus (Lawrence et al., 1991;
Fernandez & Caltagirone, 1994; Fernandez et al., 1995; Fernandez & Pergent, 1998; Fernandez
& Bouderesque, 2000; Spirlet et al., 2001; Cook et al., 2007), Lytechinus variegatus (Klinger et
al., 1994; Hammer et al., 2006), Evechinus chloroticus (Barker et al., 1998; Woods et al., 2008),
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Loxechinus albus (Olave et al., 2001), Psammechinus miliaris (Kelly et al., 1998; Pantazis et al.,
2000; MclLaughlin & Kelly, 2001; Cook et al., 2007), Strongylocentrotus droebachiensis (De
Jong-Westman et al., 1995; Pearce et al., 2002), Strongylocentrotus pulcherrimus (Nagai &

Kaneko, 1975) y por ultimo Strongylocentrotus franciscanus (McBride et al., 1999).

Existen también numerosos estudios en la literatura que demuestran la influencia de la
cantidad y calidad del alimento disponible sobre la morfologia vy la fisiologia de los erizos de
mar (Lawrence et al., 1991; Fernandez & Pergent, 1998; Daggett et al., 2005; Liu et al., 2007;
Cook & Kelly, 2007), otros factores como las cualidades alimenticias de la dieta, el tamafio de
los individuos y la duracién del experimento afectan también a los requerimientos
nutricionales.

El aporte proteico de la dieta suministrada es esencial para el crecimiento y desarrollo de los
erizos de mar, especialmente durante las primeras etapas del desarrollo, ya que constituye el
componente principal de todos sus 6rganos a nivel bioquimico (Fernandez & Pergent, 1998;
Mc Bride et al., 1998; Fernandez & Boudouresque, 2000; Kennedy et al., 2001; Pearce et al.,
2002; Arce & Luna-Figueroa, 2003; Senaratna et al., 2005; Schlosser et al., 2005). Se cree que
este elevado porcentaje de proteina en los primeros estadios del desarrollo es necesaria para
la formacion del exoesqueleto o bien seria requerida para la formacion de una matriz
intraestromica en la cara interna del mismo (Dubois & Chen, 1989).

Las cualidades nutritivas de la dieta empleada para el engorde del erizo puede influir de
manera determinante en la composicidon bioquimica del individuo adulto (Fernandez, 1997); la
utilizacion de una dieta con alto contenido proteico favorecerd el almacenamiento de
sustancias de reserva en las gonadas en forma de lipidos y carbohidratos (McBride et al., 1997),
mientras que las dietas de engorde somatico que mejor funcionan presentan un contenido
proteico en torno al 20% de su composicion total.

Previamente al disefio de la composicion de la dieta es necesario tener en cuenta diversos
factores, por ejemplo, que exista una proporcién adecuada de proteinas, hidratos de carbono,
pigmentos, sales minerales, etc., que repercutirdn en el crecimiento posterior de los erizos y
en la formacion del exoesqueleto. El contenido en carbohidratos de la dieta, asi como la tasa
de ingestion del alimento estan relacionados de forma inversamente proporcional al nivel de
absorcion de los nutrientes por parte de los erizos (Fernandez & Boudouresque, 2000). La
composicidon de la dieta suministrada afecta a la composicion bioquimica de los erizos, como
demuestran diversos estudios en los que se compararon stocks recogidos del medio natural
con otros procedentes de tanques de cultivo y alimentados con dietas elaboradas (Fernandez
& Caltagirone, 1994; McBride et al., 2004). Los pigmentos como la equininona o los carotenos
son también fundamentales para obtener una buena coloracion gonadal en los erizos
cultivados (Pantazis, 2006; Symonds et al., 2007).
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Es necesario tener en cuenta ademas la estabilidad de los pellets en el agua, es decir, su
capacidad para mantener la textura inicial y la insolubilidad de sus ingredientes,
permaneciendo integros durante el mayor tiempo posible; ademds deben contar con una
buena aceptacion por parte de los erizos (Dworjanyn et al., 2007).

En este estudio se disefiaron dietas experimentales enfocadas a incrementar el crecimiento
somatico de individuos juveniles de P. lividus, utilizando gelatina como elemento gelificante en
la mitad de las dietas elaboradas y Agar agar en la otra mitad.

Se disefiaron 4 dietas experimentales dirigidas a incrementar el crecimiento somatico (talla y
peso) de erizos juveniles de la especie Paracentrotus lividus en cautividad. Se elaboraron 4
dietas diferentes, 2 de ellas con harina de atun y otras 2 con harina de insecto en su
composicién; de las dos dietas elaboradas con cada tipo de harina se utilizé gelatina en una de
ellas como elemento gelificante, mientras que en la otra se empled Agar agar.

La composicidn de las dietas y su metodologia de preparacion se especifica en el informe FV
4.1 de la actividad 4 del proyecto OCIMER; por otro lado, se compraron 2 dietas comerciales
enfocadas al preengorde de erizo de mary oreja de mar, una de ellas producida por el Instituto
Noruego de Investigacion en Alimentos, Pesca y Acuicultura (Nofima), dirigida al engorde de la
especie de erizo de mar Strongylocentrotus droebachiensis y la otra producida en Méjico y
orientada a la alimentacion de oreja de mar (Haliotis sp.), consistente en galletas de algas
prensadas y extruidas.

El disefio experimental se basé en 6 tratamientos o dietas de preengorde suministradas, con 4
réplicas y un control por tratamiento. Se seleccionaron 200 erizos juveniles por tratamiento,
con una talla media de 4,76 mm de didmetro y un peso medio de 0,06 g, y se comprobd que
no hubiera diferencias significativas estadisticamente entre las medidas iniciales del conjunto
de los erizos juveniles introducidos en el experimento.

