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RESUMEN

El mejillon Mytilus platensis, es un bivalvo con una amplia distribucion en el cono sur,
este ha sido estudiado en temas referidos a sus aspectos biolégicos ecoldgicos, reproductivos,
genéticos y pesqueros. La ausencia de captacion natural y la devastacion de los bancos de
mejillon en la zona costera norte del Golfo San Matias han llevado a las poblaciones a un punto
de no recuperacion por fallas en el reclutamiento de los fondos, por esta razon, la produccién
de semilla en criadero surge como una alternativa viable para resolver este problema. Esta tesis
se centra en la evaluacion del impacto de dos concentraciones de microalgas en la maduracion
sexual de los mejillones Mytilus platensis en un entorno controlado de laboratorio. Se realizaron
analisis cualitativos de proporcion de estadios gonadales y cuantitativos los cuales abarcaron
indice de Condicion, Rendimiento, Histograma de Frecuencia Ovocitaria y Porcentaje de Area
Ovocitaria Relativa. Estos andlisis se realizaron utilizando organismos de banco natural y
acondicionados, los cuales fueron expuestos a dos concentraciones de dietas diferentes:
Tratamiento A (2500 x 108 cél/ind/dia) y Tratamiento B (5000 x 10° cél/ind/dia), compuestas
por las microalgas Chaetoceros sp, Isochrysis galbana y Tetraselmis suecica. Dichas dietas se
suministraron a los organismos acondicionados a una temperatura de 17°C + 1°C y una
salinidad del 34%o durante un periodo de dos meses. Los resultados revelan que no se
observaron diferencias significativas en el indice de Condicion, Rendimiento y Area Ovocitaria
Relativa entre los tratamientos aplicados en el laboratorio. Sin embargo, se observé una mayor
proporcion de organismos maduros a los 15 dias, especialmente en los mejillones
acondicionados. Por consiguiente, se sugiere que una dieta con una concentracion de 2500 x
10° cél/ind/dia es dptima para acelerar la maduracion de un mayor nimero de individuos en un
periodo méas corto, lo que reduce tanto los costos como el tiempo necesario para el
acondicionamiento de los reproductores. Este estudio establecerd parametros alimenticios de
referencia para el acondicionamiento de reproductores en criadero, sentando asi un precedente

en la investigacion sobre este tema.

Palabras claves: Mytilus platensis, Criadero, Acondicionamiento, Dietas microalgales,

Desarrollo gonadal.



ABSTRACT

The mussel Mytilus platensis is a bivalve with a wide distribution in the southern cone.
It has been studied in topics related to itsbiological ecological, reproductive, genetic and fishing
aspects. The absence catchment of natural and the devastation of mussel shoal in the northern
coastal area of the San Matias Gulf have led the populations to a point of non-recovery due to
failures in the recruitment of the funds, for this reason, seed production in hatcherie emerges as
a viable alternative to solve this problem. This thesis focuses on the evaluation of the impact of
two concentrations of microalgae on the sexual maturation of Mytilus platensis mussels in a
controlled laboratory environment. Qualitative analyzes of the proportion of gonadal stages and
quantitative analyzes were carried out, which included Condition Index, Performance,
Histogram of Oocyte Frequency and Percentage of Relative Oocyte Area. These analyzes were
carried out using natural and Qualitative analyzes of the proportion of gonadal stages and
quantitative analyzes were carried out, which included Condition Index, Performance,
Histogram of Oocyte Frequency and Percentage of Relative Oocyte Area. These analyzes were
carried out using natural and aconditioned bank organisms, which were exposed to two different
diet concentrations: Treatment A (2500 x 10° cells/ind/day) and Treatment B (5000 x 10°
cells/ind/ day), composed of the microalgae Chaetoceros sp, Isochrysis galbana and
Tetraselmis suecica. These diets were supplied to the aconditioned organisms at a temperature
of 17°C £ 1°C and a salinity of 34%o for a period of two months. The results reveal that no
significant differences were observed in the Condition Index, Performance and Relative Oocyte
Area between the treatments applied in the laboratory. However, a greater proportion of mature
organisms was observed after 15 days, especially in aconditioned mussels. Therefore, it is
suggested that a diet with a concentration of 2500 x 10° cells/ind/day is optimal to accelerate

the maturation of a greater number of individuals in a shorter period, which reduces both costs



and the time required. for the conditioning of the reproducers. This study will establish
reference nutritional parameters for the conditioning of broodstock in hatcherie, thus setting a

precedent in research on this topic.

Keywords: Mytilus platensis, Hatchery, Conditioning, Microalgal diets, Gonadal

development.



INTRODUCCION

Los productos acuicolas de origen marino como algas, peces, crustaceos y moluscos son
una fuente muy valiosa de proteinas, lipidos y nutrientes esenciales, que contribuyen a lograr
una nutricién equilibrada. Debido a que las pesquerias han sobrepasado sus niveles maximos
de captura en diversas zonas del mundo, la acuicultura brinda una oportunidad de incrementar
la produccion de peces y mariscos (FAO 2012, 2022).

El cultivo de moluscos es una actividad que no utiliza dietas balanceadas, dado que estos
organismos se alimentan por filtracion. Esto proporciona una ventaja significativa al no
necesitar este tipo de insumos que incrementen los costos de produccion (Helm et al. 2006),
siempre que el cultivo no requiera de semilla de criadero. Desde 2010, esta actividad ha
experimentado un crecimiento sostenido, alcanzando un volumen cercano a 18 millones de
toneladas a nivel mundial en 2020. En contraste, la pesca de moluscos solo registro alrededor
de 7 millones de toneladas durante el mismo periodo. En el afio 2020, los mejillones
representaron aproximadamente el 10 % del total de la produccion de acuicultura de
moluscos (FAO 2022).

En Argentina, la actividad acuicola se inicid a principios del siglo XX con la
introduccién de salménidos y la siembra de pejerrey en diversos cuerpos de agua dulce. En la
actualidad, las especies cultivadas predominantemente son peces, como la trucha arcoiris, pacu,
surubi, boga, dorado, tilapia y carpas, entre otros. En segundo lugar, se destaca el cultivo de
moluscos, representado por la ostra japonesa (Crassostrea gigas) en el sur de la Provincia de
Buenos Aires, y la mitilicultura, realizada a escala piloto comercial en la provincia de Tierra
del Fuego. Este Gltimo se encuentra en una etapa inicial, con una proyeccion estimada de
alcanzar las 5.800 toneladas anuales para el afio 2025 (Direccién Nacional de Acuicultura en

2022).



Debido al significativo potencial que la acuicultura de mejillones posee como fuente de
proteina y generadora de divisas, existe un interés marcado en asegurar la disponibilidad de
larvas y juveniles ("semillas"). La obtencion de semillas puede realizarse mediante dos métodos
distintos. Uno de ellos consiste en la recoleccion en el medio natural, lo que depende de diversos
factores ambientales como corrientes, temperaturas del agua y disponibilidad de alimento, lo
que conlleva una importante incertidumbre en la produccion (Kamermans et al. 2013). El
segundo método, la produccién en criadero, ofrece la posibilidad de un suministro estable y
predecible a lo largo del tiempo. El estudio del ciclo reproductivo natural de estos organismos,
asi como el desarrollo de métodos para el acondicionamiento gonadico (maduracion sexual
controlada), son esenciales para alcanzar estos objetivos. Por lo tanto, el acondicionamiento de
los reproductores desempefia un papel fundamental, ya que representa la primera etapa de
produccion si se busca obtener semillas de manera sostenida y fomentar el cultivo hasta alcanzar

una talla comercial adecuada para mercados establecidos (Helm et al. 2006).

El mejillon ha sido ampliamente estudiado en temas referidos a sus aspectos biolégicos-
ecologicos (Penchaszadeh 1980, Bala 1989, 1996), reproductivos (Penchaszadeh 1971, Sar et
al. 2018, Oehrens Kissner y Kroeck 2005), genéticos (Borsa et al. 2012, Valenzuela et al. 2016,
Zbawicka et al. 2018) y pesqueros (Lasta et al. 1986, Lasta et al. 1998, Coller et al. 2004,
Narvarte y Morsan 2005). En estos altimos estudios, se concluye consistentemente que la
sobreexplotacion de los bancos es un problema recurrente, lo que ha impulsado el desarrollo
del cultivo como una alternativa viable para abordar esta situacion (Bertolotti et al. 1986,

Pascual y Zampatti 1998).

El mejillon es una especie dioica, sin dimorfismo sexual evidente macroscopicamente y
la talla de primera madurez sexual comienza a los 24,91 mm (Oehrens Kissner y Kroeck 2005).

Una caracteristica particular de esta especie es que, a medida que avanza la maduracion sexual,



el color de la carne de los individuos cambia segun el grado de maduracion gametogénica. Las
hembras varian desde el amarillo oscuro hasta el naranja rojizo o rosa, mientras que los machos
maduros presentan una gama de colores desde el amarillo hasta el blanco cremoso (Calvo et al.
1998). En el Golfo San Matias, durante los meses de invierno, los organismos experimentan
una fase de maduracion temprana, seguida de una maduracién total a principios de primavera,
culminando con la puesta gamética en los meses de noviembre y diciembre (Oehrens Kissner
et al. datos no publicados). Los estudios reproductivos siempre se han realizado con ejemplares
silvestres, de banco natural y hasta el presente no se han llevado a cabo estudios descriptivos
del desarrollo gonadal en condiciones de laboratorio bajo diferentes tratamientos de

alimentacion.

Teniendo en cuenta el ciclo de vida, el cultivo en criadero del mejillon se caracteriza
por cuatro fases distintas: acondicionamiento de reproductores, cultivo larvario, fijacién y pre-
engorde de semilla (Pérez Camacho 1987 a, b). El acondicionamiento de reproductores consta
en controlar la temperatura y la alimentacion con la finalidad de poder disponer de ejemplares
sexualmente desarrollados en cualquier época del afio (Pérez Camacho 1987 a, b, Farias 2008).
Una vez que los organismos alcanzan la madurez sexual, se induce a la liberacion gamética y
fecundacién, lo que permite el desarrollo del cultivo larvario bajo condiciones controladas hasta
la obtencidn de semilla. En la acuicultura en criadero, el acondicionamiento de reproductores
es de suma importancia, ya que es fundamental para obtener larvas y semilla que puedan ser
cultivadas hasta alcanzar la talla comercial (Helm et al. 2006). Este proceso implica la
recoleccion de individuos adultos silvestres, seguida de su acondicionamiento para la
maduracion sexual. El objetivo del acondicionamiento gonéadico es extender en el tiempo el
ciclo reproductivo, eliminando la necesidad de depender exclusivamente de los adultos

maduros que se encuentran en el mar (Mazon Suastegui 1988, 2005).



