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The most beautiful thing we can experience is the mysterious.

1t is the source of all true art and science.
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RESUMEN

La centolla austral, Lithodes santolla, es un cangrejo litddido que habita las aguas
templado-frias de la costa Pacifica al sur del paralelo 40° S en la zona sur austral de
Sudamérica. Su alta demanda y valor comercial, junto con una pesqueria en estado
preocupante han fomentado iniciativas para el desarrollo de su cultivo a escala comercial, el
cual en etapa experimental ha encontrado una alta variabilidad en el crecimiento de los
individuos. El objetivo de esta tesis fue evaluar el efecto del sistema de cultivo y dieta sobre
los juveniles de L. santolla, junto con la obtencion de un indicador fisioldgico y/o bioquimico
que permita la identificacion de individuos con alta tasa de crecimiento. Individuos juveniles
fueron mantenidos bajo seis tratamientos distintos, derivados de la interaccion de tres dietas
(pellet, chorito y artemia) y dos sistemas de cultivo (individual y masivo), durante 138 dias.
Los parametros fisioldgicos y bioquimicos de los juveniles de L. santolla fueron afectados por
las condiciones de alimentacion y cultivo, teniendo como mejor tratamiento a la interaccion
entre la dieta artemia y el sistema de cultivo masivo, logrando las tasas de crecimiento mas
altas y la mayor produccién de biomasa. Los individuos con mayor tasa de crecimiento
exhibieron un alto coeficiente de asociacion con los indices P:DNA, RNA:DNA y O:N como
indice no invasivo, por lo cual se recomienda la utilizacion de estos como indicadores de

crecimiento.
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ABSTRACT

The southern king crab, Lithodes santolla, is a lithodid crab inhabiting the cold-
template waters of the Pacific coast in the southern part of South America, south of the 40° S
parallel. Its high demand and commercial value together with a concerning state of the
fisheries has encouraged initiatives for the development of a commercial-scale culture which,
in its experimental phase, has encountered a high variability in the growth of the individuals.
The aim of this thesis is to evaluate the effect of the culture system and the diet over L.
santolla juveniles, and to obtain a physiological and/or biochemical index which allows the
detection of individuals with high growth rates. Juvenile individuals were reared under six
different treatments, derived from the interaction between three diets (pellet, mussel and
artemia) and two culture systems (individual and massive), for 138 days. The physiological
and biochemical parameters of juvenile L. santolla were affected by the culture and feeding
conditions, being the interaction of artemia diet and massive culture system the best treatment,
achieving the higher growth rates and biomass production. Individuals with a high growth rate
showed a high association with the P:DNA and RNA:DNA indexes and also the O:N as a non-

invasive index, therefore the use of these indexes as growth indicators is recommended.



1 INTRODUCCION

A nivel mundial, los cangrejos litddidos constituyen recursos naturales de alto valor
comercial. Estos organismos habitan las aguas templado-frias de ambos hemisferios,
presentando un mayor numero de especies en la zona norte del Océano Pacifico (Zaklan,
2001), sector en el que varias especies son explotadas desde principios de siglo, entre ellas:
Paralithodes camtschaticus (red king crab), P. platypus (blue king crab) y Lithodes aequispina
(golden king crab). En Chile la centolla austral, Lithodes santolla, habita las aguas templado-
frias de la costa Pacifica al sur del paralelo 40° S en la zona sur austral de Sudamérica. Como
organismo submareal estricto se distribuye entre los 5 y 700 metros de profundidad, en aguas
con temperaturas entre 3 y 15° C (Retamal, 1999). Su explotacion con fines comerciales data
desde hace mas de 70 afios, aprovechando su alta densidad y el acceso relativamente sencillo a
este recurso que ocurre a bajas profundidades (Lovrich, 1997), concentrandose principalmente
en el archipiélago de Tierra del Fuego. Las capturas de centolla se mantuvieron bajo las 500 t
hasta mediados de los afios 70 (Figura 1). En la década siguiente, con el colapso de la
pesqueria de P. camtschaticus en el mar de Bering (Blau, 1985), se produjo un incremento
muy importante en las capturas a nivel nacional como consecuencia del aumento de las
exportaciones de este recurso, llegando a un maximo de 2.755 t en 1983, desde entonces las
exportaciones han seguido aumentando debido a la alta demanda en el mercado internacional,
acrecentada en momentos por la ocurrencia de nuevos declives en las pesquerias, como el de

P. platypus en la década del 90.



Los desembarques de L. santolla tienen como principal destino a Japon y Estados
Unidos, concentrando aproximadamente un 90% de las exportaciones (FAO, 2007), sin
embargo su pesqueria esta clasificada en estado preocupante por la Subsecretaria de pesca
(Guzman et. al., 2005), ante lo cual han surgido iniciativas que buscan realizar la investigacion
y desarrollo del cultivo de esta especie. Es asi como en nuestro pais, en el afio 2002, comienza
el desarrollo experimental del cultivo de L. santolla, realizado en el Laboratorio de
Ecofisiologia de Crustaceos (LECOFIC) de la Universidad Austral de Chile, sede Puerto
Montt, financiado por los proyectos Fondef D9911087, D0211163 y D05110217. Esta iniciativa
también ha sido abordada por otros paises en donde se realiza pesca extractiva de litodidos con
fines comerciales, principalmente con P. camtschaticus (Persselin, 2006; Kovatcheva, 2006;

Stevens, 2006).

Centolla capturada (toneladas)

Figura 1.- L. santolla. Desembarques de centolla (en toneladas de centolla capturada) a nivel

nacional (FAO, 2007).



En el desarrollo experimental del cultivo de L. santolla se ha encontrado una alta
variabilidad en el crecimiento de individuos juveniles, especialmente después del cuarto mes
de edad en adelante (Figura 2). En este ambito las variaciones individuales tanto en
crecimiento como en conducta ya han sido reportadas en crustaceos (Wolff, 1978; Atema &
Cobb, 1980; Pérez-Rostro & Ibarra, 2003). Una de las grandes causas de estas variaciones,
ampliamente reconocida en distintas especies, es la conformacion de jerarquias de
dominancia, con individuos dominantes exhibiendo mayor apetito y crecimiento (Jobling et
al., 1995). Sin embargo, estas diferencias individuales son no so6lo una consecuencia de las
interacciones entre los individuos, sino también inherente a éstos, y por ende, genéticamente

ligada (Valente et al., 1998; Martins ef al., 2005; Silverstein et al., 2005).