Posteriormente se introdujeron 40 erizos juveniles por réplica en cubiletes de PVC elaborados
expresamente y provistos de una malla (luz de malla 1mm) en el fondo que impide el escape
de los erizos, pero deja pasar los residuos del alimento no consumido evitando que se
produzcan proliferaciones de bacterias dentro de los cubiletes experimentales.

A cada tratamiento se le asignd un color diferente con el fin de facilitar las tareas de
alimentacion e identificacion de los erizos, y se distribuyeron los cubiletes aleatoriamente en
cajas de cultivo a razén de 6 cubiletes por caja, en circuito abierto y con una media de 18
renovaciones/dia; se implementé un sistema de entrada de agua individual para cada cubilete
experimental (Fig. 2C).

En la Figura 1 se puede ver la distribucién de los cubiletes en las cajas de cultivo, asi como el
color asignado a cada una de las dietas y las abreviaturas utilizadas.
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El experimento tuvo una duraciéon de 6 meses, durante los cuales se alimento a los erizos “ad

libitum” con la dieta correspondiente 3 veces por semana en dias alternos (lunes, miércoles y

viernes), realizando previamente la limpieza de los residuos acumulados en las cajas de cultivo

mediante un sifon.

Se recogieron datos bimensualmente del peso vy la talla de los juveniles alimentados con cada

dieta, asi como datos mensuales del consumo de alimento (peso himedo en g), y se analizaron

una vez finalizado el experimento mediante el programa estadistico SPSS 15. Para el registro

de las medidas de talla se utilizd un calibre digital de la marca Mitutoyo con 0°01 mm de

precisién, y para los datos de peso se utilizd una balanza de precisiéon (0,001 g) de la marca

Gram Precision, modelo Granatario Gram ST 360.
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Figura 1.- Distribucidn de los cubiletes experimentales en las cajas de cultivo y cddigo de colores y letras utilizado
para identificar las dietas.

2

Fundacion Biodiversidad

Figura 2.- A) Estanteria con las cajas experimentales del experimento de dietas. B) Cajas con cubiletes
experimentales. C) Cubilete experimental de la dieta HA + A (color amarillo).

Este experimento se basa en la comparacién del crecimiento de los distintos grupos de erizos
separados en funcion de la dieta de preengorde suministrada, con este fin se calcularon las
tasas de crecimiento absoluto (TCA) de acuerdo a las férmulas propuestas por Busacker et al.
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(1990). Se calculé también la tasa instantanea de crecimiento (Ricker, 1979), la cual se
denomina también tasa de crecimiento especifico (TCE).

CA=Y, -V,

CA Y, -
crR=-2.100="" 100

Yl Yl
A CA VY,

tz_tl tz_tl

Y

TCR=—2""1_ 100

Y.(t, —t,)

InY, —InY

TCE(% / dia) = 12 =) 164

2 M

Donde: CA es el crecimiento absoluto; CR el crecimiento relativo, TCA es |la tasa de crecimiento
absoluto o lineal expresada en um/dia; TCR la tasa de crecimiento relativo expresada en
porcentaje; TCE es la tasa de crecimiento especifico, expresada en % de crecimiento/dia; Y. e

Y, son el didmetro o el peso al inicio v al final del periodo experimental; t yt son los tiempos

inicial y final o la duracién en dias del experimento.

Se calculd también el factor de conversion del alimento ingerido en incremento de peso
himedo o Food Conversion Ratio: (FCR) para cada una de las dietas.

El FCR expresa la relacion entre la cantidad de alimento que se les da a los animales y su
crecimiento a lo largo de un periodo de tiempo. Lo calculamos usando la siguiente férmula:

FCR = (Ingesta total de alimento en un periodo (g) / Aumento de peso total en un periodo (g))
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Tabla 1.- Medidas morfométricas de los erizos juveniles desde el inicio del experimento hasta su
finalizacion.
GRUPO HA+G HA+A HI+G HI+A MEJICANA NOFIMA CONTROL
Diametro inicial (mm) 4,8 4,78 4,8 4,9 4,63 4,62 4,78
Diametro final (mm) 19,2 21,38 19,53 18,65 14,3 14,35 16,61
Peso humedo inicial (g) 0,0616 0,0649 0,0638 0,0729 0,0508 0,0506 0,06
Peso humedo final (g) 3,31 4,35 3,44 2,89 1,56 1,57 2,42
Tasa crecimiento lineal 78,98 92,2 81,84 76,4 53,67 54,06 65,73
(um/dia)
Tasa crecimiento 2,21 2,34 2,22 2,04 1,9 1,91 2,05
especifico (%/dia)

1. Evolucion del diagmetro de los erizos con cada dieta.

En la Figura 3 podemos ver la evolucién del diametro de los erizos con cada dieta a lo largo del

experimento.
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Figura 3.- Evolucion del diametro de los erizos con cada dieta.
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Como se puede observar en la Figura 3, las tallas finales mas elevadas se obtienen con las
cuatro dietas disefiadas especificamente con el fin de incrementar el crecimiento somatico de

los erizos juveniles, especialmente con la dieta basada en harina de atun con Agar como
elemento gelificante (HA + A); el didametro de los erizos alimentados con las dietas Mejicana y

Nofima es inferior al didmetro del grupo control (erizos alimentados con algas), probablemente

por la menor ingestidon de alimento asociada al gusto de los erizos, ya que son dietas disefiadas
para el preengorde de oreja de mar y de otra especie de erizo de mar respectivamente.
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2. Evolucion del peso de los erizos con cada dieta.

5
4 e HA + G
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B e H| + A
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a
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1 = CONTROL
0

INICIAL 22 MES 4° MES 62 MES

Figura 4.- Evolucién del peso de los erizos con cada dieta.