La maduracion sexual en los bivalvos es el resultado de una compleja interaccion de
varios factores, incluyendo la temperatura, la salinidad, la luz y el alimento (Mackie 1984,
Roman et al. 2001, Barber y Blake 2006). Entre estos, la temperatura y la disponibilidad de
alimento se destacan como los principales determinantes de la maduracion sexual en estos
organismos (Saucedo et al. 2001, Roman et al. 2001, Fernandez Reiriz et al. 2003, Chavez
Villalba et al. 2007, Acosta et al. 2011). Una mayor investigacion y control sobre estos
parametros podria modificar significativamente la eficiencia del acondicionamiento (Mucifio
Diaz y Avilés Quevedo 1990, Hernandez y Gomez 2000, Lagos et al. 2012, Trevifio Zambrano

2018).

En su ambiente natural el mejillon como molusco filtrador, se alimenta basicamente de
particulas en suspension que pueden variar desde microalgas (diatomeas, dinoflagelados,
silicoflagelados) hasta radiolarios, foraminiferos y estructuras de organismos del zooplancton.
La composicion de su dieta depende del tamafio de la particula y del propio tamafio del
individuo (Penchaszadeh 1974). En laboratorio, las dietas mas utilizadas estan compuestas por
las microalgas Tetraselmis sp., Isochrysis galbana, Pavlova lutheri, Chaetoceros muelleri,
Thalassiosira spp. y Skeletonema costatum. Las distintas especies de microalgas que se utilizan
estan sujetas a la disponibilidad y produccion de cada laboratorio, sin embargo, siempre es
preferible emplear una mezcla, proporcional o no de las especies disponibles. La inclusién de
al menos un flagelado y una diatomea en la dieta de acondicionamiento es crucial debido a los
altos requerimientos de triglicéridos y &cidos grasos poliinsaturados (PUFA) por parte de los
huevos (Helm et al. 2006). La falta de estos componentes en la dieta conduce directamente a
una disminucién en el contenido lipidico de las estructuras celulares del huevo, lo que repercute
negativamente su viabilidad y supervivencia. La combinacion de especies aborda integralmente

estos requisitos, ya que cada microalga seleccionada es rica en diferentes PUFA, asegurando



asi un suministro completo de nutrientes esenciales para el desarrollo 6ptimo de los organismos.
Por ejemplo, Chaetoceros sp. cumple con los requisitos de acido eicosapentenoico (EPA),
Tetraselmis sp. aporta &cido linoleico, alfa-linolénico (ALA), estearidonico (SDA) y é&cido
araquidonico, y por altimo Isochrysis galbana, proporciona ademas de los mencionados para
Tetraselmis sp. acido docosahexaenoico (DHA) (Helm et al. 2006; Farias 2008; Abalde et al.
1995). Otro factor relevante a considerar es la cantidad de proteinas a proporcionar, ya que la
falta de este componente podria afectar negativamente el proceso de maduracién de los
organismos (Farias y Uriarte 2001). Dado que la mayoria de las microalgas son ricas en
aminoacidos y proteinas (Abalde et al. 1995), la decision clave radica en determinar la cantidad

adecuada de células a suministrar.

La dieta para los reproductores implica una solucion de células microalgales, cuya
cantidad varia en un rango de 75 a 5357 millones de células por individuo al dia. Esta variacion
depende del peso del individuo, la disponibilidad de algas (considerando especies y densidades
méaximas alcanzadas en los cultivos) y los objetivos especificos, ya sea la mantencién de los
reproductores o su acondicionamiento (Helm et al. 2006). Se pueden emplear dos métodos para
el célculo de la alimentacién diaria. EI primero se calcula a partir del peso seco promedio de las
partes blandas de los mejillones, al cual se le asigna un porcentaje de peso seco de microalgas,
extrapolado a una densidad de cultivo de microalgas vivas. Los porcentajes mas utilizados para
el acondicionamiento de mejillones son diversos. Por ejemplo, Helm et al. (2006) propone una
dieta general para moluscos que oscila entre el 2 y el 4% del peso seco de las partes blandas.
Para Mytilus galloprovincialis, Martinez-Pita (2013) propone un 2%, mientras que Alvarado
Enriquez (1989) sugiere un rango del 3% al 4%. El segundo consiste en proporcionar un nimero
determinado de células por dia. Las experiencias realizadas por Carpizo ltuarte (1983) para

Mytilus californianus proponen dietas que van desde 30,5 x 10° hasta los 1830 x 10°



células/individuo/dia. En el caso de Mytilus edulis, la dieta utilizada por Alvarez et al. (2008)

para la produccion de semilla consiste en 3500 x 108 células/individuo/dia.

En el CRIAR (Criadero de Especies Marinas) dependiente del CIMAS (Centro de
Investigacion Aplicada y Transferencia Tecnoldgica en Recursos Marinos Almirante Storni),
anteriormente conocido como IBMPAS (Instituto de Biologia Marina y Pesquera “Almirante
Storni”), se llevo a cabo la produccion experimental de semillas de mejillon en el afio 1999
escalandose a nivel masivo a partir del 2011 (Pascual et al. 2014). Durante este periodo, la dieta
utilizada para el acondicionamiento de los mejillones experimentd variaciones, oscilando entre
2000 - 5000 x 10° de células/individuo/dia. Este ajuste fue resultado de la adaptacion y
optimizacion de las practicas alimenticias empleadas en la cria de la ostra plana, Ostrea
puelchana (Pascual et al. 1998, Pascual et al. 2015). Las diversas experiencias realizadas,
arrojaron resultados preliminares indicando que el rango inferior de concentracién microalgal
para una maduracion gonadal exitosa en mejillon es de 2500 millones cél/ind/dia, ya que por
debajo de esta concentracidn no se registraron puestas o estas fueron inviables. Se estableci6
como rango superior 5000 millones de cél/ind/dia, observando que, por encima de éste, quedaba
alimento no ingerido en los sistemas y comenzaba la generacion activa de pseudoheces (Pascual
etal. 2014, 2015). Es importante destacar, que los rangos en la dieta mencionados anteriormente
fueron establecidos sin tener en cuenta los estadios gonadales a partir de cortes histoldgicos de

las gbnadas de los organismos.

El alimento para todas las etapas de produccion de semilla representa entre un 40 % y
60 % de los costos de produccion en el laboratorio, por lo que las investigaciones intentan
analizar la forma de hacer mas eficiente el proceso (Helm et al. 2006, Farias 2008, Lopez
Carvallo 2015). Un menor consumo de microalgas en acondicionamiento de reproductores,

significaria una reduccion en los gastos generados en la produccion de semilla (Farfan et al.



1998, Farias 2008). Al establecer los parametros alimenticios Optimos para el
acondicionamiento de reproductores, este estudio sienta las bases para una produccion mas
eficiente de juveniles. Identificar la dieta adecuada en esta etapa crucial no solo promueve la
salud y el desarrollo de los organismos, sino que también maximiza su reproduccion y éxito
reproductivo. Este impacto directo se traduce en una mayor disponibilidad de semillas para la
maricultura comercial y proyectos de repoblamiento, lo que impulsa el crecimiento y la

sostenibilidad de la industria acuicola y preserva los ecosistemas marinos.
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Hipdtesis y predicciones:

H1- Una mayor concentracion de microalgas en la dieta durante el acondicionamiento en
laboratorio estimula de manera significativa el tiempo de la maduracion gonadal de los

reproductores del mejillon Mytilus platensis.

Prediccién: Se espera que los mejillones en acondicionamiento con una dieta microalgal de
5000 x 10° cél/ind/dia presenten un mayor indice de condicidn, rendimiento, proporcion
de individuos en estadios maduros, mayor didmetro ovocitario y una mayor area
ovocitaria relativa antes que los alimentados con una dieta microalgal de 2500 x 10°

cél/ind/dia.

H2- Los reproductores de mejillon Mytilus platensis en acondicionamiento presentan distinto

tiempo de maduracion gonadal que los de banco natural.

Prediccién: Se espera que los mejillones en acondicionamiento con una dieta controlada
presenten un mayor indice de condicion, rendimiento, proporcion de individuos en
estadios maduros, mayor diametro ovocitario y una mayor area ovocitaria relativa antes

que los mejillones del banco natural.

11



Objetivos del Plan de Trabajo:

Objetivo General: Evaluar experimentalmente el efecto de dos concentraciones microalgales
en la maduracion sexual de reproductores del mejillén, Mytilus platensis, bajo condiciones
controladas de laboratorio, comparado con el anélisis de la maduracién gonadal de los

mejillones extraidos de banco natural.

Objetivos Particulares:

1. Evaluar y comparar el indice de condicion y rendimiento en carne de los

reproductores de mejillon acondicionados y de banco natural en un periodo determinado.

2. Comparar cualitativamente los estadios de desarrollo gonadico de los mejillones

acondicionados y de banco natural en un periodo determinado.

3. Analizar la calidad de la maduracion usando como pardmetros el diametro de los
ovocitos y el area ovocitaria relativa de los mejillones acondicionados y de banco natural en un

periodo determinado.

4. Determinar la supervivencia de los reproductores de mejillon acondicionados en

un periodo determinado.

5. Evaluar la eficiencia del uso de alimento en los sistemas de acondicionamiento
de reproductores de mejillon, comparando el nivel de alimento residual presente bajo dos

concentraciones microalgales durante el mismo periodo de tiempo.

12



MATERIALES Y METODOS

Obtencion y manejo inicial de reproductores

El 27 de julio de 2017 se colectd una muestra de 380 mejillones, de banco natural de la
zona denominada “El Buque”, situado en el cuadrante delimitado por los siguientes puntos 40°
537000 S; 65° 06" 000 O —40° 53" 000 S; 65° 04" 000 O —40° 55" 000 S; 65° 06" 000 O — 40°
557000 S; 65° 04" 000 O (Figura 1 Ay 1 B). La zona se caracteriza por poseer tres tipos de
fondo, el sector méas cercano a la costa es un fondo duro compuesto por roca sedimentaria,
seguido a este una franja de canto rodado y el sector mas alejado de la costa esta compuesto por
arena, aqui el mejillon convive con otro molusco bivalvo de interés pesquero, la cholga
(Aulacomya atra). La extraccion se realizé mediante buceo auténomo a unos 20 — 25 metros de

profundidad, con una temperatura superficial de 15 °C y en profundidad de 14 °C.

El Buque

Figura 1. A: Mapa del Noroeste del Golfo San Matias sitio de muestreo banco “El Buque” (recuadro
rojo). B: Detalle de banco “El Buque” (imagen tomada de www.googleearth.com y editada).