El crecimiento es un factor productivo de alta importancia por muchas razones, entre
las cuales destacan los costos de alimentacion, que en la acuicultura varian entre un 30 y un
70% del costo variable de produccion (Shang, 1990). Dado que, por una parte, el origen de la
esta variabilidad en el crecimiento es probablemente complejo, interactuando varios factores
simultineamente, y que tal variabilidad tiene importantes efectos en la produccion de este
recurso, resulta de gran interés el conocer la forma en que factores como el tipo de alimento
suministrado y las variaciones del entorno o sistema de cultivo modifican las reacciones
internas de estos organismos a distintos niveles, a lo cual se suma el interés de obtener
medidas puntuales de indices de crecimiento, las cuales son muy utiles en estudios de
fisiologia comparativa y en la evaluacion del funcionamiento de los organismos en la

acuicultura, entre otros (Anger, 2001).



Crecimiento de juveniles en condiciones
de laboratorio
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Figura 2.- L. santolla. Curva de crecimiento (en milimetros de largo de caparazon) de

individuos juveniles en condiciones de laboratorio (Paschke ef al., 2006).

Individuos en pleno proceso de crecimiento requieren reservas energéticas para poder
mantenerse en niveles Optimos de condicion fisioldgica, es decir, aquellos individuos con
mejores reservas energéticas poseeran una condicion fisioldgica de alto nivel y, por lo tanto, es
de esperar que tengan un mejor crecimiento y supervivencia (Anger, 2001). Algunas
relaciones utilizadas, basadas en el peso seco (DW), contenidos totales y porcentuales de
lipidos (L), proteinas (P) y acilglicéridos (TAG), han servido como indicadores de condicion
fisiologica (Anger, 2001). Los indices derivados de &cidos nucleicos, en particular, la
proporcion RNA:DNA también han sido utilizados como medidores indirectos, a nivel de
individuo, de las tasas instantaneas de acumulacion de biomasa en peces (Bulow, 1970;
Buckley, 1984; ), moluscos (Chicharo et al., 2001; Okumura et al., 2002) y crustaceos (Juinio

& Cobb 1994; Jayaprakas & Sambhu 1996; James-Pirri & Cobb 1997; Lemos et al., 2002;



Chicharo et al., 2007). La relacion RNA:DNA se basa asumiendo que la cantidad de DNA es
estable bajo distintas situaciones ambientales en las células somadticas de cada especie,
mientras que la cantidad de RNA varia directamente segun la tasa de sintesis proteica (Bulow,
1987). Asi, organismos en buen estado tienden a poseer un alto valor en la relacion
RNA:DNA en comparacion a aquellos en mal estado (Bulow, 1987; Robinson & Ware, 1988).

La caracteristica comiin de todas estas técnicas, es el hecho de que se realizan post-mortem.

Técnicas que permiten la medicion de indices de condicidn fisioldgica en individuos
vivos, mediante procedimientos no invasivos son, por ejemplo, la cuantificacion del consumo
de oxigeno y la excrecion de nitrogeno, las cuales consideran solo la incubacion de los
organismos. Un indicador derivado de la interaccion entre estas variables es la relacion
oxigeno:nitrogeno (O:N). Esta es cominmente aceptada como indicador del sustrato
metabolico utilizado para la produccion de energia (Mayzaud & Conover, 1988). La
utilizacion de esta puede permitir la estimacion de crecimiento de un organismo al conocer el

sustrato metabolico utilizado (proteinas, lipidos y/o carbohidratos).



1.1 Hipotesis

Hoi: Los parametros fisioldgicos de individuos juveniles de L. santolla no son afectados por

las condiciones de alimentacion y cultivo.

Ho: Los individuos juveniles de L. santolla con mayor tasa de crecimiento no presentan

asociacion con un indicador fisioldgico.



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General
Evaluar el efecto del sistema de cultivo y la dieta sobre juveniles de L. santolla, junto
con la obtencion de un indicador fisiologico y/o bioquimico que permita la identificacion de

individuos con alta tasa de crecimiento, bajo condiciones de laboratorio.

1.2.2 Objetivos Especificos
.- Describir y cuantificar el efecto de la dieta y el sistema de cultivo sobre la

supervivencia de juveniles de L. santolla.

.- Describir y cuantificar el efecto de la dieta y el sistema de cultivo sobre el

crecimiento de juveniles de L. santolla.

.- Describir y cuantificar el efecto de la dieta y el sistema de cultivo sobre la fisiologia,

concentracion de metabolitos y acidos nucleicos de juveniles de L. santolla.

.- Analizar la correlacion entre el crecimiento y distintos indices fisiologicos y

bioquimicos en juveniles de L. santolla.



2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Animales Experimentales

Los individuos juveniles de L. santolla fueron obtenidos del Laboratorio de
Ecofisiologia de Crustaceos (LECOFIC) de la Universidad Austral de Chile, Campus Puerto
Montt. Esto se consigui6 luego del desove de una hembra ovigera obtenida desde el ambiente
natural y acondicionada en laboratorio, manteniéndolos en un sistema de cultivo larval,

posteriormente, ser sometidos a distintas condiciones de dieta y densidad de cultivo.

Animales recién metamorfoseados, juvenil I (provenientes de la misma progenie), se
mantuvieron en sistemas de cultivo larval, alimentados con nauplii de Artemia. Una vez que
los juveniles alcanzaron la talla predeterminada para experimentacion, 2.5mm largo de
caparazon, fueron separados en los respectivos tratamientos. La talla predeterminada para el
experimento se basd en los resultados obtenidos de la curva de crecimiento del proyecto
FONDEF DO02I1163, cuando los individuos aun presentan un crecimiento similar (Figura 2).
Todos los tratamientos se realizaron con agua de mar circulante a 12°C y una densidad

constante.



2.2 Disefio experimental

Para este estudio se consideraron 2 factores a evaluar: la dieta (pellet - chorito - adultos
de artemia) (Tabla 1) y el sistema de cultivo (individual - masivo). La combinacion de estos
dos factores forma seis tratamientos distintos entre si. El tiempo también fue considerado
como factor al analizar las variables fisiologicas y bioquimicas correspondientes a los dias 0,
67 y 138. Cada tratamiento individual consté de 30 animales, cada uno de ellos considerado
como réplica del tratamiento. Cada tratamiento masivo comprendio tres réplicas, cada una de
ellas compuesta de 30 individuos (Figura 3). Se monitore6 diariamente la mortalidad y la
presencia de exuvias. Los experimentos se controlaron por 138 dias, incluyendo como minimo
2 mudas durante el transcurso del experimento, considerando sélo la segunda muda como

efecto de las condiciones experimentales.

Juveniles en sistemas de cultivo
larval alimentados con Artemin

Juvenil (2.5 mm)

A
o N
_NA— _A—
' B I Y
| pellet | | chorito | | artemia | | pellet | | chorito | | artemia |

Figura 3.- L. santolla. Disefo experimental. Considerando el momento de cambio de sistema

de cultivo (individual-masivo) y de alimentacion (pellet-Mytilus-Artemia).



Tabla 1.- L. santolla. Composicion proximal (porcentaje de proteinas, lipidos y carbohidratos)

de las dietas.