En el caso de la evolucion del peso se observa la misma tendencia que en los datos de evolucion
del didmetro, logrando un peso mayor los erizos alimentados con la dieta HA + A al final del
experimento, seguidos por los erizos alimentados con las otras tres dietas disefiadas (HI + A,
HA + G, HI + G); los erizos alimentados con las dietas Mejicana y de Nofima alcanzan un peso
inferior al de los erizos alimentados con algas.

3. Incremento de la Talla de los erizos juveniles con cada dieta.
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Figura 5.- Incremento del diametro de los erizos con cada dieta.
4. Incremento del Peso de los erizos juveniles con cada dieta.
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Figura 6.- Incremento del peso de los erizos con cada dieta.

En la Figura 5 observamos que, al calcular los incrementos de Tallay Peso correspondientes, el
incremento de Talla obtenido con cada dieta sigue la misma tendencia que los datos de
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evolucion temporal del diametro a lo largo del experimento, obteniéndose un incremento del
peso significativamente mayor en los erizos alimentados con la dieta de Harina de atun con
Agar como elemento gelificante; seguida de las otras 3 dietas disefiadas, el control y por ultimo

los menores incrementos de talla se obtienen con las dietas Mejicana y de Nofima.

Los datos de incremento del Peso en porcentaje a lo largo del experimento se recogen en la
Figura 6, en la que se pueden observar 4 grupos de datos claramente diferenciados, el mayor
incremento del peso de los erizos se obtiene una vez mas con la dieta de Harina de atun + Agar
(HA + A), mientras que los incrementos de peso obtenidos con las dietas HA + Gy HI + A
presentan valores de incremento de peso muy similares al final del experimento, por encima
de los incremento obtenidos con las dietas HI + G y Control (Algas), también con valores muy
similares de incremento de peso; por Ultimo las dietas Mejicana y de Nofima se agrupan con
los valores mas bajos de incremento de peso al final del experimento.

5. Tasa de crecimiento lineal obtenido con cada dieta.

H 2° MES
W 42 MES
| 62 MES

HA+G HA +A HI +A HI+G  MEJICANA NOFIMA CONTROL
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Figura 7.- Tasa de crecimiento lineal de los erizos con cada dieta.

En la Figura 7 se ven las tasas de crecimiento lineal, expresadas en um/dia, obtenidas con cada
dieta en los momentos en los que se registraron las medidas morfométricas de los erizos a lo
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largo del experimento; las tasas de crecimiento lineal mas elevadas se obtienen en los erizos

2

Fundacion Biodiversidad

alimentados con la dieta HA + A, seguida de cerca por las otras 3 dietas disefiadas.
Generalmente se observa un patrén de disminucién temporal de esta tasa de crecimiento
lineal en P. lividus, a partir de los 8 meses de edad la tasa de crecimiento lineal de esta especie
va disminuyendo gradualmente hasta alcanzar la talla comercial (Rey-Méndez et al., 2015),
aunque la duracién de este experimento no fue la suficiente para que se observen diferencias
temporales importantes.

6. Tasa de crecimiento especifico obtenido con cada dieta.

3,5

2
m 22 MES
W 42 MES
1 m 62 MES
0
0

HA+G HA + A HI +A HI +G  MEJICANA NOFIMA CONTROL

= w N wn w

Tasa de crecimiento especifico (%/dia)
o

Figura 8.- Tasa de crecimiento especifico de los erizos con cada dieta.

En la Figura 8 aparecen representadas las tasas de crecimiento especifico (TCE), expresadas en
porcentaje de incremento de peso por dia (%/dia), obtenidas con cada dieta a lo largo del
experimento; esta tasa proporciona informacion sobre el porcentaje de incremento de peso
diario que se obtiene en los juveniles alimentados con las diferentes dietas.

Las tasas de crecimiento especifico finales mas elevadas se obtienen en los erizos alimentados
con la dieta HA + A, con un valor final de crecimiento especifico del 2,34%, seguida por las
dietas HI+ Ay HA+ G con 2,22y 2,21% de TCE respectivamente. Las TCE de las dietas Mejicana
y de Nofima se encuentran por debajo del valor de los erizos alimentados con la dieta Control,
con una TCE de 1,9y 1,91 respectivamente.

En este caso se observa claramente la disminucién de la TCE de los erizos juveniles a medida
gue van creciendo.
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7. Andlisis estadisticos de los resultados obtenidos.

Para realizar un analisis de la varianza (ANOVA) que nos permitiria comprobar la independencia
de las variables continuas y las variables factor, los datos obtenidos deben cumplir los
supuestos de normalidad, homocedasticidad e independencia de las observaciones (Cobo,
2007); el supuesto de normalidad es fundamental para que el ANOVA sea fiable.

Al realizar las pruebas de Kolmogorov-Smirnof y Shapiro-Wilk correspondientes, que nos
permiten saber si los datos cumplen o no el supuesto de normalidad, comprobamos que los
datos de las variables continuas no cumplen este supuesto, por lo tanto tenemos que realizar
un contraste de hipotesis empleando el test de Kruskal-Wallis para analizar los datos; este test
es |la alternativa no paramétrica al ANOVA, el Unico requisito necesario es la aleatoriedad en |a
obtencion de los datos y ésta queda garantizada por el disefio del experimento. Los analisis se
realizan para cada una de las dietas.

Estadisticos descriptivos

En este apartado veremos un andlisis descriptivo y grafico de las principales variables objeto
de estudio de nuestro trabajo. Incluiremos también la prueba de normalidad de las variables
cuantitativas para saber si debemos aplicar test paramétricos o no paramétricos en futuros
contrastes de hipotesis.