La muestra, al ingresar al laboratorio fue limpiada y clasificada para seleccionar solo

individuos con un largo total superior a 50 mm. Se extrajo una primera submuestra (n=30),
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registrando el largo total (Lt), distancia entre el umbo y el borde opuesto, el alto total (At),
distancia entre borde dorsal y ventral, y el espesor de ambas valvas (Esp) (Figura 2).
Posteriormente, fueron pesados con una balanza digital (Traveler, mod. TA 3001) con una
precision de 0,1 gr (Pt = peso total) y luego se fijo la muestra, para finalmente conservarla en

alcohol hasta su procesamiento histoldgico.

Figura 2. Mytilus platensis. Medidas del mejillén: Izq. Lt: largo total, At: alto total;

Der. Lt, Esp: espesor.

La segunda submuestra fue dividida aleatoriamente en 6 grupos, cada uno compuesto
por 58 individuos sometidos al proceso de acondicionamiento. Inicialmente, se les proporciond
a los ejemplares las mismas condiciones de temperatura que en el ambiente natural, la cual se
incremento progresivamente 1 °C por dia. Se partio desde 14 °C, hasta alcanzar la temperatura
Optima de acondicionamiento para la especie, establecida en 17 °C + 1 °C. Desde el inicio del
acondicionamiento, los mejillones fueron alimentados segun las dietas establecidas en este

estudio.
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Disefio experimental

El estudio se estructurd con dos tratamientos de laboratorio, A (2500 x 10° cél/ind/dia)
y B (5000 x 108 cél/ind/dia) y se compararon con los organismos de ambiente natural extraidos
del banco “El Buque” (denominado tratamiento C). Los tratamientos de laboratorio (A y B),
constaron de 3 réplicas cada uno, denominadas posteriormente sistemas, con un total de 58
individuos cada uno. La investigacion abarcé un periodo de 2 meses desde el primer dia de
acondicionamiento, durante el cual se llevaron a cabo 4 muestreos con una frecuencia
quincenal, Muestreo 1= 15 dias (mediados de agosto), Muestreo 2= 30 dias (fines de agosto),
Muestreo 3= 45 dias (mediados de septiembre) y Muestreo 4= 60 dias (fines de septiembre).
En cada muestreo, se extrajo un total de 36 individuos (12 por sistema) del tratamiento A, 36
individuos (12 por sistema) del tratamiento B, y aproximadamente 20 individuos del
tratamiento C. En cada uno de los muestreos se registraron las medidas de talla y peso
mencionadas previamente, y los ejemplares fueron fijados y conservados en alcohol para su

procesamiento histoldgico.

Los sistemas de acondicionamiento se mantuvieron con una circulacion cerrada con un
volumen final de 800 I con agua de mar filtrada a 1 pm (utilizando filtros de cordoncillo de 10,
5y 1 um) ala cual se le incorpord agua de red filtrada a 1 um obteniendo una salinidad de 34
%o, controlada con un refractémetro (Atago S/Mill). Los sistemas constaron de un circuito
cerrado de circulacion de agua, compuesto de un tanque rectangular de 800 I (bach6n) sobre el
que se ubica una bacha plana de 200 | (raceway) (Figura 3). La circulacion del agua se generd
mediante una bomba sumergible con un flujo de 20 I/min desde el bachdn inferior hacia el
raceway. El agua regresa al bachdn por un rebalse ubicado en el otro extremo al que ingresa el

agua y el sistema de aireacion es continua por medio de difusores.
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Los individuos se colocaron homogéneamente en 4 canastillos por sistema suspendidos
del raceway (Figura 3y 4). Los sistemas se distribuyeron en grupos de a pares, una réplica del
tratamiento A junto con una réplica del tratamiento B, dejando un pasillo de paso con el

siguiente grupo, permitiendo un mejor acceso a cada sistema (Figura 5).

Figura 3. Esquema del sistema de acondicionamiento de reproductores de mejillén, Mytilus

platensis.

Figura 4. Sistema de acondicionamiento de reproductores de mejillon, Mytilus platensis.

Detalle de distribucién de canastillos y rebalse de agua.
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Tratamiento B - Sistema 1
Tratamiento A - Sistema 1
Pasillo
Tratamiento B - Sistema 2
Tratamiento A - Sistema 2
Pasillo
Tratamiento B - Sistema 3
Tratamiento A - Sistema 3

Figura 5. Disposicién de Tratamientos A y B, y sus respectivos sistemas.

Cultivo de microalgas y alimentacion:

A) Cultivo de microalgas:

El cultivo de microalgas constd de tres etapas: cultivo de cepas, cultivo intermedio y
cultivo masivo (Figura 6), siendo cada etapa contigua a la siguiente. Se desarrollaron en una
sala con una temperatura controlada entre los 18 y 20 °C, con una salinidad entre 25y 28 %o y
el medio de cultivo empleado fue el conocido como /2 (Guillard 1975) (modificado en su

preparacion en criadero Anexo 1).
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Cultive
Masivo
Cultive mtermedio
Cepas
T
|I ‘I -i = —_— [EEE—
LY
Bl
250 ml 3 litros
20 litros
140 litros

Figura 6. Secuencia del cultivo de microalgas.

1) Limpiezay desinfeccion del material:

El material utilizado (pipetas Pasteur, erlenmeyers, varillas de vidrio y mangueras
cristal) se lavo utilizando agua de red y detergente comercial biodegradable para eliminar restos
de residuos grasos, luego se dejaron sumergidos durante 24 hs en agua dulce con hipoclorito de
sodio comercial. Pasado este lapso se enjuagd todo el material con agua de red. Los erlenmeyers
de 250 ml antes de su utilizacion en cepas se los esterilizd mediante la utilizacién de acido

clorhidrico y se los enjuag6 con abundante agua de red.

2) Cultivo de cepas:

El cultivo se realiz6 en erlenmeyers de 250 ml sin aireacion (Figura 7), con agua de mar
filtrada (utilizando filtros de cordoncillos de 10, 5y 1 um), y luego a través de filtros de celulosa
millipore de 0,45 um, empleando una bomba de vacio (marca Dinko mod. D95). Los recipientes

con el agua se esterilizaron en autoclave (marca Samaritana Suiza) durante 1 hora a 1,5 atm.

Transcurrido 15 dias desde su inicio, se realizo el conteo y las cepas se utilizaron como in6culos

de los cultivos intermedios.
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Figura 7. Cultivo de cepas de microalgas. A: Tetraselmis suecica, B: Isochrysis galbana, C:

Chaetoceros sp.

3) Cultivo intermedio:

Se utilizaron erlenmeyers de un volumen de 3 litros y una vez alcanzada la fase
exponencial de crecimiento se inocularon botellones de 20 litros. El agua de mar empleada se
filtré a 1 um mediante la utilizacion de filtros de cordoncillo (10, 5y 1 um), y se esteriliz6
utilizando hipoclorito de sodio comercial durante 24 horas (el cloro utilizado fue el comercial
a razon de 0,055 gramos por litro de agua de mar), pasado este lapso fue neutralizado con

tiosulfato de sodio.

Cada cultivo estuvo aireado mediante una varilla de vidrio conectada a una manguera
cristal al sistema de suministro de aire general, la iluminacion fue directa, continua y la

temperatura se mantuvo a 20 °C + 1°C (Figura 8 Ay B).

El cultivo intermedio se inici6 con 0,3 x 10° cél/ml en las tres especies cultivadas y
transcurridos 15 dias, en la fase exponencial, se cosech6 inoculando un sistema de mayor

volumen.
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Figura 8. A (1zq.): Cultivo intermedio de 3 I. A: Tetraselmis suecica, B: Isochrysis galbana, C:

Chaetoceros sp. B (Der.): Cultivo Intermedio 20 I. Tetraselmis suecica.

Las densidades algales en el momento de la cosecha estan representadas en la tabla 1y 2.

Tabla 1. Densidades de cosecha. Cultivo intermedio de 3 I. (DE: desvio estandar).

Concentracion

Concentracion

Concentracion

Especie minima alcanzada | maxima alcanzada | promedio alcanzada
6 x 10° cél/ml
6 A4 6 ~A4
Chaetoceros sp 2 x 10°cél/ml 20 x 10° cél/ml DE: 1,755 x 10°
. 4 x 106 cél/ml
6 ~A4 6 ~A
Isochrysis galbana 2 x 10° cél/ml 7 x 10° cél/ml DE: 1,520 x 10°
6 7
Tetraselmis suecica 0,4 x 10°cél/ml 2,5 x 10°cél/ml e

DE: 0,257 x 10°

Tabla 2. Densidades de cosecha. Cultivo intermedio de 20 I. (DE: desvi0 estandar).

Concentracion

Concentracion

Concentracion

Especi .. . .
specte minima alcanzada | maxima alcanzada promedio alcanzada
6 x 108 cél/ml
6 ~A 6 ~A
Chaetoceros sp 2 x 10°cél/ml 20 x 10°cel/ml DE: 1,112 x 10°
, . . 4 x 106 cél/ml
Isochrysis galbana 2 x 108 cél/ml 6 x 108 cél/ml /

DE: 1,910 x 10°

Tetraselmis suecica

0,3 x 10° cél/ml

1,5 x 10°% cél/ml

0,8 x 10°cél/ml
DE: 0,553 x 10°
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Cultivo masivo:

En el cultivo masivo (Figura 9) se utilizaron bolsas de polietileno de un espesor de 240
pmy un volumen de 140 I. El agua empleada en esta etapa recibié el mismo tratamiento que en

los cultivos intermedios. La aireacién se suministré colocando varillas de vidrio a cada bolsa.

Figura 9. Cultivo masivo de 140 I. A: Tetraselmis suecica, B: Isochrysis galbana, C: Chaetoceros sp.

La densidad inicial fue de 0,3 x 108 cél/ml para las tres especies. Transcurridos los 20 dias ya

estaban en condiciones de ser utilizados como alimento de los reproductores.

En la Tabla 3 puede observarse un resumen de las concentraciones algales alcanzadas.
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Tabla 3: Densidades de cosecha. Cultivo masivo de 140 | (DE: desvio estandar).

Especie

Concentracion
minima alcanzada

Concentracion
méaxima alcanzada

Concentracién
promedio alcanzada

Chaetoceros sp 1,5 x 10° cél/ml 10 x 106 cél/ml 5 x 108 cél/ml
DE: 2,027 x 10°

Isochrysis galbana 1 x 108 cél/ml 8 x 108 cél/ml 3 x 108 cél/ml
DE: 2,478 x 10°

Tetraselmis suecica | 0,5 x 106 cél/ml 2 x 10 cél/ml 1 x 10% cél/ml

DE: 0,249 x 10°

B) Alimentacion:

La alimentacidn proporcionada a los reproductores consistié en una mezcla de tres
especies de microalgas, compuesta por un 50 % de Chaetoceros sp, un 40 % de Isochrysis
galbana y un 10 % de Tetraselmis suecica. Estos porcentajes se establecieron basandose en la
combinacién recomendada de incorporar a la dieta al menos una especie de flagelado y una
especie de diatomea, segin lo indicado por Helm et al. (2006). Ademas, se considerd la
disponibilidad de microalgas en el criadero y se adapté a las pautas dietéticas propuestas por
Pascual y Castafios (2000), Lagos et al. (2012) y Pascual et al. (2015). Teniendo en cuenta lo
expuesto anteriormente se realizaron los dos tratamientos A y B, cada uno con tres sistemas (S

= réplicas de cada tratamiento).
Tratamiento A: 2500 x 10° cél/ind/dia
Tratamiento B: 5000 x 10° cél/ind/dia

El nimero de células diarias a suministrar por sistema se calcul6 teniendo en cuenta el

tratamiento (A o B) y el nimero de individuos en cada réplica.