Dieta Proteinas (%) Lipidos (%) Carbohidratos (%)
pellet (Farias, com. pers.) 46,6 = 0,9 13,5 £ 2,2 30,3 £ 10,1
chorito (Okumu & Stirling, 1998) 355 + 7,5 12,7 + 4,5 155 + 7,5
artemia (Landau, 1987) 50,8 £ 0,2 10,7 £ 0,7 36 £ 03

2.3 Consumo de Oxigeno

El consumo de oxigeno fue determinado mediante la incubacion de los animales en
camaras respirométricas de 60ml, con agua de mar (30 PSU y 12° C) filtrada a 1 pm y
esterilizada con UV. Cada camara se conecté a un micro-sensor de oxigeno de flujo FTCH-
TF, conectado a un equipo Presens, Modelo MICROX TX-3. La concentracién de oxigeno se
monitored hasta que esta se mantuvo estable. Se realizaron 3 mediciones de oxigeno, al inicio,
al cabo de una hora y al cabo de dos horas. El equipo entreg6 los datos de concentracion en
miligramos de oxigeno por litro, por lo cual se procedid a realizar las correspondientes
transformaciones, obteniendo primero la cantidad de oxigeno consumido en la camara y luego
dividiéndola por el peso del individuo y luego por el nimero de horas que durd la incubacion.
El consumo de oxigeno se midi6é bajo metabolismo rutinario, definido como el metabolismo

minimo de actividad (Wilmer et. al., 2000).
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2.4 Excrecion de Nitrogeno

Luego de las estimaciones del consumo de oxigeno, en las mismas camaras
respirométricas, los animales fueron incubados por 3 horas en 20ml de agua de mar (30 PSU y
12° C) filtrada a 1 um y esterilizada con UV. Transcurrido este tiempo, se tomaron 250ul en
triplicado por cada muestra para la reaccion colorimétrica siguiendo el método de indofenol de
Koroleff & Grasshoff (1983), adaptado para microplacas de titracion (Paschke, 1998),

utilizando un lector de placas (Thermo™ Multiscan Spectrum®).

2.5 Analisis de Muestras

Al finalizar las incubaciones y sus respectivas mediciones los animales fueron lavados
con agua destilada para extraer las sales superficiales, luego estos fueron fotografiados (Canon
PowerShot S80) y las imagenes procesadas por un software grafico (Media Cybernetics Inc.,
Image-Pro Plus) para estimar la longitud del largo de caparazon (CL). Después se procedio a
congelar las muestras a -80°C en un ultrafreezer (Thermo Scientific™, Forma Series 700).
Posteriormente se liofilizaron los individuos (Savant, Novalyphe NL 150), para luego pesarlos
en una balanza Precisa 95SM, Germany para estimar su peso seco (DW), en seguida se
almacenaron en un ultrafreezer a -80°C para su posterior andlisis. Para efectos del analisis

bioquimico de muestras de esta tesis se consider6 un n = 7 para cada tratamiento.

11



Los individuos liofilizados fueron homogenizados en un gabinete de trabajo tipo
campana de laboratorio, sin extractor (Figura 4-a). Previo al procesamiento de las muestras, el
gabinete fue higienizado con inactivador de enzimas nucleasas (Gene Choice™, RNase free®)
y mantenido con luz UV durante la noche previa al andlisis. Los materiales a utilizar fueron
previamente lavados con dimetil pirocarbonato (DMPC) al 0,1%, incubandolos (37°C, toda la
noche) y posteriormente autoclavandolos por 15 minutos para inhibir la accion de nucleasas.
La homogenizacion de la muestra se realizd6 con un mortero triturador de tejido (Kontes
Scientific™, Rnase-Free Disposable Pellet Pestles®), impulsado por un motor inaldmbrico
(Kontes Scientific™, Pellet Pestle® Cordless Motor), ambos libres de nucleasas, en un
microtubo de 1,5ml con 1000ul de agua ultrapura (Barnstead™, Easypure® II) libre de
nucleasas (tratada con DMPC al 0,1% incubada (37°C, toda la noche) y posteriormente
autoclavada por 15min) mantenido en hielo. Finalmente, el tejido homogeneizado fue

separado en submuestras, para ser sometidas a analisis de cuantificacion de acidos nucleicos y

metabolitos.

Figura 4.- L. santolla. Preparacion (a) y lectura (b) de las muestras para analisis bioquimico en

el LECOFIC, Universidad Austral de Chile, sede Puerto Montt.
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2.6 Cuantificacion de Metabolitos

La submuestra obtenida para la cuantificacion de metabolitos fue homogeneizada
nuevamente en un sonicador (Branson Sonifier 150) y desde este homogeneizado final se
extrajo la cantidad requerida para cada protocolo de cuantificacion, siendo sometidos a sus

respectivas centrifugaciones.

2.6.1 Proteinas totales (P)

Las proteinas totales se cuantificaron segiin el método espectrofotométrico del acido
bicinconinico para proteinas (Thermo Scientific™ Bicinchoninic acid method, micro BSA
Protein Assay Kit,), el método se basa en la deteccién del ion cuproso (Cu™), el cual se forma
cuando el i6n cuprico (Cu') de las proteinas es reducido en un ambiente alcalino. Un
producto de color purpura se forma por la quelacion de dos moléculas de BCA con un i6n
cuproso (Cu'). Este complejo soluble en agua presenta una fuerte absorbancia a 562 nm

siendo linealmente positiva a medida que aumenta la concentracion de proteinas.

En microtubos Eppendorf® previamente rotulados se agregaron 30ul del
homogeneizado inicial, el cual se diluyo en 280ul de agua ultrapura, agitdndose en un vortex,
luego se llevaron 150ul por duplicado a una microplaca de titracion (Costar® 3595). La
solucion estandar (2pg-pl™) se diluyé para obtener la solucion de trabajo (WSPro): 75ul de
solucion de trabajo fue diluido en 925ul de agua destilada (0,15pg BSA pl™). Luego se
procedio a realizar la curva de calibracion por duplicado en la microplaca y posteriormente se

prepar¢ el reactivo de trabajo (WR) (para una microplaca: 7500ul de Reactivo A, mas 7400ul
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de Reactivo B, mas 300ul Reactivo C, los cuales se mezclaron en fresco), de esta mezcla se
agregaron 150l a cada muestra y a la curva de calibracion. Se agitdé por 10 segundos en el
lector de microplacas y luego se incubo (37°C, dos horas) en un thermomixer (Eppendorf™,
Thermomixer®). Transcurrido el tiempo se dejé enfriar a temperatura ambiente durante 20
minutos, protegido de la luz. Finalmente se ley6 la absorbancia a 562 mm en el lector de

microplacas (Figura 4-b).