Tabla 2. Estadisticos descriptivos de cada dieta para la variable Talla.
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TIPO DIETA Estadistico Desv. Error
Talla HA+G Media 11,6853 ,22487
95% de intervalo de confianza Limite inferior 11,2436
para la media Limite superior 12,1269
Mediana 11,7450
Varianza 28,824
Desv. Desviacion 5,36879
Minimo 4,00
Maximo 2417
HA+A Media 12,6060 ,26263
95% de intervalo de confianza Limite inferior 12,0902
para la media Limite superior 13,1218
Mediana 11,3300
Varianza 39,521
Desv. Desviacion 6,28659
Minimo 4,00
Maximo 28,21
HI+A Media 11,3672 ,22802
95% de intervalo de confianza Limite inferior 10,9192
para la media Limite superior 11,8151
Mediana 11,2300
Varianza 28,128
Desv. Desviacion 5,30359
Minimo 4,10
Maximo 22,78
HI+G Media 11,5526 ,21360
95% de intervalo de confianza Limite inferior 11,1331
para la media Limite superior 11,9721
Mediana 11,4900
Varianza 27,102
Desv. Desviacion 5,20594
Minimo 4,00
Maximo 21,54
MEJICANA Media 9,3279 ,17897
95% de intervalo de confianza Limite inferior 8,9763
para la media Limite superior 9,6796
Mediana 9,8700
Varianza 15,406
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Desv. Desviacion 3,92506
Minimo 4,27
Maximo 20,27
NOFIMA Media 9,1184 ,17909
95% de intervalo de confianza Limite inferior 8,7665
para la media Limite superior 9,4702
Mediana 8,9450
Varianza 15,844
Desv. Desviacion 3,98039
Minimo 413
Maximo 19,02

Tabla 3. Pruebas de normalidad para la variable Talla.

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

TIPO DIETA Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Talla HA+G ,156 570 ,000 ,930 570 ,000

HA+A ,150 573 ,000 ,926 573 ,000

HI+A ,163 541 ,000 ,928 541 ,000

HI+G ,149 594 ,000 ,930 594 ,000

MEJICANA ,189 481 ,000 ,910 481 ,000

NOFIMA ,168 494 ,000 ,915 494 ,000

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Como podemos observar en la tabla 3, ninguna de las dietas presenta una distribucion normal
para la variable Talla.

Tabla 4. Estadisticos descriptivos de cada dieta para la variable Peso.
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TIPO DIETA Estadistico Desv. Error
Peso HA+G Media 1,2765 ,05582
95% de intervalo de confianza Limite inferior 1,1668
para la media Limite superior 1,3861
Mediana ,8800
Varianza 1,776
Desv. Desviacion 1,33274
Minimo ,03
Maximo 12,14
HA+A Media 1,6012 ,07116
95% de intervalo de confianza Limite inferior 1,4614
para la media Limite superior 1,7410
Mediana ,8200
Varianza 2,901
Desv. Desviacion 1,70328
Minimo ,01
Maximo 9,79
HI+A Media 1,1841 ,05248
95% de intervalo de confianza Limite inferior 1,0811
para la media Limite superior 1,2872
Mediana ,7500
Varianza 1,490
Desv. Desviacion 1,22055
Minimo ,03
Maximo 5,60
HI+G Media 1,1642 ,04620
95% de intervalo de confianza Limite inferior 1,0735
para la media Limite superior 1,2550
Mediana 71375
Varianza 1,268
Desv. Desviacion 1,12589
Minimo ,03
Maximo 5,04
MEJICANA Media ,6532 ,03050
95% de intervalo de confianza Limite inferior ,5933
para la media Limite superior 7132
Mediana ,5000
Varianza ,448
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Desv. Desviacion ,66897
Minimo ,03
Maximo 4,10
NOFIMA Media ,6483 ,03161
95% de intervalo de confianza Limite inferior ,5861
para la media Limite superior ,7104
Mediana ,4100
Varianza ,494
Desv. Desviacion ,70266
Minimo ,02
Maximo 4,21

Tabla 5. Pruebas de normalidad para la variable Talla.

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

TIPO DIETA Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Peso HA+G 174 570 ,000 ,833 570 ,000

HA+A ,183 573 ,000 ,846 573 ,000

HI+A 172 541 ,000 ,852 541 ,000

HI+G ,156 594 ,000 ,875 594 ,000

MEJICANA 174 481 ,000 ,844 481 ,000

NOFIMA ,185 494 ,000 ,828 494 ,000

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Los resultados de las pruebas realizadas indican que la distribucion de los datos tampoco es
normal para ninguna de las dietas con la variable Peso.

Contraste de hipdtesis
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En este apartado veremos si las principales variables del experimento son independientes
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respecto a las variables factor, es decir, se comparan las medias de las distribuciones de la
variable cuantitativa en los diferentes grupos establecidos por la variable cualitativa o
categorica.

En nuestro caso debido a la no normalidad de las variables aplicaremos test no paramétricos;
dentro de este tipo de analisis, cuando la variable categdrica tiene 2 categorias utilizaremos el
test U de Mann-Whitney y si son 3 o0 mds grupos la prueba de Kruskal Wallis.

Tabla 6. Resultados del contraste de hipétesis de la Talla y el Peso en relacidn al tipo de dieta.