N° total de células diarias por sistema = Tratamiento (A o B) * N° de individuos.
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La cantidad de células a suministrar por dia (racion diaria) se determiné restando las
células residuales (células que no fueron ingeridas después de 24 horas) del nimero total de
células diarias establecidas para cada sistema. De esta manera, a cada tratamiento se le
proporcionaron las microalgas necesarias para mantener las concentraciones mencionadas
anteriormente. Los conteos fueron realizados mediante una camara de Neubauer bajo

microscopio optico Nikon Eclipse E-200.
Racidn diaria = N° de células diarias a suministrar por sistema — alimento Residual.

Las muestras de las células residuales, se extrajeron todos los dias, de tres puntos

diferentes del bachén inferior de cada uno de los sistemas.
El proceso de alimentacion de los diferentes sistemas se realizd de la siguiente manera:

1) En cada tratamiento y sus sistemas (réplicas) se extrajeron los individuos muertos.

2) Se limpi6é mediante sifoned el fondo de la bacha plana (raceway), eliminando las
heces, desechando 50 I por cada uno de los sistemas.

3) Se calculd la racion diaria y se extrajo el alimento de la sala de algas, Chaetoceros
sp, luego I. galbana y por altimo T. suecica.

4) Las microalgas fueron volcadas al bachdn inferior de cada uno de los sistemas, y
una vez suministradas las tres especies se llevé al volumen de trabajo (800 I)
utilizando agua de mar filtrada a 1 p y aclimatada a la misma temperatura de los

sistemas.

Proceso histolégico

Los mejillones fueron abiertos por el borde, cortando los musculos aductores y

ligamentos, se separaron las partes blandas de las valvas, registrandose el peso de cada una de
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ellas como peso de carne (Pc) y peso de valva (Pv). Para la obtencion de las secciones
histologicas, se realizaron cortes transversales de las partes blandas con un bisturi, obteniendo

una seccioén de gonada representativa de ambas partes del manto (Figura 10).

Los cortes se incluyeron en cassettes para biopsias y se fijaron en Solucién de Davidson
(Anexo 2). Se colocaron en un frasco en refrigerador a 4 °C por 24 hs. Pasado este tiempo, se
elimind el exceso de fijador con repetidos lavados de agua corriente y se conservo en alcohol

70° hasta el posterior procesamiento de tejidos.

Musculo aductor

anterior
Palpo labial

Musculos retractores del biso
Estomago

Pie Intestino

Musculo aductor Posterior

Figura 10. (Izq) Anatomia interna de mejillon (imagen obtenida de www.asturnatura.com y editada).
(Der) Corte transversal de partes blandas de mejillén (imagen obtenida de www.biogeo.esy.es y
posteriormente editada).

La deshidratacion se realizo en el procesador automatico de tejidos (marca Leica TP
1020) (Anexo 3). La inclusion en Paraplast® para la obtencion de los tacos se realizo en el
centro de inclusion de tejidos (marca Leica EG1150H). Luego de obtenidos los bloques, se
enfriaron, desmoldaron y tallaron para su posterior corte en micrétomo de rotacion (marca Leica
RM2125). Las secciones histoldgicas obtenidas fueron de un grosor de 5 a 7 um. La tincion se

realizd con Hematoxilina de Harris y Eosina Y (H y E) en solucion acuosa (NOAA 1983)
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(Anexo 4) y montados con resina sintética para microscopia (“Canadax”, BIOPUR®LB). Las
muestras se observaron bajo microscopio 6éptico (Nikon, Eclipse E-200).

Analisis

Proporcion de sexos

Para determinar si la proporcion de sexos se ajusta a la relacion 1:1 entre hembras y
machos, se aplicd un test de Chi Cuadrado (X?). Este analisis se realizo utilizando el total de
hembras y machos de todos los muestreos, excluyendo los individuos que se encontraban
indiferenciados sexualmente (estadios 0, 1 y IV). El interés de este estudio es determinar si la
cantidad de organismos a acondicionar es apropiada, ya que una disparidad en cuanto a la
proporcidn de sexos podria requerir una readecuacion en el nimero de individuos.
indice de Condicion y Rendimiento en carne:

Una forma indirecta de estimar el ciclo reproductivo es determinando el indice de
madurez sexual o indice de condicion (IC) fisioldgica aparente, tomando en cuenta que toda la
energia asimilada puede ser utilizada de dos maneras, para la produccion de tejidos somaticos
o0 para la produccion de tejidos reproductivos. A partir del peso de las partes blandas (Pc) y el
peso de las valvas (Pv) se calcul6 el indice de Condicion (IC) (Urban 2000), y a partir del Pc y
el peso total del organismo incluyendo la valva (Pt) se obtuvo el Rendimiento en carne (R)
(Hickman y Illingworth 1980) para cada individuo. Estos indices fueron obtenidos para cada
sistema y para cada uno de los muestreos, de acuerdo a las siguientes férmulas:

IC= (Pc /Pv) * 100.

Siendo: Pc = Peso de las partes blandas y Pv = Peso de las valvas.
R= (Pc/Pt) * 100

Siendo: Pt = Peso total del organismo incluyendo la concha.
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La utilizacion de los dos indices fue para evaluar si ambos se comportan de manera

similar lo largo del desarrollo gonadal.

Analisis histoldgicos

El analisis de cada una de las secciones histoldgicas se realizé bajo microscopio éptico
con objetivos de 4X, 10X y 40X, identificando el sexo y estadio de desarrollo gonadal de cada
individuo. Para establecer los estadios de desarrollo gonadal de cada individuo se tom6 como
referencia la Escala de Madurez Microscopica de Villalba (1995), con las modificaciones
introducidas por Oehrens Kissner (2006) (Tabla 4), que incluye la diferenciacion de siete
estadios gonadales descriptos brevemente a continuacion:

e Estadio de reposo sexual (estadio 0) y estadio de activacion y desarrollo
temprano (estadio 1), correspondientes a individuos indiferenciados
sexualmente.

e Estadio de proliferacion y maduracion temprana (estadio I1), maduracion total
(estadio 111A), emision gamética con recuperacion (estadios I1IB-C) vy
evacuacion total con reabsorcion gonadal (estadio 111D)

e Estadio de reabsorcion total (estadio V).

Para la aplicacion de esta escala se tomaron como criterios los tipos de células de la
serie gametogénica, tamafio y forma de los foliculos, y la abundancia del tejido de reserva,
células vesiculares (V) y adipogranulares (ADG) presentes en el tejido conjuntivo del manto.

La proporcion de los estadios de desarrollo gonadal fue calculada para cada muestreo

considerando la muestra total de cada tratamiento, diferenciando machos y hembras.
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Tabla 4. Descripcion de los estadios de desarrollo gonadal de Mytilus platensis, en el Golfo San
Matias (Rio Negro) (Oehrens Kissner 2006).

Estadios Hembras Machos
Estadio | Abundante tejido conectivo con gran desarrollo de células de reserva (ADG) y
0 vesiculares. No se observan foliculos.
En esta fase los foliculos son pequefios y estan muy comprimidos. Las gonias
Estadio | comienzan a multiplicarse, por division mitotica y las células madre dan origen a
I nuevas gonias. El tejido conectivo con células de reserva es abundante, pero va
disminuyendo a medida que los foliculos gonadales se van desarrollando.
Ovogénesis: Aparecen y se desarrollan Espermatogeénesis: Se forman capas
ovocitos en el interior de los foliculos. En | concéntricas, constituidas por
la periferia de estos se observan células espermatogonias (eg) y
Estadio | madre (stem cell) y ovogonias (células espermatocitos (es), dentro de los
I precursoras). Los ovocitos se encuentran en | foliculos.
la pared del foliculo y a medida que
aumentan de tamafo por la vitelogénesis
(acumulacion de material de reserva) se
ubican hacia la luz del foliculo.
Los ovocitos completaron su desarrollo y Las células precursoras
ocupan casi totalmente el lumen folicular. (espermatogonias, espermatocitos y
Poseen contornos poligonales como espermatidas) son escasas, ocupando
Estadi resultado de su compactacion en el foliculo, | una franja concéntrica bien delimitada
Islt;aA:o mientras qu_e algunos otros se encuentran en | y Io_s espermatozoides se disponen
vitelogénesis. radialmente con los flagelos
orientados hacia el eje central del
foliculo, dejando pocos espacios
vacios en el lumen folicular.
Se observa una coexistencia de gametos Se observa una coexistencia de
di maduros no emitidos, que se encuentran en | espermatogonias y espermatocitos
IIEIs;taB Ig la luz del foliculo, con ovocitos pequefios junto con espermatozoides no
) en fase vitelogénica y ovogonias en la emitidos.
periferia de los foliculos.
En el lumen de los foliculos se encuentran gametos residuales e infiltraciones de
Estadio hemocitos (funcidn fagociticg) reabsorbiendo Iqs restos.r,lo emitidos. En |fiS paredes
11D foliculares quedan algunas células madre y gonias. EI didmetro de los foliculos
gonadales se va reduciendo y el tejido de reserva se desarrolla notablemente
ocupando nuevamente el manto.
Los foliculos se encuentran dilatados y en ninguno existen gametas residuales ni
Estadio | gonias que permitan identificar el sexo del individuo. Pueden observarse algunas
v infiltraciones hemocitarias en el tejido conectivo y el nimero de células de reserva

aumenta.
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Distribucion de Frecuencia de Diametro Ovocitario (DFDO)

Se calculd realizando mediciones de didmetros ovocitarios de un minimo de 200
ovocitos de 3 hembras por sistema por muestreo utilizando un ocular micrométrico 10X con un
objetivo de 40X. El ocular graduado se mantuvo siempre en la misma orientacién (horizontal)
y fueron medidos s6lo aquellos ovocitos que presentaron nicleo y nucleélo visible, asumiendo
que estas estructuras se encuentran en el centro de la célula (Morsan y Kroeck 2005, Oehrens
Kissner 2006).