2.6.2 Lipidos totales (L)

Los lipidos totales se cuantificaron de acuerdo al método de sulfofosfovainillina para
lipidos totales segun Zollner & Kirsh (1962), utilizando colesterol como estandar. Los lipidos
séricos incluyendo el colesterol, forman con el é4cido sulfirico un Ion de carbono que
reacciona con la fosfovainillina produciendo un complejo de color violeta cuya intensidad se

mide colorimétricamente.

En microtubos Eppendorf® previamente rotulados se depositaron 60ul del
homogeneizado inicial, luego a cada tubo se le agregaron 450ul de cloroformo metanol
(CHCI3/CH30H) (2:1) agitandose en vortex. Luego los microtubos fueron centrifugados
(8000g, 4°C, 20 min). Posteriormente, se traspasaron 350ul de la fase inferior, conteniendo los
lipidos, a un nuevo set de microtubos rotulados, dejando que se evapore el solvente con las
tapas abiertas. El estandar (3ug-ul™) se diluy6 para preparar la solucion de trabajo (WSCol):
2001 de solucion estandar se diluyeron en 400ul de CHCl3/CH;OH a 4°C (1pg-pl™), luego se
procedio a realizar la curva de calibracion por duplicado. La curva de calibracion se dejo

evaporar al igual que las muestras. Una vez evaporadas las muestras y la curva de calibracion,
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se procedio a resuspender los lipidos en 100ul de acido sulftrico concentrado (H,SOs) y
agitandose en vortex. Inmediatamente después, las muestras con el acido se calentaron a
100°C durante 10 minutos con las tapas cerradas. Luego se dejo enfriar a temperatura
ambiente durante 20 minutos y se agitd en un vortex, llevando 20ul en duplicado a la
microplaca. Por ultimo se agregaron 300ul del reactivo fosfovainillina y se midio la

absorbancia a 530 nm en el lector de microplacas (Figura 4-b).

2.6.3 Glucosa (Glu)
La glucosa fue cuantificada utilizando un método enzimatico (Kit #K606-100,
BioVision), en el cual la solucion Glucosa Enzime Mix oxida en forma especifica la glucosa,

generando un producto que reacciona con un colorante en particular.

Se agregaron 50ul del homogeneizado por duplicado a la microplaca. Para obtener la
solucion de trabajo (WSGlu), 5ul de solucién Glucose Standard (100mM pl™) fueron diluidos
en 1.245ul de Glucose Assay Buffer, con esta solucion se procedioé a realizar la curva de
calibracion. Luego, a cada muestra se le agregaron 50ul del reactivo de trabajo (RMGlu) (para
una microplaca: 4600ul Glucose Assay Buffer + 200ul Glucose Probe + 200ul Glucose
Enzyme Mix). La microplaca se introdujo al lector y se agitd por 10 segundos, enseguida se
incubo (37°C, 30min) y se dejo enfriar por 20 minutos protegido de la luz. Finalmente, se leyo
la absorbancia a 570nm en el lector de microplacas (Figura 4-b), presentando un rango de

deteccion entre 1 y 10.000uM.
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2.6.4 Glicogeno (Gly)
El glicogeno fue cuantificado utilizando un método enzimatico (Kit #K646-100,
BioVision), en el cual la glucoamilasa hidroliza el glicbgeno, generando glucosa, la cual es

oxidada en forma especifica para reaccionar con la solucién OxiRed probe, para generar color.

Se agregaron 50ul del homogeneizado por duplicado a la microplaca. Para obtener la
solucion de trabajo (WSGly), 10ul de solucién Glycogen Standard (2mg ml™) fueron diluidos
en 90ul de Glucosa Assay Buffer, con esta soluciéon se procedid a realizar la curva de
calibracion. Luego se agregaron 2ul de Hydrolysis Enzyme Mix a las muestras y a la curva de
calibracion, dejando un blanco para cada muestra sin la adicion del mix. Se introdujo la
microplaca al lector y se agitdé por 10 segundos, enseguida se incubd (T° ambiente, 30min,
protegido de la luz). A continuacion se prepar6 el reactivo de trabajo (RMGly) (para una
microplaca: 4600ul Development Buffer + 200ul Development Enzyme Mix + 200ul OxiRed
Probe) y se adicionaron 50ul de este a cada muestra y a la curva de calibracion. Se introdujo la
microplaca al lector y se agitdo por 10 segundos, enseguida se incub6d (T° ambiente, 30min,
protegido de la luz) y se leyo la absorbancia a 570nm en el lector de microplacas (Figura 4-b),

con un rango de deteccion de 0,0004 a 2mg-ml™.

2.6.5 Triglicéridos (TAG)

Los triglicéridos se cuantificaron utilizando un método enzimatico (Kit #K622-100,
BioVision), en el cual los triglicéridos son convertidos en acidos grasos libres y glicerol, este
ultimo se oxida, generando un producto que reacciona con la solucion Triglyceride Probe,

generando color.
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Se agregaron 50ul del homogeneizado por duplicado a la microplaca. Para obtener la
solucion de trabajo (WSTry), 35ul de solucion Triglyceride Stadard fueron diluidos en 90ul
de Triglyceride Assay Buffer (0,5 mM), con esta solucidon se procedid a realizar la curva de
calibracion. Posteriormente se agregaron 2ul de Lipasa a las muestras y a la curva de
calibracion, dejando un blanco para cada muestra sin la adicion de la lipasa. Se introdujo la
microplaca en el lector y se agité por 10 segundos, enseguida se incub6 (T° ambiente, 20min,
protegido de la luz). A continuacion se adicionaron 50ul del reactivo de trabajo (RMTry) (para
una microplaca: 4.600ul Triglyceride Assay Buffer + 200ul Triglyceride Probe + 200pul
Triglyceride Enzyme Mix) a cada muestra y a la curva de calibracion. Se introdujo la
microplaca el lector y se agitd por 10 segundos, luego se incubd (T° ambiente, 60min,
protegido de la luz) y se ley6 la absorbancia a 570nm en el lector de microplacas (Figura 4-b),

con un rango de deteccion de 2pmol a 10nmol.