Estadisticos de prueba®®

CONTROL-
Talla Peso CONTROL-Talla Peso
H de Kruskal-Wallis 446,609 415,569 7,865 20,191
gl 5 5 5 5
Sig. asintética ,000 ,000 ,164 ,001

a. Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable de agrupacion: TIPO DIETA

Cuando el p-valor sale significativo (p<0,05) en las pruebas de independencia (marcado en
verde) podemos aceptar la hipdtesis de que si hay diferencia estadisticamente significativa en
el valor medio de la variable entre al menos dos de las dietas con un 95% de confianza. Para
saber en particular entre qué dietas existe esa diferencia significativa se hicieron las
comparaciones dos a dos:

Estadisticos de prueba?®

CONTROL-
HA+G vs HA+A Talla Peso CONTROL-Talla Peso
U de Mann-Whitney 2331,500 ( 2708,500 7080,000 6536,000
W de Wilcoxon 8002,500 | 8379,500 15336,000 14792,000
4 -7,682 -6,866 -1,480 -2,421
Sig. asintotica(bilateral) ,000 ,000 ,139 ,015

a. Variable de agrupacion: TIPO DIETA

Estadisticos de prueba?®
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CONTROL-
HA+G vs HI+A Talla Peso | CONTROL-Talla Peso
U de Mann-Whitney 3496,500 | 3584,500 5364,000 5112,000
W de Wilcoxon 9167,500 | 9255,500 10314,000 10062,000
z -2,172 -1,932 -1,617 -2,144
S_ig. asintética(bilateral) ,030 ,053 ,(106 ,032
a. Variable de agrupacion: TIPO DIETA
Estadisticos de prueba?
CONTROL-
HA+G vs HI+G Talla Peso CONTROL-Talla Peso
U de Mann-Whitney 6203,000 5427,000 7040,000 6624,000
W de Wilcoxon 13829,000 13053,000 15296,000 14880,000
z -,632 -2,185 -1,549 -2,268
ﬂ. asintética(bilateral) 527 ,029 ,121 ,023
a. Variable de agrupacion: TIPO DIETA
Estadisticos de prueba?®
CONTROL-
HA+G vs MEJ Talla Peso | CONTROL-Talla Peso
U de Mann-Whitney 559,500 648,500 6160,000 5984,000
W de Wilcoxon 6230,500 | 6319,500 11620,000 11444,000
z -11,327 -11,128 -,581 -,936
iq. asintética(bilateral) ,000 ,000 ,561 ,350
a. Variable de agrupacion: TIPO DIETA
Estadisticos de prueba?®
CONTROL-
HA+G vs NOF Talla Peso | CONTROL-Talla Peso
U de Mann-Whitney 633,500 954,500 5800,000 5760,000
W de Wilcoxon 9544,500 | 9865,500 10456,000 10416,000
z -12,082 -11,478 -,325 -,410
,000 ,000 ,745 ,682

S_ig. asintética(bilateral)

a. Variable de agrupacion: TIPO DIETA
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CONTROL-
HA+A vs HI+A Talla Peso | CONTROL-Talla Peso
U de Mann-Whitney 2183,500 | 2457,000 6090,000 6222,000
W de Wilcoxon 5504,500 | 5778,000 11040,000 11172,000
z -6,080 -5,361 -,501 -,232
Sig. asintética(bilateral) ,000 ,000 ,616 ,816
a. Variable de agrupacion: TIPO DIETA
Estadisticos de prueba?®
CONTROL-
HA+A vs HI+G Talla Peso | CONTROL-Talla Peso
U de Mann-Whitney 2155,000| 2067,500 7984,000 7872,000
W de Wilcoxon 9781,000 | 9693,500 16240,000 16128,000
z -9,035 -9,204 -,351 -,540
Sig. asintética(bilateral) ,000 ,000 , 725 ,589
a. Variable de agrupacion: TIPO DIETA
Estadisticos de prueba?®
CONTROL-
HA+A vs MEJ Talla Peso | CONTROL-Talla Peso
U de Mann-Whitney 101,000 201,000 6368,000 5960,000
W de Wilcoxon 5772,000| 5872,000 11828,000 14216,000
z -12,506 -12,290 -,567 -1,369
iq. asintética(bilateral) ,000 ,000 ,571 71

a. Variable de agrupacion: TIPO DIETA

Estadisticos de prueba?®
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CONTROL-
HA+A vs NOF Talla Peso | CONTROL-Talla Peso
U de Mann-Whitney 72,500 251,500 5048,000 4440,000
W de Wilcoxon 8983,500 | 9162,500 13304,000 12696,000
z -13,313 -12,987 -2,284 -3,551
S_ig. asintética(bilateral) ,000 ,000 ,022 ,000
a. Variable de agrupacion: TIPO DIETA
Estadisticos de prueba?
CONTROL-
HI+A vs HI+G Talla Peso CONTROL-Talla Peso
U de Mann-Whitney 3760,000 3196,500 5994,000 5910,000
W de Wilcoxon 11386,000 10822,500 10944,000 10860,000
z -2,961 -4,327 -,697 -,868
ﬂ. asintética(bilateral) ,003 ,000 ,486 ,385
a. Variable de agrupacion: TIPO DIETA
Estadisticos de prueba?®
CONTROL-
HI+A vs MEJ Talla Peso | CONTROL-Talla Peso
U de Mann-Whitney 225,000 335,000 5070,000 4428,000
W de Wilcoxon 5896,000| 6006,000 10020,000 9378,000
z -11,092 -10,792 -,186 -1,721
iq. asintética(bilateral) ,000 ,000 ,852 ,085
a. Variable de agrupacion: TIPO DIETA
Estadisticos de prueba?®
CONTROL-
HI+A vs NOF Talla Peso | CONTROL-Talla Peso
U de Mann-Whitney 157,500 403,500 3756,000 3246,000
W de Wilcoxon 9068,500 | 9314,500 8706,000 8196,000
z -11,902 -11,342 -2,528 -3,823
S_ig. asintética(bilateral) ,000 ,000 ,011 ,000

a. Variable de agrupacion: TIPO DIETA
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Estadisticos de prueba?®