Se emple6 un tamafio de referencia de 6,2 um para ovogonias, 37 pPm 0voCitos
previtelogénicos, 42 pm ovocitos vitelogénicos y finalmente para ovocitos postvitelogénicos
un tamafio de 44 um, descripto por Garcia Corona (2014) para la especie Modiolus capax.
Area Ovocitaria Relativa (AOR)

Se estimo el area ocupada por todos los ovocitos presentes en cada campo ocular como
un porcentaje de esta area, a partir de los siguientes calculos: (1) Numero medio de ovocitos
por campo calculado en base a la observacion de 4 campos en cada uno de tres individuos
seleccionados al azar de cada uno de los sistemas para cada muestreo; (2) Las clases del
diametro ovocitario (d) de la DFDO fueron convertidas a area ovocitaria (area de cada uno de
los ovocitos), asumiendo la esfericidad de la célula (area = n (d/2)?), multiplicando por sus
respectivas frecuencias e integrados; (3) el nimero medio de ovocitos por campo se multiplico
por la relacion del area ovocitaria integrada y la frecuencia total de ovocitos en cada DFDO;
(4) el area resultante fue dividida por el area total del campo (0.1963 mm?) y multiplicada por
100 (Morsan y Kroeck 2005).

Analisis estadisticos:
Los valores individuales del IC, R, DFDO y AOR recopilados en cada muestreo fueron

sometidos a una ponderacion con sus respectivos pares, resultando en un dnico valor por
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sistema por muestreo para cada parametro medido. Se aplicé sobre estos el test no paramétrico
para un disefio factorial de dos factores de Scheirer-Ray-Hare (Scheirer Ray & Hare 1976) con
un nivel de significancia del 5 %. En caso de que esta prueba revele diferencias significativas,
se empleara la prueba post hoc recomendada por Mangiafico (2016) de comparacién mdaltiple
de Dunn para cada factor donde se haya encontrado una interaccion significativa. Los datos
fueron cargados con la utilizacion del software Excel, y para el analisis de datos se utiliz6 la
extension y actualizacion de dicho programa llamada "Real Statistics".
Analisis de la Supervivencia

El experimento presentd un numero inicial de 58 individuos por sistema. Se
contabilizaron los organismos que murieron naturalmente por sistema entre muestreos y este se
expresd como porcentaje de supervivencia por sistema, el cual se promedio y se obtuvo la
supervivencia por tratamiento. Los organismos extraidos a lo largo de los diferentes muestreos
no fueron tenidos en cuenta dentro del célculo.
Analisis del Alimento Residual

Se registro el alimento residual diario de cada uno de los sistemas, expresandose como
porcentaje de alimento no ingerido por sistema. Con este se obtuvo la media para dar un Unico

valor entre muestreos, por tratamiento.
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RESULTADOS

Se muestrearon un total de 373 individuos a lo largo de todo el experimento, cuyo rango
de tallas de los tratamientos y banco natural fue entre 50 - 89 mm de largo total, siendo la talla
promedio de 64 mm (DE= 7,7). Los mejillones de banco natural (Tratamiento C) a los 30 dias
(M 2) no se recolectaron debido a problemas logisticos. Al faltar este dato, el Tratamiento C no

pudo ser sometido a las pruebas estadisticas utilizadas en los diferentes analisis.
Proporcion de sexos:

Se examinaron un total de 361 mejillones, de los cuales se identificaron 207 hembras,
151 machos y 3 hermafroditas (Figura 11). Se observaron diferencias significativas en la
proporcion sexual (1:1) entre hembras y machos (X? = 3,84, p=0,047). Al momento del estudio,

se constato una relacion de 1,37 hembras por cada macho (1,37:1).

1%

®m Machos

m Hembras

m Hermafroditas

Figura 11. Proporcion de sexos de Mytilus platensis.
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indice de Condicion (IC):

El indice de condicién (IC) correspondiente a la poblacion recolectada al comienzo del
experimento mostré un valor de 69,83 %. EIl resultado estadistico proporcionado por el test
Scheirer-Ray-Hare utilizado para evaluar los dos tratamientos de laboratorio (A y B) con sus
respectivos sistemas, mostrd diferencias significativas con respecto al tiempo (dias) de
acondicionamiento (p=0,03). No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos

(p=0,95) y tampoco en la interaccion muestreos - tratamiento (p=0,90) (Anexo 5).

A partir de los promedios de los IC obtenidos de los tres sistemas para cada tratamiento
y el banco natural, se observd que en el primer muestreo (15 dias), los tratamientos de
laboratorio se mantuvieron cercanos al valor inicial, excepto el Tratamiento C (banco natural),
gue mostrd un aumento. En el siguiente muestreo (30 dias), no se observaron cambios en
comparacion con el primero. Sin embargo, en el tercer muestreo (45 dias), los IC de todos los
tratamientos experimentaron una disminucion, a excepcion del Tratamiento B, que se mantuvo
cercano al valor anterior. Al final del experimento (60 dias), el Tratamiento C exhibi6é un
aumento en el IC, el Tratamiento B disminuy6, mientras que el Tratamiento A se mantuvo

préximo al valor previo (Figura 12 y Anexo 6).
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Figura 12. indice de Condicion (IC%). Tratamientos (Trat.) A, By C en el tiempo (M-1: muestreo
inicial comun a todos los Trat. fines de julio) Muestreos (M-1: mediados de agosto, M-2: fines de
agosto, M-3: mediados de septiembre y M-4: fines de septiembre). Los puntos representados indican el
valor de la media del 1C%.

Agrupando los tratamientos A y B para realizar un andlisis por bloques teniendo en
cuenta solo los muestreos mediante el test de Dunn, se encontrd diferencias significativas entre
el muestreo 1 — 4 (p=0,04), muestreo 2 — 3 (p=0,04) y muestreos 2 — 4 (p=0,03) (Figura 13 y
Anexo 7). Esto evidencia una disminucion gradual del IC a medida que avanza el tiempo de

acondicionamiento.
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Figura 13. indice de Condicion (IC%). Tratamientos A y B agrupados en los diferentes Muestreos (1:
mediados de agosto, 2: fines de agosto, 3: mediados de septiembre y 4: fines de septiembre). Caja:
mediana y quartiles (q1 y g3). Bigotes: valores minimos y maximos.
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Rendimiento en carne (R):

El rendimiento de los organismos al comienzo fue de 24,30 % (muestra inicial). El
resultado del estadistico Scheirer-Ray-Hare utilizado para evaluar los tratamientos de
laboratorio (A 'y B) con sus respectivos sistemas, mostro diferencias significativas con respecto
al tiempo (dias) de acondicionamiento (p=0,03). No se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos (p=0,95) y tampoco en la interaccién muestreos - tratamiento (p=0,80)

(Anexo 8).

Basandonos en los promedios de los valores de R obtenidos de los tres sistemas de cada
tratamiento y del banco natural, se observé que durante los primeros 15 dias de
acondicionamiento, en todos los tratamientos, el valor de R se mantuvo proximo al valor inicial.
Sin embargo, a partir del dia 30, se inicié un descenso de R en los tratamientos de laboratorio
que continu6 hasta el dia 60 de acondicionamiento. En cuanto al Banco Natural, a partir del dia

45, se registré un aumento en el valor de R que persistio hasta la finalizacion del experimento

(Figura 14 y Anexo 9).
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Figura 14: Rendimiento (R%) de los tratamientos (Trat.) A, B y C en los diferentes muestreos (M-1:
muestreo inicial com(n a todos los Trat. fines de julio) Muestreos (M-1: mediados de agosto, M-2:
fines de agosto, M-3: mediados de septiembre y M-4: fines de septiembre). Los puntos representados
indican el valor de la media del R.
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Agrupando los tratamientos A 'y B para realizar el estadistico de Dunn se encontraron
diferencias significativas entre el muestreo 1 — 4 (p=0,02) y muestreos 2 — 4 (p=0,02) (Figura
15 y Anexo 10). Esto evidencia una disminucion gradual del R a medida que avanza el tiempo

de acondicionamiento.
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Figura 15: Rendimiento (R%) de los tratamientos A y B agrupados en los diferentes Muestreos (1:
mediados de agosto, 2: fines de agosto, 3: mediados de septiembre y 4: fines de septiembre). Caja:
mediana y quartiles (g1 y g3). Bigotes: valores minimos y maximos.

Analisis Cualitativo de los Estadios Gonadales:

El anélisis de los estadios gonadales se realiz6 a partir de la descripcién de los estadios
de desarrollo gonadal de Mytilus platensis, en el Golfo San Matias (Rio Negro) propuesto por
Oehrens Kissner (2006). En las figuras 16-1 y 16-11 se encuentran representados los estadios
observados en el experimento, sin encontrarse organismos en reposo sexual (estadio 0).

Al analizar la proporcién de los estadios de desarrollo gonadal del muestreo inicial
se observo que mas de un 40 % de los individuos se encontraron en maduracion total (estadio
[11A), un 37 % con individuos en proliferacion (estadio 1) y un 13% en el estadio de emision

gamética (estadio I11B-C) ( Figura 17).
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En el tratamiento A, se observé que a los 15 dias de acondicionamiento (M-1) el 92%
de los individuos se encontraron con sus génadas maduras (estadio I11A). Este estadio a los 30
dias (M-2) estuvo representado en un 50%, el 25% de individuos se encontraron en emision
gamética (11l B-C). En los siguientes muestreos (M3: 45 y M4: 60 dias) los estadios de
maduracién y emision gamética solo representaron aproximadamente un 40%. Existiendo un
mayor porcentaje de organismos en evacuacion total y reabsorcion en dicho periodo de tiempo
(Figura 18). El tratamiento B, por su parte mostré el mayor porcentaje de individuos maduros
(69 %) en el muestreo 2 (30 dias), este porcentaje va disminuyendo hasta el muestreo 4 donde
solo represento el 9 % de los organismos. Este periodo quedo firmemente representado por un
90% de individuos evacuados totalmente y en etapa de reabsorcion (Figura 18). EI Tratamiento
C (banco natural), en el M1 (15 dias) se encontrd6 un 55% de organismos en estadio de
maduracion total y un 45 % en emision gamética (Figura 18). A los 45 dias (M-3) el porcentaje
de maduros aumenta al 67 %, al final del experimento se observo un gran nimero de organismos

en estadio de proliferacion (50%) (Figura 18).