2.7 Cuantificacion de Acidos Nucleicos

Siguiendo los protocolos para el aislamiento de RNA, DNA y proteinas de Applied
Biosystems, 600ul del homogeneizado fueron agregados a un microtubo libre de nucleasas
conteniendo 400ul de TRI Reagent® Solution (Moleclar Research Center Inc.), se
homogeniz6 utilizando un vortex y luego se realizo una centrifugacion (12.000g, 4°C, 10min).
Al finalizar la centrifugacion se procedio a realizar los pasos descritos para la extraccion de

cada acido nucleico.
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2.7.1 Acido Ribonucleico total (RNA)

La fase acuosa, conteniendo el RNA, fue separada de la interfase y la fase orgénica,
que contenian DNA y proteinas, y luego traspasada a un nuevo tubo libre de nucleasas para ser
incubada en 500ul de isopropanol por 10 minutos. Posteriormente, se centrifugé (12.000g,
4°C, 8min) y se descarto el sobrenadante. El pellet fue lavado en 1.000ul de etanol 75% y se
centrifugd nuevamente (7.500g, 4°C, Smin), descartando el sobrenadante y secando al aire el
pellet de RNA. El pellet fue resuspendido en 500ul de agua libre de nucleasas agitindose a
600RPM en un thermomixer (Eppendorf™). Finalmente se llevaron 220ul por duplicado a una
microplaca de titracion UV (Greiner Bio-One™, 96 Well UV-Star®) y se cuantifico la
concentracion de RNA (ug RNA-ml™") mediante espectrofotometria UV en un lector de
microplacas (Thermo™ Multiscan Spectrum®) a 260 y 280 nm (Figura 4-b), realizando una

estimacion de pureza (A260/A280).

2.7.2 Acido Desoxirribonucleico total (DNA)

Posteriormente a la extraccion de la fase acuosa, la interfase y la fase organica,
conteniendo DNA y proteinas, fueron incubadas en etanol 100% y centrifugadas (2.000g, 4°C,
Smin), luego se descart6 el sobrenadante, se realiz6 un lavado con 1.000ul de solucion DNA
Wash (citrato trisodico 0,1M en etanol 10%), se incubd (T® ambiente, 30min) y se centrifugo
(2.000g, 4°C, 5min), el lavado fue repetido nuevamente junto con su posterior incubacion y la
centrifugacion, se descarto el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 1.500ul de etanol 75%
y se incubo (T° ambiente,15 min), después se centrifugd (2.000g, 4°C, Smin) y se descarto el
sobrenadante y se sec¢ al aire por 5 minutos. En seguida se agregaron 150ul de NaOH 8mM y

se mezcld6 mediante pipeteo, se centrifugd (12.000g, 4°C, 10min) y se transfirié el
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sobrenadante conteniendo el DNA a un nuevo tubo libre de nucleasas en donde se le
agregaron 120ul de HEPES 0,1mM y 400ul EDTA 1mM. Finalmente se llevaron 220ul por
duplicado a una microplaca de titracion UV y se cuantifico la concentracion de DNA (ug
DNA'ml") mediante espectrofotometria UV en el lector de microplacas a 260 y 280 nm

(Figura 4-b), realizando una estimacion de pureza (A260/A280).

2.8 Calculo de indices

Con las distintas variables cuantificadas se estimaron los siguientes indices:

2.8.1 Indice O:N
La relacion O:N se basa en la relacion atdmica entre el oxigeno consumidos y el
nitrégeno excretado. Para su célculo se divide el consumo de oxigeno y la excrecion de

nitrégeno por sus respectivos pesos moleculares.

2.8.2 Indice RNA:DNA
La relacion RNA:DNA se basa en la relacion entre el RNA participando en sintesis
proteica y el DNA presente en el nucleo de la célula. Para su calculo se dividen sus respectivas

concentraciones.
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2.8.3 Indice L:P
La relacion L:P estima el grado de uso de cada pool, teniendo valores altos ante el uso
del pool de proteinas y valores bajos para el uso de lipidos. Para su célculo se dividen sus

respectivas concentraciones.

2.8.4 Indice TAG:L
La relaciéon TAG:L se basa en la estimacion de la cantidad de contenido lipidico que

corresponde a reservas energéticas. Para su calculo se dividen sus respectivas concentraciones.

2.8.5 Indice FOSF:L

La relacion FOSF:L basa en la estimacion de la cantidad de contenido lipidico que
corresponde a composicion de membranas. Esta se obtiene realizando una estimacion del
contenido de fosfolipidos de los individuos, restandole a los lipidos totales la concentracion de
triglicéridos. Posteriormente esta estimacion de la concentracion de fosfolipidos se divide por

los lipidos totales.

2.8.6 Indice DW:DNA
La relacion DW:DNA serd utilizada para comparar el tamano promedio de las células.

Para su calculo se dividen las respectivas concentraciones.

2.8.7 Indice P:DNA
La relacion P:DNA estima el contenido proteico promedio por célula. Para su calculo

se dividen las respectivas concentraciones.
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2.8.8 Indice TAG:P
La relacion TAG:DNA estima la condicion bioenergética, considerando que el pool de
triglicéridos representa la fuente predominante de energia para los procesos energéticos y que

la fraccion de proteinas se relaciona principalmente con estructuracion de tejidos.
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2.9 Analisis de Datos

Se utilizdé un andlisis de varianza (ANDEVA) a dos vias para evaluar el efecto de
sistema de cultivo y dieta para un tiempo de cultivo dado. Del mismo modo, para cada sistema
de cultivo se utilizd el mismo tipo de analisis de varianza considerando como factores la dieta
y los intervalos de tiempo para determinar su efecto sobre las variables de respuesta medidas.
De esta forma se logré determinar en primer lugar si existieron diferencias en el crecimiento
de los animales entre tratamientos y luego en las distintas variables cuantificadas, previa
confirmacion de requisitos para analisis paramétrico (normalidad por Kolmogorov-Smirnof y
homocedasticidad por test de Levene). Para lograr que todos los datos cumplieran con estos
requisitos se realizaron las siguientes transformaciones: para los valores de la tasa de
crecimiento en peso seco al dia 67 se utiliz6 una transformacion angular (Freeman & Tuckey,
1950); para los valores de la tasa de crecimiento en largo de caparazon al dia 67 se utiliz6 la
transformacion de la raiz cuadrada propuesta por Bartlett (1936) y para los valores de esta
misma tasa al dia 138 se utilizd la conversion cuadratica descrita por Zar (1999). La
transformacion logaritmica (Zar, 1999) fue realizada para los datos de consumo de oxigeno en
cultivo individual y excrecion de nitrogeno en ambos cultivos. El intervalo de tiempo entre
cada muda fue analizado con un test de Kruskall-Wallis. Tratamientos diferentes fueron
identificados mediante test a posteriori de Tukey o Dunn, en caso de andlisis paramétrico o
no, respectivamente. El grado de asociacion entre el crecimiento obtenido y los diferentes
indicadores fisiologicos y bioquimicos fue determinado por medio del analisis de correlacion

de Pearson. Se trabajo con o = 0.05.
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3 RESULTADOS

3.1 Supervivencia

La supervivencia de L. santolla se vio afectada por el tipo de dieta suministrada,
registrandose los valores mas altos para los individuos alimentados con artemia, superando
aproximadamente en un 11 y un 55% a las dietas chorito y pellet respectivamente. En la dieta
artemia, los organismos con supervivencia mas alta fueron los que se mantuvieron en cultivo

individual, con un 82,5% (Figura 5).