CONTROL-
HI+G vs MEJ Talla Peso | CONTROL-Talla Peso
U de Mann-Whitney 692,500 1011,000 6488,000 6240,000
W de Wilcoxon 6363,500 | 6682,000 11948,000 14496,000
z -11,656 -11,019 -,330 -,818
Sig. asintética(bilateral) ,000 ,000 , 741 ,413
a. Variable de agrupacion: TIPO DIETA
Estadisticos de prueba?®
CONTROL-
HI+G vs NOF Talla Peso CONTROL-Talla Peso
U de Mann-Whitney 766,500 1384,000 5624,000 4656,000
W de Wilcoxon 9677,500 10295,000 13880,000 12912,000
z -12,524 -11,481 -1,084 -3,101
Sig. asintética(bilateral) ,000 ,000 ,279 ,002
a. Variable de agrupacion: TIPO DIETA
Estadisticos de prueba?®
CONTROL-
MEJ vs NOF Talla Peso CONTROL-Talla Peso
U de Mann-Whitney 6859,000 6858,000 4032,000 4128,000
W de Wilcoxon 12530,000 15769,000 9492,000 9588,000
z -,358 -,360 -2,348 -2,113
Sig. asintotica(bilateral) ,720 ,719 ,019 ,035

a. Variable de agrupacion: TIPO DIETA

Al observar las comparaciones entre pares de dietas, vemos que la Talla y el Peso de los erizos
alimentados con las dietas experimentales disefiadas son significativamente diferentes de los
valores de Talla y Peso obtenidos en los erizos alimentados con la dieta Control y con las dietas
Mejicana y de Nofima; estas dos dietas no presentan diferencias entre si en cuanto a Tallay
Peso de los erizos alimentados con ellas, y su valor esta por debajo de los valores obtenidos
con la dieta Control basada en macroalgas.
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Pruebas de muestras relacionadas

En este apartado intentaremos probar si podemos aceptar con un 95% de confianza que hay
diferencia estadisticamente significativa entre las variables talla y peso con sus respectivas
variables de control. Cuando no hay normalidad de la distribucion, debemos aplicar el test no

paramétrico de Wilcoxon, como es nuestro caso.

Estadisticos de prueba?®

CONTROL- CONTROL-
HA+A Talla - Talla Peso - Peso
z -4,451° -1,909°
Sig. asintotica(bilateral) ,000 ,056
a. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon
b. Se basa en rangos positivos.
Estadisticos de prueba®
CONTROL- CONTROL-
HA+G Talla - Talla Peso - Peso
z -9,027° -8,828°
Sig. asintotica(bilateral) ,000 ,000
a. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon
b. Se basa en rangos positivos.
Estadisticos de prueba?®
CONTROL- CONTROL-
HI+A Talla - Talla Peso - Peso
z -7,465° -7,202°
ﬂ. asintoética(bilateral) ,000 ,000

a. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon

b. Se basa en rangos positivos.

Estadisticos de prueba?
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CONTROL- CONTROL-
HI+G Talla - Talla Peso - Peso
z -7,691° -6,675°
Sig. asintotica(bilateral) ,000 ,000
a. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon
b. Se basa en rangos positivos.
Estadisticos de prueba?®
CONTROL- CONTROL-
MEJ Talla - Talla Peso - Peso
z -6,779° -6,650°
ﬂ;. asintoética(bilateral) ,000 ,000
a. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon
b. Se basa en rangos negativos.
Estadisticos de prueba?®
CONTROL- CONTROL-
INOF Talla - Talla Peso - Peso
z -7,411° -6,874°
Sig. asintotica(bilateral) ,000 ,000

a. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon

b. Se basa en rangos negativos.

2

Como observamos en las tablas anteriores, con todas las dietas suministradas se obtienen

valores de Talla y Peso significativamente diferentes a los obtenidos con el control, aungque con

las dietas Mejicana y de Nofima se obtuvieron valores de Talla y Peso final de los erizos

significativamente inferiores a los valores obtenidos con la dieta Control basada en macroalgas.

Creemos que las caracteristicas organolépticas de las mismas pudieron influir en una menor

ingesta por parte de los erizos.
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Conclusiones

- Las cuatro dietas elaboradas especificamente para incrementar el ritmo de crecimiento de
individuos juveniles de P. lividus funcionaron mejor que la dieta Control, ya que se obtuvieron
valores medios de Talla y Peso finales significativamente mayores que los obtenidos con esta
dieta.

- La talla media de los erizos del grupo Control del experimento (alimentados “ad libitum” con
macroalgas) fue de 16,61 mm de didmetro en 6 meses, mientras que la talla obtenida en los
juveniles alimentados con la dieta HA + A fue de 21,38 mm en el mismo tiempo, lo que supone
un incremento del 128,7% sobre el grupo Control.

- El peso medio de los erizos del grupo Control (alimentados “ad libitum” con macroalgas) fue
de 2,42 g de peso en 6 meses, mientras que el peso obtenido en los juveniles alimentados con
la dieta HA + A fue de 4,35 g en el mismo tiempo, lo que supone un incremento del 179,8% en
el peso de los juveniles.

- Alimentando los erizos juveniles de esta especie con la dieta basada en Harina de atun y Agar
como elemento gelificante, que fue la que mas incrementé el peso vy la talla de los erizos, se
podria reducir en al menos un 40% el tiempo necesario para producir juveniles aptos para
repoblacion (20 mm de didmetro).
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Actividad 5. Obtencion masiva de juveniles para repoblacion
5.1. Documento final de resultados obtenidos

Repoblacion con juveniles de P. lividus en el litoral de Cangas do Morrazo (Ria
de Vigo)

Se liberaron un total de 50000 erizos juveniles de la especie P. lividus en la zona litoral de ‘Os
Castros’ de Cangas do Morrazo, demarcada por las coordenadas que se especifican en la Tabla
1y protegida de la pesca extractiva por la Cofradia de Pescadores San Xosé de Cangas.
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La repoblacion se hizo en 3 tandas diferentes, la primera de ellas se llevd a cabo el dia 30 de
abril de 2021, liberandose aproximadamente 8500 individuos juveniles en grietas de la zona a
repoblar, con una talla media de 20 mm de didmetro de testa y en una franja de O a 1’5 m de
profundidad, abarcando la zona intermareal; en la figura 8 se pueden ver algunas fotos del
transporte de los erizos hasta la zona y de la liberacién de los mismos en el litoral, el reportaje
fotografico completo se adjunta como fuente de verificacion FV 5.2.