Al clasificar los organismos por sexo y definir los estadios gonadales, encontramos que
en el muestreo inicial se hall6 un mayor porcentaje de machos maduros (75 %) cuando para las
hembras solo representé un 28 %. En el mismo periodo, el estadio de proliferaciéon estuvo
representado por el 50 % hembras y 17 % machos. Posterior a este, podemos observar que los
organismos tienen un comportamiento similar que los descriptos sin discriminar sexo (Figura

19).
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Figura 16 - I. Estadios gonadales de Mytilus platensis observados en los tratamientos. A-Estadio de
activacion y desarrollo temprano (Et. 1), B- Estadio de proliferacion y maduracion temprana (Et. I1)
(hembra), C- Estadio de proliferacion y maduracion temprana (Et. Il) (macho), D- Estadio de
maduracion total (Et. I11A) (hembra), E- Estadio de maduracion total (Et. 111A) (macho). Referencias
Fg: foliculo gonadal indiferenciados. Hembras: Oog: ovogonia; Ovp: ovocito previtelogénico; Ov:
ovocito maduro; N: nucleo; Nu: nucléolo. Machos Spg: espermatogonias; ZP: zona de proliferacion;
Spz: espermatozoides maduros. (Hematoxilina y Eosina, 100X. Regla= 100um).
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Figura 16-11. Estadios gonadales de Mytilus platensis observados en los tratamientos. F- Estadio de
emisién gamética con recuperacion (Et. 111B-C) (hembra), G- Estadio de emision gamética con
recuperacion (Et. I11B-C) (macho), H- Estadio de evacuacién total con reabsorcién gonadal (Et. 111D)
(hembra), I- Estadio de evacuacion total con reabsorcion gonadal (Et. 111D) (macho), J- Estadio de
reabsorcion total (Et. 1V). Referencias TC: tejido conectivo (células adipogranulares); Fv: foliculo con
infiltraciones hemocitarias. Hembras Oog: ovogonia; Ovp: ovocito previtelogénico; Ov: ovocito
maduro; Ovr: ovocito residual. Machos Spg: espermatogonias; ZP: zona de proliferacion; Spz:
espermatozoides maduros; Spzr: espermatozoides residuales. (Hematoxilina y Eosina, 100X. Regla=
100pm).
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Figura 17. Proporcion de estadios gonadales de Mytilus platensis. Muestreo inicial (comun a todos los
Trat. fines de julio) (submuestra de mejillones de banco natural “El Buque” pre-tratamientos). Et.:
estadios. Et. 0: reposo sexual y I: activacién y desarrollo temprano (indiferenciados sexualmente), Et.
I1: proliferacion y maduracion temprana, Et. 111A: maduracion total, Et. I1IB-C: emision gamética con
recuperacion, Et. 111D: evacuacion total con reabsorcion gonadal, Et. 1V: reabsorcién total.
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Figura 18. Proporcién de estadios gonadales de Mytilus platensis. Muestreos (1: mediados de agosto,
2: fines de agosto, 3: mediados de septiembre y 4: fines de septiembre). Trat.: tratamiento. Et.: estadios.
Et. 0: reposo sexual y I: activacion y desarrollo temprano (indiferenciados sexualmente), Et. II:
proliferacion y maduracion temprana, Et. 111A: maduracion total, Et. 111B-C: emision gamética con
recuperacion, Et. I11D: evacuacion total con reabsorcion gonadal, Et. IV: reabsorcion total.
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Figura 19. Proporcién de estadios gonadales de M ytilus platensis. Hembras y Machos. Muestreo inicial
(comun a todos los Trat. fines de julio). Muestreos (M-1: mediados de agosto, M-2: fines de agosto, M-
3: mediados de septiembre y M-4: fines de septiembre). Et.: estadios. Et. II: proliferacion y maduracién
temprana, Et. IlIA: maduracion total, Et. I1IB-C: emision gamética con recuperacion, Et. IlID:
evacuacién total con reabsorcién gonadal.

Distribucion de Frecuencias de Diametros Ovocitarios (DFDO):

Teniendo en cuenta la escala propuesta por Garcia Corona (2014) para la especie de
mejillon Modiolus capax, y con los resultados obtenidos en este estudio, se emple6 un tamafio
de referencia de 1 a 20 um como ovogonias Yy ovocitos previtelogénicos, un rango entre 21 a

45 um ovocitos maduros y mayor a 45 um ovocitos postvitelogénicos.
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Los diametros ovocitarios (DO) registrados variaron en un rango de 2,5 a 85 um. Los
mayores DO se observaron en los tratamientos Ay B a los 15 dias de acondicionamiento, ambos
con un tamafio de 85 um. En estos casos, el diametro ovocitario medio (DOM) fue de 40,44
pm y 33,46 um, respectivamente. Al inicio del experimento (muestra inicial) el DOM fue de
28,06 um (DE: 9,29), representado por organismos con ovogonias, ovocitos previtelogénicos

en maduracion y ovocitos maduros (vitelogénicos) (Figura 20).

Los cambios temporales en la DFDO en cada tratamiento se muestran en la Figura 21.
En el tratamiento A, a los 15 dias (M-1) del experimento la mayoria de los ovocitos estuvieron
maduros, modificandose este a los 30 y 45 dias (M-2 y M-3), observando una coexistencia de
ovogonias, ovocitos previtelogénicos, vitelogénicos y postvitelogénicos. En este periodo el
didmetro ovocitario medio fue de 33 y 34 um. A los 60 dias (M-4) se observo una mayor
frecuencia de ovocitos postvitelogénicos. En el tratamiento B, a los 15, 30 y 45 dias (M-1 al M-
3), la DFDO estuvo representada por ovogonias, ovocitos previtelogénicos y ovocitos maduros,
cuyos DOM fueron entre 29 a 33 um. A los 60 dias se observo una mayor cantidad de ovocitos
postvitelogénicos. En el tratamiento C (banco natural), a los 15 dias (M-1), se encontraron
organismos representado mayormente con ovogonias, ovocitos previtelogénicos y ovocitos
maduros. A los 45 dias (M-3), se observé una coexistencia de ovogonias, ovocitos
previtelogénicos y ovocitos maduros junto con un gran porcentaje de gametos en estadios
postvitelogénicos. En el Ultimo muestreo (M-4) existe una mayor proporcion de ovogonias,
ovocitos previtelogénicos y ovocitos postvitelogenicos. En este tratamiento el DOM

comprendid un rango de 31 a 34 um (Figura 21).
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Figura 20. Distribucién de Frecuencias de Diametros Ovocitarios (DFDO) en el muestreo inicial de
banco natural “El Buque” pre-tratamiento (fines de julio). DOM: didmetro ovocitario medio (um) (linea
negra). DE: desvio estandar de DOM. n: nimero de muestras.
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Figura 21. Distribucion de Frecuencias de Diametros Ovocitarios (DFDO). DOM: didmetro ovocitario
medio (um) (linea negra); DE: desvio estandar de DOM; n: ndmero de muestras. Columnas:
Tratamientos (Trat. A— By C). Filas: Muestreos (1: mediados de agosto, 2: fines de agosto, 3: mediados
de septiembre y 4: fines de septiembre).

Diametro ovocitario medio, Ovocitos por campo y Area ovocitaria relativa

El patron del Area Ovocitaria Relativa (AOR) resulta de los efectos combinados
producidos por la densidad ovocitaria y su distribucion de frecuencias, estos dos factores

representados como un porcentaje del area total observada.
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En el muestreo inicial el AOR quedd representado por un valor cercano al 20 %,
resultado de un gran nimero de ovocitos por campo, los que en su gran mayoria eran ovogonias,

ovocitos previtelogénicos y ovocitos maduros.

En el Tratamiento A, la mayor Area Ovocitaria Relativa fue a los 15 dias (M-1),
alcanzando un valor de 31,17 %. EI DOM en este punto fue de 40,44 um, con una disminucion
en el nimero de ovocitos por campo. Lo que nos indica que el DOM desempefié un papel
predominante en el area observada. En los siguientes muestreos disminuye notablemente el
namero de ovocitos por campo y por consiguiente el AOR, indicando la puesta de gametas y la
presencia de ovocitos residuales postvitelogénicos (Figura 22-A). En el Tratamiento B, el AOR
se mantiene constante en el tiempo hasta los 30 dias, a causa de la estabilidad en el nimero de
ovocitos por campo y el DOM. Posterior a esto el AOR va decreciendo a raiz de la disminucién
del nimero de ovocitos por campo. Evidenciando una mayor proporcion de individuos
desovados con gametas residuales (Figura 22-B). En el tratamiento C, a los 15 y 45 dias (M-1
y M-3) se observa que el AOR se mantiene, debido a la estabilidad en el nimero de ovocitos
por campo y DOM. A los 60 dias (M-4) el &rea cae notablemente a causa de la puesta (Figura

22-C).

Aplicando el estadistico Scheirer-Ray-Hare en los tratamientos de laboratorio, estos
presentaron diferencias significativas a lo largo del tiempo (muestreos) (p =0,0003). No
hallandose diferencias significativas entre los tratamientos (p=0,30) ni en la interaccion
muestreos - tratamiento (p=0,84) (Anexo 11). Agrupando los tratamientos para aplicar el
estadistico post hoc de Dunn, se encontraron diferencias significativas entre los muestreos 1 —

3 (p=0,002), 1 — 4 (p=0,0002), 2 — 3 (p=0,034) y 2 — 4 (p=0,006) (Figura 23 y Anexo 12).
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Figura 22. Fila 1: Area ovocitaria relativa; Fila 2: Ovocitos por campo (punto: media, bigotes: desvio
estandar); Fila 3: Diametro ovocitario medio (um) (punto: media, bigotes: desvio estandar). Columnas:
Tratamientos (A — B y C (Banco natural “El Buque”)), M: Muestreos (M-I: muestreo inicial comln a
todos los Trat. finales de julio banco natural el “El Buque”) (M-1: mediados de agosto, M-2: fines de
agosto, M-3: mediados de septiembre y M-4: fines de septiembre).
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Figura 23. Area ovocitaria relativa (AOR). Tratamientos A y B agrupados en los diferentes Muestreos
(1: mediados de agosto, 2: fines de agosto, 3: mediados de septiembre y 4: fines de septiembre). Caja:
mediana y quartiles (g1 y g3) bigotes: valores minimos y maximos.
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Anélisis Supervivencia:

En el Tratamiento A la supervivencia se mantuvo cercana al 100% en los primeros 30
dias (M-1 y M-2). Disminuyendo a los 60 dias de acondicionamiento (M-4) con un 86,4% de
organismos vivos. Igual a lo observado en el Tratamiento A en el Tratamiento B, a los 15 dias
se registrd6 una supervivencia de 100%. Posteriomente la mortalidad fue aumentando,

concluyendo con una supervivencia de 48,9% (Figura 24).
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Figura 24. Supervivencia (%) en los tratamientos de laboratorio a lo largo del tiempo. Muestreo 1: 15
dias (mediados de agosto), Muestreo 2: 30 dias (fines de agosto), Muestreo 3: 45 dias (mediados de
septiembre) y Muestreo 4: 60 dias (fines de septiembre). Trat: tratamientos A y B.
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Andlisis del Alimento Residual

Durante los primeros 15 dias, el alimento residual de ambos tratamientos no superd el
1% de la dieta, y no se observaron pseudoheces. Esta situacion se mantuvo hasta los 30 dias en
el caso del Tratamiento A. Sin embargo, en los muestreos posteriores, la cantidad de alimento
no ingerido por los mejillones aumenté en ambos tratamientos, alcanzando niveles maximos en
el tltimo periodo, con un 49,26% en el Tratamiento Ay un 66,16% en el Tratamiento B (Figura

25).
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Figura 25. Alimento residual expresado como porcentaje medio de alimento no ingerido de cada
tratamiento de laboratorio. Muestreo 1: 15 dias (mediados de agosto), Muestreo 2: 30 dias (fines de
agosto), Muestreo 3: 45 dias (mediados de septiembre) y Muestreo 4: 60 dias (fines de septiembre). Trat:
tratamientos Ay B.
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DISCUSION y CONCLUSION

La proporcion sexual revel6 que, en el momento de la investigacion, la proporcion de
sexos en el banco “El Buque” no sigue la relacion 1:1, como se describe para esta especie por
Oehrens Kissner (2006) para el banco denominado “El Sotano” (Golfo San Matias), ni coincide
con lo descripto por Sar et al. (2018) para los “Bancos Justicia” y “Punta Caldera” (Bahia San
Julian). EI predominio de hembras detectado en este estudio, sugiere que se veria asegurada la
produccion de 6vulos, siendo estos fundamentales para la obtencion y el desarrollo de las larvas.