3.2 Crecimiento

3.2.1 Peso y tamario

Los animales mantenidos bajo las tres dietas lograron un incremento significativo en el
crecimiento, tanto en peso seco como en largo de caparazon. Al final del experimento, los
animales alimentados con artemia lograron los pesos y tallas mas altos tanto para el sistema de
cultivo individual, alcanzando en promedio 33,3 = 4,3 mg y 6,2 = 4,3 mm, como para el
cultivo masivo, en promedio 57,8 = 11 mg y 7,6 £ 0,5 mm, este tratamiento alcanzo los

valores mas altos en forma significativa (Figura 6).
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3.2.2 Tasas de crecimiento

La tasa de crecimiento en peso seco (mg-dia™) fue significativamente mas alta para la
dieta de artemia. El incremento en el largo de caparazén (mm-dia™) presenté el mismo
comportamiento, logrando diferencias significativas en ambos sistemas de cultivo al final del
experimento (Figura 7). Dentro de la dieta de artemia las tasas de crecimiento mas altas, tanto
en peso seco como en largo de caparazon, fueron para los organismos mantenidos en cultivo

masivo, en promedio 0,40 + 0,08 mg-dia™ y 0,038 + 0,004 mm-dia™, respectivamente.
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Figura 5.- L. santolla. Supervivencia (en porcentaje) para cada tratamiento. Valores promedio
+ desviacion estandar (solo para cultivo masivo). Distintas letras representan diferencias

significativas entre tratamientos (ANOVA, p<0,05).
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Figura 6.- L. santolla. Crecimiento en miligramos de peso seco, DW (A-B) y milimetros de
largo de caparazon, CL (C-D) para cada tratamiento, considerando el inicio (dia 0), intermedio
(dia 67) y final (dia 138) del experimento. Valores promedio + desviacion estandar. Distintas

letras representan diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA de 2 vias, p<0,05).
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Figura 7.- L. santolla. Tasa de crecimiento en miligramos de peso seco por dia (A-B) y largo
de caparazon en milimetros por dia (C-D) para cada tratamiento (ver leyenda en figura 5),
considerando las mediciones intermedia (dia 67) y final (dia 138) del experimento. Valores
promedio + desviacion estdndar. Distintas letras representan diferencias significativas entre

tratamientos (ANOVA de 2 vias, p<0,05).
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3.2.3 Exuvias

Las dietas también tuvieron un efecto en el intervalo entre cada muda de L. santolla,
presentando una duracion de tiempo significativamente mas baja entre cada muda (o el mayor
nimero de mudas en el mismo periodo de tiempo) para los individuos alimentados con
artemia, en promedio 17,7 + 4,2 dias. Las dietas chorito y pellet no tuvieron diferencias entre

si, con un valor promedio de 28,7 + 13,8 dias (Figura 8).
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Figura 8.- L. santolla. Intervalo de tiempo entre cada muda (dias) para cada dieta dentro del
sistema de cultivo individual. Valores promedio + desviacion estandar. Distintas letras

representan diferencias significativas entre tratamientos (Kruskal-Wallis, p<0,05).
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3.2.4 Biomasa total

Las condiciones de cultivo tuvieron un efecto en la biomasa total producida al final del

experimento, presentando las biomasas mas altas en cultivo masivo, dentro de este cultivo la

biomasa producida por los individuos alimentados con la dieta artemia fue la mas alta. Esta

fue un 37,4% mas alta que en cultivo individual para la misma dieta (Tabla 2).

Tabla 2.- L. santolla. Produccion total de biomasa (miligramos) para cada tratamiento al final

de experimento. Valores promedio.

Sistema de Dieta Supervivencia n inicial n final peso final biomasa
cultivo (%) (mg) producida (mg)
individual pellet 20,0 30 7 8,7 60,9
chorito 47,5 30 14 14,2 198,8
artemia 82,5 30 24 333 799,2
masivo pellet 11,4 30 3 17,4 52,2
chorito 53,8 30 16 36,7 587,2
artemia 65,7 30 19 57,8 1098,2
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3.3 Metabolitos

3.3.1 Proteinas totales

La concentracion de proteinas totales fue similar entre tratamientos, sin embargo,
existid un incremento significativo a través el tiempo para todos los tratamientos con respecto
al inicio del experimento (Figura 9, A-B). La concentraciéon de proteinas al inicio del
experimento fue, en promedio 50,9 + 18,9 ug'mg”, al dia 67 estos valores fueron, en
promedio 170,9 + 26,8 pg-mg™, para el cultivo individual y, en promedio 205,1 + 52,9 pug'mg’
1, para el cultivo masivo. Al final del experimento esta concentracion fue de 211,6 £ 46,8

ng'mg’ y228.8 + 33,6 pg'mg” en cultivo individual y masivo, respectivamente.

3.3.2 Lipidos totales

Los lipidos totales no presentaron diferencias significativas entre tratamientos. Con
respecto al inicio del experimento, hubo un incremento significativo en la concentracion de
lipidos en el tiempo para todos los tratamientos al dia 67 (Figura 9, C-D). Esta concentracion
disminuyd en forma significativa entre el dia 67 y el 138 para las tres dietas en cultivo
individual y para la dieta pellet en cultivo masivo. Los lipidos totales al inicio del experimento
fueron, en promedio 22,4 + 3,7 pg'mg'. Al dia 67 fueron de 41,8 + 8,9 pg'mg™’ y 38,3 + 6,5
ng-mg”’ para el cultivo individual y masivo respectivamente. Al final del experimento (dia
138) las concentraciones fueron 24,3 + 9,9 pg-mg’' para el cultivo individual y 30,44 + 10,8

ng-mg” para el cultivo masivo.
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3.3.3 Glucosa

La glucosa no presentd diferencias significativas entre los tratamientos. Al dia 67 se
registrd un incremento significativo de este metabolito a través el tiempo con respecto al inicio
del experimento so6lo para la dieta artemia en cultivo individual. Entre el intermedio y el final
del experimento esta concentracion aumento en forma significativa solo para la dieta chorito
en cultivo individual. Al dia 138 la glucosa fue mas alta, con respecto al inicio, para todos los
tratamientos excepto la dieta artemia en cultivo masivo (Figura 9, E-F). La glucosa al inicio
del experimento fue de 1,9 + 0,6 pg'mg™'. Al dia 67 la concentracion fue de 3,3 + 2,1 pg'mg’”
y 3,7 + 2,5 pg'mg” para el cultivo individual y masivo respectivamente. Para el dia 138 las
concentraciones fueron en promedio 5,3 + 2,5 ug'mg”, para el cultivo individual y 5,3 + 2,4

ng-mg’, para el cultivo masivo.