Fig. 8.- A) Caja de poliexpan de transporte de los erizos juveniles ; B) Buzo repoblando las charcas del
intermareal ; C) Embarcacién de la Cofradia de Pescadores San Xosé ; D) Tareas de repoblacion de los
dos buzos.

93

OCIMER - Optimizacién del cultivo integral del erizo de mar Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816)



VIcERRSI Unién Europea Centro de Investigacién Marifia
e % PROGRAMA 2 P Uni ida 1 Vi
RIS | e, 7 leamar SR 1o Europeo Maritimoy W 1IIVETS1AAeVIZO

TRATEpTeIAICE Fundacién Blodiversidad % de Pesca (FEMP)

La segunda repoblacién se realizd el dia 09 de Julio de 2021 en la misma zona, tal como nos
indicod la Cofradia de Cangas como entidad socia del proyecto OCIMER, aunque a mayor
profundidad (1’5 a 3 m); se liberaron aproximadamente 21000 erizos juveniles con una talla
media de 20 mm de didmetro de testa (Figura 9).

Fig. 9.- Ay B) Cajas de poliexpan para el transpote de los erizos juveniles ; C) ejemplar juvenil para
repoblacidn ; D) Buzo transportando una de las cajas con juveniles hasta el area a repoblar.
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La ultima repoblacion se llevd a cabo el dia 27 de Octubre de 2021 en la misma zona, a una
profundidad media de 2’5 m; se liberaron aproximadamente 20000 erizos juveniles con una
talla media de 20 mm de didmetro de testa (Figura 10).

Fig. 10.- Ay B) Cajas de poliexpan para el transpote de los erizos juveniles cubiertas con un pafio himedo ;
C) transporte de las cajas hasta la zona a repoblar ; D) Buzos realizando tareas de repoblacion.

No se pudieron llevar a cabo las tareas de seguimiento de las repoblaciones realizadas por
falta de tiempo debido al retraso derivado de la pandemia, se espera poder terminar esta

tarea en el marco del nuevo proyecto OCIMER +.
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Actividad 6. Creacion de un biobanco de diversas especies de erizo de
mar como herramienta para la conservacion de la biodiversidad de
las especies autoctonas de erizo de mar, en colaboracion con el
Parque Nacional de las Islas Atlanticas.

6.1 Libreto de protocolos

CRIOPRESERVACION DE
ERIZO DE MAR

LIBERETO DE PROTOCOLOS

Ocimer

“Sea urchin research project”

La Crishiclogia &= uns técnica amplisments recanocics pars =l

simacenamisnto = la-ga slzza de material biokgico usanda

L criog: Sin consiste en
congeler, simacensr y descongelar matesisl biclégica, y2 s2an

células, tejido u orgmnismos, en la presencia de sgentes

¥ funcidn. La
criopreservacién tiems  splicaciones e Gancis bdsicn, ol
scuiculturs, gesén de pesquerias y conservacidn de I
bicgiversidad. Dertro de mste [Sretc sncomtrariz loz
protosslos de cisprasanvacién pars células de loz erzos de
mar: lidus, 5t inuz grarwlaris e IR |

Echinozardium cardatum. " e

T

Los protocolos de estudio y desarrollo de protocolos de criopreservacion para diferentes tipos
celulares de las 3 especies de erizo de mar estudiadas: P. lividus, S. granualres y E. cordatum
se han publicado en este libreto de protocolos técnicos, publicados en lenguaje cientifico
cercano y comprensible para aquellos acercadndose a la criobiologia por primera vez.

6.2. Informe técnico sobre mejores practicas en los biobancos de invertebrados
marinos

Se realizd un trabajo de estudio y recopilacion de la informacién necesaria para los primeros

pasos de la creacion de un biobanco y su mantenimiento con un estandar de calidad que
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garantice que las células almacenadas mantienen su viabilidad. El indice de contanidos se

muestra a continuacion.

Indice

Biobancos de organismos marinos.............ccccccvvveeeiievicciieeee e, iError! Marcador no definido.
EQUE SON 105 BIObANCOS?....iiiiiiciireieece e iError! Marcador no definido.
Biobancos de invertebrados marinos criopreservados: el futuro ya estd aqui .........ccccvvveeeeeeicnnnneee. 3
Criopreservacion en biobancos..........ccecvveiiiciieisciiee e, iError! Marcador no definido.
Principios basicos de la criopreservacion .........ccccccceeeecveeeeiciveeescnneenn, iError! Marcador no definido.
Almacenamiento criogénico: generalidades.........ccocveiieiiiieeeciie e e e 10

Mejores practicas en biobancos de organismos marinos...................... iError! Marcador no definido.

Medidas de seguridad de los investigadores y personal relacionado . iError! Marcador no definido.

Medidas de seguridad de 1as MUESLras.....c.ccccveeevciieeiiiveeeeiiree e iError! Marcador no definido.
Sistemas de calidad en un biobanco.......cccceeeeiiiiiiiinins iError! Marcador no definido.
Calidad de las muestras: armonizacion de criterios y métodos .......... iError! Marcador no definido.

El Futuro de 1os biobancos ..............cccoociiiiiiniiiic e iError! Marcador no definido.
Equipamiento del futUro......c.ceeiciieei i iError! Marcador no definido.
Bibliografia y liNks de @pOY0 ..........cooiiiiii e et 15
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6.3 Informe técnico sobre potencial de cultivo en hatchery de especies de erizo de
mar difundido a través del servicio de comunicacion de la ECIMAT y de la UVigo.