Urban (2000) propone que los indices de Condicion son una medida cuantitativa que
refleja la actividad gametogénica y estd estrechamente vinculada a las fluctuaciones
estacionales del ciclo reproductivo. Estos indices parten del supuesto de que toda la energia
asimilada se destina exclusivamente a la produccién de dos tipos de tejidos: somaticos o
reproductivos. Por lo tanto, al inicio de un periodo reproductivo, la mayor parte de la energia
se emplea en la formacidon de las gonadas, lo que resulta en un aumento del volumen y peso de
estas hasta alcanzar la madurez total. En este punto, los indices alcanzan su maximo. Sin
embargo, después del desove, las gonadas disminuyen su tamafio, lo que se traduce en una
disminucion de los indices. Al comienzo del proceso de acondicionamiento, los reproductores
presentaron un indice de Condicion (IC) del 69,83% y un Rendimiento (R) del 24,30%. La
mayoria de los mejillones se encontraban en estadios de proliferacion y maduracion,
coincidiendo con lo descrito por Pascual y Zampatti (1998) para esta época del afio y los bancos
naturales del Golfo San Matias. Este punto de partida es crucial, ya que el éxito reproductivo y
la supervivencia de las larvas en el criadero dependen en gran medida del estado de desarrollo
gonadal de los ejemplares al inicio del acondicionamiento (Lannan 1980, Gallager y Mann
1986, Matias et al. 2009, Siihnel et al. 2014). A partir del muestreo inicial, se pudo observar

que el banco natural tuvo un incremento progresivo tanto en el indice de Condicién como en el
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Rendimiento, alcanzando su punto maximo a los 60 dias. En paralelo, sus estadios gonadales
experimentaron un avance gradual desde proliferacion hacia una maduracion, con el punto
méaximo de maduracion ocurrido a los 45 dias. Posteriormente, a los 60 dias, se identifico una
nueva fase de proliferacion y maduracion temprana. Al analizar de manera conjunta estos dos
resultados, se deduce que tanto el indice de Condicion como el de Rendimiento no son
indicativos de los estadios gonadales en el banco natural. Esto se debe a que sus valores
maximos coinciden con el periodo en el que la mayoria de los organismos se encuentran en una
fase de proliferacion. Estos hallazgos concuerdan con la perspectiva de Bala (1989), quien
sostiene que estos indices ofrecen una generalizacion poco precisa de la evolucion de los tejidos
reproductivos y no reproductivos. Esto se debe a que no reflejan las fluctuaciones bioquimicas
especificas que experimenta cada organo en particular. Bala propone un indice que mida la
variacion en el espesor del manto, esto podria proporcionar una evaluacion mas precisa de la
evolucion gamética de los organismos del banco natural.

Entre los tratamientos de laboratorio no se encontraron diferencias significativas en
cuanto al indice de Condicion (IC) y el Rendimiento (R). Sin embargo, a lo largo del tiempo,
surgieron diferencias significativas como resultado de una disminucion gradual, alcanzando sus
valores minimos al final de la investigacion (60 dias). En el Tratamiento A, la mayor proporcién
de organismos maduros se registré a los 15 dias de acondicionamiento. A partir de los 45 dias
se observé una disminucion en la proporcion de organismos en este estadio, con un aumento en
el nimero de individuos en proceso de evacuacion y reabsorcion. En contraste, en el
Tratamiento B durante el mismo periodo, la proporcién de individuos maduros a los 15 dias fue
menor que en el Tratamiento A, con una diferencia cercana al 40%. A los 30 dias, este
tratamiento alcanz6 su maximo porcentaje de maduracién. A los 45 y 60 dias, se observé un

patron similar al Tratamiento A. En estos, el indice de Condicion y el Rendimiento reflejaron
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de manera maés eficiente el desarrollo gonadal. Sus valores maximos coincidieron con los
periodos en que gran porcentaje de los organismos estaban maduros y los valores minimos con
los individuos en proceso de emisién gamética y reabsorcion. Concordando con lo descripto
por Prieto et al. (1999) el cual relaciona la disminucién de estos indices con la evacuacion
gamética por parte de los organismos. Por lo cual, estos indices podrian ser utilizados para
monitorear la evoluciéon gonadal en acondicionamiento de reproductores. Comparando los
tratamientos de laboratorio con el banco natural, podemos observar, que los mayores indices
(IC y R) y una maduracién mas prolongada en el tiempo ocurrio en el banco natural. Lo cual
concuerda con lo expuesto por Lopez Carvallo (2015) para Modiolus capax, el cual describe un
desarrollo mas lento para los organismos en campo a causa de la temperatura méas baja y el
alimento (disponibilidad y variedad).

Al analizar el Area Ovocitaria Relativa (AOR), no se observaron diferencias entre los
tratamientos de laboratorio. Sin embargo, se identificaron diferencias significativas durante los
muestreos (dias de acondicionamiento) debido a una disminucién atribuible al proceso de
desove. La informacion obtenida del AOR, revela que el Tratamiento A exhibid el mayor
%AO0R a los 15 dias de acondicionamiento. En este punto, se registro el DOM mas grande,
coincidiendo con la etapa en la que la mayoria de las hembras alcanzaron la madurez. No
obstante, en los muestreos subsiguientes, el %A0R comienza a disminuir concordando con lo
descripto por Garcia Corona (2014), el cual describe que los menores %AO0R quedan denotados
por los periodos de proliferacion, desove y reabsorcion. Los Tratamientos B y C (banco natural)
mostraron menores %AOR, respecto al tratamiento A. A partir de los 30 dias, ambos
tratamientos evidenciaron un descenso paulatino en el %AO0OR debido al descenso en nimero
de ovocitos por campo. Reflejando en el Tratamiento B los estadios gonadales de desove y

reabsorcion. En cambio, este descenso en el banco natural quedo representado por el estadio de
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proliferacion, lo cual concuerda con lo descripto por Pascual y Zampatti (1998) y Oehrens
Kissner (2006) los cuales describen puestas bimodales para esta especie en el Golfo San Matias,

una en primavera y otra en diciembre - enero.

Al igual que Oehrens Kissner (2006), en este estudio se observo un ligero desfasaje en
la dindmica reproductiva entre machos y hembras. Este involucra un periodo de madurez mas

prolongado por parte de los machos.

A partir del analisis de los histogramas de frecuencia y DOM se puede observar que el
Tratamiento A presentd una mejor calidad gamética por parte de las hembras, ya que un mayor
diametro ovocitario en el estadio de maduracion (ovocitos maduros) representa una mayor
movilizacién de lipidos hacia las gametas. Esto les confiere una mayor tasa de fertilizacién y
supervivencia larval hasta la etapa de la formacién de la prodisoconcha | (Gallager y Mann
1986, Utting y Millican 1998). La tendencia de los histogramas de frecuencia ovocitaria hacia
ovocitos muy grandes (postvitelogénicos) en los periodos de desove y reabsorcion, sigue lo
propuesto por Garcia Corona (2014), afirmando que los ovocitos al entrar en etapa de atresia y

degeneracion aumentan su diametro, a causa del aumento del espacio citoplasmaético.

En cuanto a la respuesta por parte de los organismos a la calidad y cantidad de alimento,
debemos definir primero, que los bivalvos pueden reducir su tasa de filtracion al aumentar la
concentracion de particulas de alta calidad en el medio y asi evitar que se sature el sistema de
filtracion. O bien, a altas concentraciones de particulas de baja calidad puede disminuir la tasa
de filtracion o aumentarla con una mayor producciéon de pseudoheces (Velasco y Navarro
2003). En este estudio, se observé que durante los primeros 15 dias del experimento no se
formaron pseudo-heces ni se detect6 alimento residual. Sin embargo, a partir de entonces, el

alimento no consumido aumentd gradualmente, lo que sugiere una disminucién en la tasa de
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aclaramiento, dado que estos dos pardmetros son inversamente proporcionales. Los picos
méaximos de alimento residual coincidieron con los periodos en los que los organismos estaban
en estadios de emision gamética y reabsorcidn, indicando que, después de la emision gamética,
las tasas de aclaramiento disminuyeron notablemente debido a la caida en la tasa de filtracion,
siendo estas dos variables directamente proporcionales (Dellatorre 2002, Filgueira 2008). Este
fenébmeno se atribuye al efecto del ciclo reproductivo sobre la tasa de aclaramiento,
observandose una reduccion significativa durante la época de desove (Newell y Thompson
1984, Famme et al. 1986, Jargensen et al. 1988), lo cual se interpreta como un mecanismo
adaptativo para evitar la ingestion de los gametos expulsados al medio (Newell y Thompson
1984). En este estudio, la respuesta positiva de los organismos a la dieta suministrada durante
el proceso de acondicionamiento quedd evidenciada por la mayoria de los individuos que
alcanzaron la etapa de maduracion. Esto sugiere que tanto la cantidad como la calidad del
alimento fueron apropiadas, ya que una deficiencia en la cantidad de proteina puede impedir la

maduracion de los organismos (Farias y Uriarte 2001).

Los resultados muestran una alta mortalidad en el Tratamiento B, lo que podria estar
respaldado en parte por estudios previos realizados por Goulletquer et al. (1998) y Chavez
Villalba (2007) en especies de banco natural. Estos estudios sugieren que las altas temperaturas
ambientales y la alta disponibilidad de alimento pueden causar altas tasas de mortalidad. En
este trabajo, se podria inferir que el exceso de alimentacion en los mejillones del Tratamiento
B podria haber contribuido a una menor supervivencia en comparacion con el Tratamiento A,

dado que ambos grupos se acondicionaron a la misma temperatura.