30



Sistema de cultivo Sistema de cultivo
Individual Masivo

350 1 A) B)

300 -

~ 250 -
g 200 -
&0 150 -
100 -

Proteinas totales

0 67 138 0 67 138
70 1 O D)

Lipidos totales
-1
(ng mg)
S
oo

12 4 E) F)

Glucosa
(ng mg')

a

138 0 67 138
Tiempo (dias)

Figura 9.- L. santolla. Composicion proximal (proteinas (A-B), lipidos (C-D) y glucosa (E-F))
en microgramos por miligramo de individuo para cada tratamiento (ver leyenda en figura 6),

considerando el inicio (dia 0), intermedio (dia 67) y final (dia 138) del experimento. Valores

promedio + desviacion estandar. Distintas letras representan diferencias significativas entre

tratamientos (ANOVA de 2 vias, p<0,05).
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3.3.4 Glucogeno

La concentracion de glucogeno al dia 67 no presentd diferencias significativas con
respecto al inicio del experimento. Entre las dietas en cultivo masivo tampoco se encontraron
diferencias, pero la dieta artemia fue significativamente mas alta dentro del cultivo individual,
en promedio 26,5 + 20 pg'mg’. Entre los dias 67 y 138 esta concentracién manifestd un
incremento significativo sélo para la dieta chorito en cultivo masivo. Al dia 138, el tratamiento
con mas alta concentracion de este metabolito fue la dieta chorito en cultivo masivo, en

promedio 53,3 + 18,4 pg-mg”' (Figura 10, A-B).

3.3.5 Trigliceridos

Los niveles de triglicéridos, con una concentracion inicial de 7,8 + 2,3 pg'mg”,
registraron un incremento significativo a través del tiempo para todos los tratamientos hasta el
dia 67, excepto para la dieta artemia en cultivo masivo. Entre los dias 67 y 138 esta
concentracion disminuyd en todos los tratamientos, pero sélo en forma significativa para las
dietas en cultivo individual (Figura 10, C-D). Al dia 138, el tratamiento con una concentracion
de este metabolito significativamente mas alta fue la dieta chorito en cultivo masivo, en
promedio 17,1 + 2,2 ug'mg™, sin embargo las dietas pellet y chorito en cultivo individual al
dia 67 presentaron la concentracion significativamente mas alta de triglicéridos, en promedio

22,1+2,5 pgrmg™.
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Figura 10.- L. santolla. Composicion de las reservas energéticas (glucogeno (A-B) y

triglicéridos (C-D)) en microgramos por miligramo de individuo para cada tratamiento (ver

leyenda en figura 6), considerando el inicio (dia 0), intermedio (dia 67) y final (dia 138) del

experimento. Valores promedio + desviacion estandar. Distintas letras representan diferencias

significativas entre tratamientos (ANOVA de 2 vias, p<0,05).
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3.4 Acidos Nucleicos

3.4.1 Acido Ribonucleico total

La concentracion de acido ribonucleico (RNA) fue significativamente mas alta para la
dieta artemia en cultivo individual, manteniéndose durante el tiempo, en promedio 3,5 + 1,3
ng-mg™. En este mismo sistema de cultivo hubo un incremento significativo en los niveles de
RNA para las dietas pellet y chorito entre los dias 67 y 138. En cultivo masivo no hubo
diferencias significativas entre dietas, ni tampoco incrementos a lo largo del tiempo, con un

valor promedio de 3,9 + 2 pg'mg (Figura 11, A-B).

3.4.2 Acido Desoxirribonucleico total

Con respecto al comienzo del experimento, con un valor inicial de 1,55 + 0,8 pg-mg”,
la cantidad de 4cido desoxirribonucleico (DNA) por miligramo de individuo tuvo un
incremento significativo al dia 138 para las dietas chorito y artemia en cultivo individual y,
dentro del cultivo masivo, para la dieta artemia al dia 67 y la dieta chorito al dia 138 (Figura
11, C-D). Sin embargo, no existieron diferencias significativas entre tratamientos y tampoco

entre los dias 67 y 138, con un valor promedio de 3,9 + 2,3 pug'mg™.
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Figura 11.- L. santolla. Niveles de acidos nucleicos (acido ribonucleico (A-B) y acido
desoxirribonucleico (C-D)) en microgramos por miligramo de individuo para cada tratamiento
(ver leyenda en figura 6), considerando el inicio (dia 0), intermedio (dia 67) y final (dia 138)
del experimento. Valores promedio + desviacion estandar. Distintas letras representan

diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA de 2 vias, p<0,05).
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3.5 Fisiologia

3.5.1 Consumo de Oxigeno

El consumo de oxigeno fue similar para todos los tratamientos excepto para la dieta
pellet en cultivo individual, que presentd un consumo significativamente mas alto al dia 67,
con 1078 + 395 ug O,'mg™-h™ (Figura 12, A-B). Al dia 138 este sistema de cultivo presentd
un consumo promedio de 584 + 169 pg O,-mg'h™. En cultivo masivo, las dietas pellet y
chorito exhibieron un consumo significativamente mas alto con respecto al inicio, pero sin
diferenciarse en forma significativa de los otros tratamientos, los valores fueron, en promedio

892 + 458 pg O,'mg ' *h™' para el dia 67 y 787 + 154 ug Oo'mg™ h™' para el dia 138.

3.5.2 Excrecion de Nitrogeno

En cultivo individual la excrecion de nitrogeno al dia 67 fue significativamente mas
alta para los individuos alimentados con pellet y chorito, al dia 138 la excrecion se mantuvo
alta para la dieta pellet. En el cultivo masivo so6lo hubo diferencias entre tratamientos el dia
138, con la dieta artemia exhibiendo una excrecién mas alta que chorito en forma significativa.
La excrecion de nitrogeno de la dieta artemia se mantuvo estable en el tiempo, pero fue
significativamente més alta en el cultivo masivo, en promedio 18,7 + 6,7 ug N-NH;-mg™"-h™,

contra 10,1 + 2,1 ug N-NH;-mg ™ -h™ del cultivo individual (Figura 12, C-D).
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Figura 12.- L. santolla. Tasas de consumo de oxigeno (ug O,'mg™-h™) (A-B), excrecion de
nitrogeno (ug N-NHz'mg'h™") (C-D), y razén O:N (E-F) para cada tratamiento (ver leyenda
en figura 6), considerando el inicio (dia 0), intermedio (dia 67) y final (dia 138) del
experimento. Valores promedio + desviacion estdndar. Distintas letras representan diferencias

significativas entre tratamientos (ANOVA de 2 vias, p<0,05).
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3.5.3 Razon O:N

La razon O:N se mantuvo cercana a un valor de 50, presentando diferencias
significativas para la dieta chorito en cultivo individual al dia 67 (Figura 12, E-F). Al final del
experimento, esta dieta obtuvo un alto valor para este indice en ambos cultivos, con un valor

en promedio de 78,5, presentando diferencias significativas solo en cultivo masivo.