En este informe técnico se muestra informacién bioldgica de reproduccion y cultivo de las dos
especies alternativas a P. lividus: S. granularis y E. esculentus.

Larva Pluteus de & brazos

Gastrula Larva Pluteus de 4 brazos

Larva P rfica adn no ¢

Larva Pluteus de 8 brazos

Larva p rfica P que ya tiene rudi

Desarrollo larvario de S. granularis

2.50E+05

2.00E+05

1.50E+05

.00E+05

.00E+04

idad Igfvaria (celulas)

.00E+00

0 5 10 15 20 25
Cultivo Larvario (Dias)

Delg

Cultivo larvario de S. granularis durante 22 dias (T2 182
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Actividad 7. Comunicacién y divulgacion

Personal Presente:
Estefania Paredes-Direccion Cientifica OCIMER
Damidn Costas —Direccién Técnica OCIMER

Montserrat Martinez Moran - Directora Adjunta Parque Nacional maritimo-terrestre Illas Atlanticas
de Galicia

Orden del Diar Muestreos para criopreservacion de erizos e inclusién en biobanco.

Muestreos en el parque nacional de individuos de Sphaerechinus granularis

g

Hmiin Karppen Centro de Investigacion Marifia

ittty UniversidagVigo

& PROGRAMA
% pleamar

Reunion Virtual con Parques Nacionales 2021
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european
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corporate

EAS is offering CORPORATE MEMBERSHIP
to companies that support our objectives and have
> to be part of our co

Your logo and link on
EAS homepage.

Asistencia al congreso de la European Agquaculture Society 2021
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Reunion con Solavela S.L. (Pais Vasco) Noviembre 2021
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Reunion Cierre Noviembre 2021, sede de la Cofradia de Cangas

A7 Comunicacioén y divulgacion
Accion 1.-Se promocionara el proyecto a través de la unidad de comunicacién de la
ECIMAT vy de los recursos de la Universidad de Vigo;

R7.1 Elaboradas y publicadas 2 notas de prensa: puesta en marcha del proyecto y evento de
cierre y presentacion de resultados

El proyecto cuenta con una cuenta de Facebook y una de Twitter e Instagram respectivamente que
se ha mantenido activa e interactiva desde el inicio del proyecto.

102
OCIMER - Optimizacién del cultivo integral del erizo de mar Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816)



VICEPRESIDENCIA
‘CUARTA DEL GOBIERNO.
GOBIERNO.
DEESPANA  MINKTERO
PARA LATRANSICION ECOLOGICA|
Y ELRETO DEMOGRAFICO

= Unién Europea Centro de Investigacién Marifia
77 ‘ eamar i UniversidajVigo
“~Z  p leamar Rl oo Euxopeo Maritimo y deV1g

Fundacion Biodiversidad

SEGUIDORES REDES

= Intagram = Facebook = Twitter

Se han realizado varias noticias de prensa general y medios especializados anunciando la concesion
del proyecto, la realizacién de la jornada inaugural y recientemente hablando sobre la importancia
del trabajo de OCIMER para el sector. Ademas de una breve aparicion en la televisién local TVG.

10.
11.

12.

https://www.pescaconciencia.com/2019/12/19/galicia-ecimat-busca-la-sostenibilidad-del-
erizo-de-mar-a-traves-del-proyecto-ocimer/
https://www.crtvg.es/informativos/presntase-en-vigo-o-proxecto-ocimer-para-optimizar-a-
producion-de-ourizo-de-mar-4308865
https://www.lavozdegalicia.es/noticia/vigo/2020/02/20/30000-ejemplares-erizo-mar-
repoblar-zonas-sobrexplotadas-ria/0003_202002V20C4995.htm
https://www.farodevigo.es/mar/2020/02/20/proyecto-uvigo-repoblara-ria-30-
15326016.html
http://www.ipacuicultura.com/noticias/ultima_hora/75108/el_proyecto_ocimer_de_optimi
zacion_del_cultivo_integral_del_erizo_de_mar_celebra_su_jornada_de_apertura_esta_sem
ana_en_vigo.html
https://www.20minutos.es/noticia/4156049/0/uvigo-pone-en-marcha-un-proyecto-para-
optimizar-el-cultivo-de-erizo-de-mar-cuyo-precio-crece-exponencialmente-cada-ano/
https://cim.uvigo.gal/2020/02/0-proxecto-ocimer-mellorara-o-cultivo-do-ourizo-de-mar-e-
repoboara-con-30-000-exemplares-as-zonas-sobreexplotadas-da-ria-de-vigo/
https://www.diariodepontevedra.es/articulo/o-morrazo/repueblan-erizos-mar-zonas-
sobreexplotadas-ria-vigo/202002192055481074167.html
http://www.crtvg.es/tvg/a-carta/vivir-o-mar-999-proxecto-ocimer-febreiro-mes-da-robaliza-
4340877?t=0&fbclid=IwAROXbdh_Du9VHmMsRaBIGOwdewTCOZbcA7ctRmelnF-
RuNxJS4c89UU1b9D0

https://www.facebook.com/watch/?v=381856602947616
http://www.ipacuicultura.com/noticias/en portada/79027/el proyecto ocimer repu
ebla con casi 30000 juveniles de erizo de mar la costa de cangas do morrazo.
html

https://industriaspesqueras.com/noticia-66818-sec-Portada
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13. https://www.farodevigo.es/mar/2021/07/23/uvigo-repuebla-costa-cangas-30-
55334626.html

14. https://www.abc.es/espana/galicia/abci-proyecto-repoblara-zonas-erizos-mar-
sobreexplotadas-202002192043 noticia.html
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