En el presente trabajo, se rechaza la hipotesis 1, la cual postula que “Una mayor
concentracion de microalgas en la dieta durante el acondicionamiento en laboratorio estimula

de manera significativa el tiempo de la maduracion gonadal de los reproductores del mejillon
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Mytilus platensis”. Esto se debe a que no se encontraron diferencias significativas en el
Porcentaje de Area Ovocitaria Relativa (%AOR), indice de Condicion (IC) y Rendimiento (R)
entre los reproductores acondicionados con una dieta de microalgas de 2500 x 10° cél/ind/dia
(Trat. A) y de 5000 x 108 cél/ind/dia (Trat. B). Ademas, es importante destacar que los
organismos alimentados con una menor concentracién de microalgas mostraron una mayor

proporcion de individuos maduros antes que los alimentados con una concentracion mayor.

La hipotesis 2, la cual postula que “los reproductores de mejillon Mytilus platensis en
acondicionamiento presentan distinto tiempo de maduracién gonadal que los de banco natural”,
no pudo ser evaluada estadisticamente. Sin embargo, se observo que el mayor porcentaje de
individuos en el estadio de madurez sexual, los méaximos valores de Porcentaje de Area
Ovocitaria Relativa (%AOR) y didmetro ovocitario en el banco natural ocurrieron después que
los reproductores acondicionados. De esta manera con lo expuesto anteriormente, se sugiere

que el tiempo de maduracién gonadal es menor en los tratamientos de laboratorio.

El éxito reproductivo en los moluscos bivalvos depende de una variedad de factores,
entre ellos, se encuentran la condicion inicial de los organismos al comienzo del proceso de
acondicionamiento, la cantidad y calidad del alimento proporcionado y la temperatura
mantenida durante el proceso. Estudios anteriores han resaltado la importancia de estos factores
(Lannan et al. 1980, Muranaka y Lannan 1984, Gallager y Mann 1986, Laing y Lopez-Alvarado
1994, Utting y Millican 1997, 1998, Matias et al. 2009, Siihnel et al. 2014). Ademas, la
fecundidad y la supervivencia larval estan intrinsecamente ligadas a la calidad de la puesta,
niimero y tamafio de los ovocitos, asi como el Area Ovocitaria Relativa, segiin han demostrado
investigaciones previas (Gallager y Mann 1986, Fabioux et al. 2005, Pacheco Carlon 2016).
Considerando los hallazgos presentados anteriormente, se puede concluir que la mejor opcion

para la produccidon de semilla de mejillon en criadero, es acondicionar los reproductores durante
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un periodo de 15 dias, utilizando una concentracion de alimento de 2500 x 108 cél/ind/dia. La
seleccion de esta dieta resultard en una disminucion de los costos variables asociados con la
produccion de microalgas, ya que los reproductores consumirdn menos alimento. Esta
reduccion de costo se traduce en un menor consumo de medio de cultivo, asi como en menores

gastos relacionados con el proceso de filtracion y esterilizacion, entre otros.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en esta tesis, esta podria ampliarse profundizando

en los siguientes temas:

e Un estudio que investigue la relacion entre la dieta utilizada durante el acondicionamiento
de reproductores y las tasas de fecundidad y supervivencia larval en Mytilus platensis
D'Orbigny (1842), dado que la alimentacion est4 directamente vinculada a estos aspectos
hasta la etapa de prodisoconcha I.

e Un estudio detallado de los costos de produccion de semilla de Mytilus platensis. Esto
incluiria un andlisis exhaustivo de los gastos relacionados con la produccion de microalgas
utilizadas en el acondicionamiento, asi como los costos operativos y de mantenimiento de

las instalaciones de cultivo.
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ANEXOS

Anexo 1. Medio de cultivo F/2 de Guillard (1975).

Medio de cultivo F/2 de Guillard (1975)

1. Nitrato NaNO3 100,0 g por |
2. Fosfato NaH2PO4.H,O 20,0 g por |
3. Silicato Na2Si03.9H.0 40,0 g por |

Disolucion de 1y 2 en una misma solucion formando una mezcla denominada
nutrientes mayores, esto representa ahorro de tiempo en la preparacion al
momento de la dosificacion en los cultivos.

Metales traza

Solucién Primaria

4. Sulfato Cuaprico CuS04.5H0 0,19 g en 50 mi

5. Sulfato de Zinc ZnS04.7H20 1,1 gen50 ml

6. Clorura de Cobalto CoCl2.6H.0 0,5gen 50 mi

7. Cloruro Manganoso MnClI2.4H,0 9gen50ml

8. Molibdato de Sodio Na>Mo00;.2H20 0,31 gen50 ml
Solucién Secundaria

9. Cloruro Férrico FeCls.6H.0 3,159

9. EDTA Disodico Na,EDTA 4364

Q. Agua destilada hasta 800ml

Disolucion: 1 ml de 4), 5), 6), 7), 8) en la disolucion 9) y completar hasta 1 I.

Vitaminas

10. | Cianocobalamina (B12) Ce3HgsCoN14014P 10 mg

11. | Tiamina Clorhidrina (B1) C12H27CIN4OS 200 mg

Medio de Cultivo: 1 ml de nutrientes mayores, 1 ml de 3) si se utiliza para el
cultivo de diatomeas, 1 ml de Metales Traza y 0,5 ml de la solucion de Vitaminas
en 1 | de agua de mar filtrada y esterilizada
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Anexo 2. Solucion Fijadora de Davidson.

Solucién Fijadora de Davidson

Reactivos Volumen
Agua de mar filtrada 1 um 300 ml
Alcohol 96° 600 ml
Formol 37-40% 800 ml
Glicerina 900 ml

Acido acético glacial

10% del volumen a utilizar

Anexo 3. Proceso de deshidratacion de Tejidos.

Deshidratacién de Tejidos
Reactivos Tiempo

Alcohol 96° 2hs
Alcohol 96° 2hs
Alcohol 100° 1h
Alcohol 100° 1h
Xileno 1h
Xileno 1h
Xileno + Paraplast® 3 hs

Paraplast® 3-8 hs
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Anexo 4. Proceso de tincién con Hematoxilina de Harris-Eosina Y.

Tincion con Hematoxilina de Harris-Eosina Y

Proceso Cubeta N ° Reactivo Tiempo
1 Xileno 5 min
Desparafinar
2 Xileno 12 inmersiones rapidas
3 Alcohol 100° 12 inmersiones rapidas
4 Alcohol 100° 12 inmersiones rapidas
5 Alcohol 96° 12 inmersiones rapidas
Hidratar
6 Alcohol 70° 12 inmersiones rapidas
7 Alcohol 50 ° 12 inmersiones rapidas
8 H>0 destilada 2 min
9 Hematoxilina de Harris 15 seg
Tedir
9 Agua corriente 5 min
Diferenciar 10 Alcohol &cido 2 min
Hematoxilina 10° Agua corriente 5 min
11 NaHCO3 1 min
Azular
117 Agua corriente 5 min
12 Alcohol 96° 3 min
Contratefiir
13 Eosina Y 15 seg
14 Alcohol 96° 12 inmersiones rapidas
Diferenciar 15 Alcohol 96° 12 inmersiones rapidas
Eosina
. Y 16 Alcohol 100° 12 inmersiones rapidas
deshidratar
17 Alcohol 100° 10 - 12,|n.merS|ones
rapidas.
18 Xileno 10 - 12,|n_r;1er5|ones
rapidas.
Aclarar ! -
19 Xileno 10 - 12 inmersiones

rapidas.




Anexo 5. Scheirer Ray Hare test

indice de condicién

SC MC f p
M 435 435 8,7 0,03
T 0,17 0,17 0,003 0,95
MxT 28,83 28,83 0,58 0,90
E 1150 50

Anexo 6. indice de condicion promedio (expresado en mm) con su respectivo desvio estandar
(DE). Muestreo inicial (M-I) comun a todos los tratamientos. Muestreos del 1 al 4 (M-1, M-2,

M-3y M-4).
indice de Condicién M- | M-1 M-2 M-3 M-4
Tratamiento Promedio 69,8 66,5 65,5 61,0 59,8
A DE 13,7 1,9 4,6 7,4 3,3
Tratamiento Promedio 69,8 66,1 67,7 68,2 58,6
B DE 13,7 6,7 5,5 9,1 2,8
Tratamiento Promedio 69,8 85,3 76,4 94
C DE 13,7 14,2 13,0 13,2
Anexo 7. Dunn test
indice de Condicién
p
Muestreo 1 Muestreo 2 0,90
Muestreo 1 Muestreo 3 0,05
Muestreo 1 Muestreo 4 0,04
Muestreo 2 Muestreo 3 0,04
Muestreo 2 Muestreo 4 0,03
Muestreo 3 Muestreo 4 0,90
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Anexo 8. Scheirer Ray Hare test

Rendimiento

gl SC MC
M 3 463 463 9,26 0,03
T 1 0,17 0,17 0,003 0,95
MxT 3 50,17 50,17 1,00 0,80
E 23 1150 50

Anexo 9. Rendimiento promedio (expresado en mm) con su respectivo desvio estandar (DE).
Muestreo inicial (M-1) comin a todos los tratamientos. Muestreos del 1 al 4 (M-1, M-2, M-3

y M-4).
Rendimiento M- | M-1 M-2 M-3 M-4
) Promedio 24,3 23,0 22,5 21,2 20,7
Tratamiento A -
Desvio Estandar 4,4 0,7 1,7 2,4 1,0
) Promedio 24,3 23,2 23,9 22,1 20,5
Tratamiento B -
Desvio Estandar 4,4 2,5 2,6 1,1 0,9
_ Promedio 24,30 23,7 26,54 34
Tratamiento C -
Desvio Estandar 4,39 4,0 4,98 4,4
Anexo 10. Dunn test
Rendimiento
P
Muestreo 1 Muestreo 2 0,93
Muestreo 1 Muestreo 3 0,07
Muestreo 1 Muestreo 4 0,02
Muestreo 2 Muestreo 3 0,06
Muestreo 2 Muestreo 4 0,02
Muestreo 3 Muestreo 4 0,62
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Anexo 11. Scheirer Ray Hare test

Area Ovocitaria Relativa

SC

MC f p
M 933,33 933,33 18,67 0,0003
T 54 54 1,08 0,30
MXxT 41,33 41,33 0,83 0,84
E 23 1150 50

Anexo 12. Dunn test

Area Ovocitaria Relativa

p

Muestreo 1
Muestreo 1
Muestreo 1
Muestreo 2
Muestreo 2
Muestreo 3

Muestreo 2
Muestreo 3
Muestreo 4
Muestreo 3
Muestreo 4
Muestreo 4

0,3272
0,002
0,0002
0,034
0,006
0,5136
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