3.6 Correlacion de Variables e Indices

Los coeficientes de correlacion de Pearson indicaron que todas las variables
cuantificadas por individuo presentan una asociacion significativa con la tasa de crecimiento
en peso seco, mientras que las mismas variables estandarizadas por el peso seco de los
individuos solo presentaron una asociacion significativa negativa para la excrecion de
nitrégeno y positiva para la concentracion de proteinas (Tabla 3). Los indices presentaron
asociaciones en forma significativa con respecto a la tasa de crecimiento para P:DNA,

RNA:DNA, DW:DNA, L:P y O:N.
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Tabla 3.- L. santolla. Correlacion entre la tasa de crecimiento en peso seco (mg-dia™) de todos los tratamientos y las variables

metabdlicas y fisiologicas medidas e indices derivados de estas. Valores del coeficiente de correlacion de Pearson (R).

Variable R Variable R indice R
Consumo de oxigeno Consumo de oxigeno

Lol -l 0,883 *** 1.4 -0,091 O:N 0,236 *
(ug O, ind” h) (ug O, mg h)
Excrecion de nitrogeno Excrecion de nitrogeno

Cos 0,773 #* s 20,339 * RNA:DNA 0,413 **

(ug N-NH; ind™ h™) (ug N-NH; mg™ h™)
RNA (ug ind") 0,816 *** RNA (ug mg’) 0,176 L:P -0,321 *
DNA (g ind™) 0,684 *+* DNA (ug mg) 0,177 TAG:L 0,139
Proteinas (ug ind™) 0,875 ** Proteinas (ug mg’) 0,289 * FOSF:L -0,139
Lipidos (ug ind'l) 0,911 *** Lipidos (ug mg-l) -0,162 DW:DNA 0,331 *
Glucosa (pg ind™) 0,655 *** Glucosa (ug mg™) 0,043 P:DNA 0,573
Glucogeno (ug ind™) 0,490 *** Glucogeno (ug mg) 0,194 TAG:P -0,237
Triglicéridos (ug ind™) 0,898 Triglicéridos (ug mg™) -0,091
Fosfolipidos (ug ind™) 0,552 Fosfolipidos (ug mg™) -0,142

*(p<0,05); **(p<0,01); ***(p<0,001).




4 DISCUSION

4.1 Supervivencia

La supervivencia fue mas alta para los individuos alimentados con artemia, sin presentar
diferencias significativas con respecto a la dieta chorito, siendo la dieta pellet la que obtuvo la
supervivencia mas baja. En general, los valores de supervivencia fueron mas altos en cultivo
individual, a excepcion de la dieta chorito. El canibalismo es una de las principales fuentes de
mortalidad en muchos animales, y es reconocido como la mayor causa de mortalidad de
cangrejos juveniles tanto en ambiente natural como en cultivo (Luppi ef al., 2001; Zmora et al.,
2005). En litodidos el canibalismo es bastante alto (Borisov et al., 2005; Stevens & Swiney,
2005), por tanto, es muy probable que en cultivo masivo se hayan presentado eventos de
depredacion entre centollas, y con mayor razon si la dieta o la frecuencia de alimentacion no
logro satisfacer los requerimientos nutricionales de los individuos. Kington (1999) concluy6 que
un efecto de lixiviacion parcial de los nutrientes esenciales presentes en el pellet disminuy6
considerablemente el crecimiento y la sobrevivencia en Jasus edwardsii. Este fendmeno puede
estar sucediendo con la dieta inerte utilizada en este estudio y, de ser asi, probablemente la dieta
no logré satisfacer los requerimientos nutricionales de los individuos y puede estar afectando la
supervivencia de los juveniles de L. santolla. Los nutrientes esenciales, al no poder ser
sintetizados de novo por los organismos, dejan de estar presentes en las distintas rutas
metabolicas que los requieren (Rosas & Carrillo, 2006). Esto podria solucionarse al incrementar
la frecuencia de alimentacion (Kington, 1999; Oh & Hartnoll, 2000; Thomas et al., 2003), sin

embargo, esto implicaria un aumento considerable en los costos de produccion.
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4.2 Crecimiento

En crustaceos, el crecimiento es un proceso discontinuo que ocurre por una sucesion de
mudas a lo largo del tiempo (Hartnoll, 1982), y se considera que estd compuesto de dos
componentes, el incremento en tamafio durante la muda y la duracién de tiempo entre cada muda.
Estos dos procesos exhiben diferentes respuestas a factores intrinsecos y extrinsecos. Las
centollas alimentadas con artemia exhibieron el crecimiento mas alto y presentaron el periodo de
tiempo mas bajo entre cada muda. Esto podria estar relacionado con la sintesis de componentes
como los eicosanoides, que son derivados de acidos grasos poliinsaturados como 20:4n-6 y
20:5n-3 (Sheen & Wu, 2002). Estos componentes estan presentes en la cepa de artemia utilizada
como dieta (Landau, 1987) en mayor cantidad que en mitilidos (Okumu & Stirling, 1998).
Ademés, al comparar la composicion nutricional de las dietas, se puede observar que la dieta
artemia posee altos valores de proteinas y lipidos, siendo la oferta mas completa de alimento,
entregando mayores recursos nutritivos para que los organismos puedan expresar su potencial de
crecimiento con respecto a las otras dietas. En cultivo masivo, el canibalismo permite la
obtencion de un mayor crecimiento (Marshall ef al., 2005; Moller et al., 2008) ya que al depredar
a otras centollas, los juveniles obtendran un mayor volumen de alimento y, por ende, un ingreso
adicional de nutrientes con respecto a la misma dieta en cultivo individual, logrando asi un mejor
crecimiento. De hecho, la mayor produccion de biomasa total al finalizar el experimento se logra
con la dieta artemia en cultivo masivo, ya que, pese a el menor porcentaje de supervivencia, los

individuos crecieron mas.
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Los crecimientos mas altos fueron alcanzados con la dieta artemia, esta dieta fue
significativamente mas alta que pellet y chorito en ambos sistemas de cultivo. El crecimiento para
dietas inertes suele ser mas bajo comparado con las dietas naturales (Kington, 1999; Crear et al.,
2000), sobre todo si ocurre un efecto parcial o leve de lixiviacion del pellet (Cuzon et al., 1982;
D’Abramo & Sheen, 1993). Aunque la dieta es la principal fuente de materia y energia, también
las fuentes enddgenas han demostrado ser fuente importante de moléculas y energia (Rosas &
Carrillo, 2006). Considerando que los juveniles provienen de la misma madre, es probable que la
mayoria de ellos sean hijos del mismo padre, lo que hace pensar que presentan el mismo
potencial de crecimiento, s6lo que algunas dietas les entregan un mejor sustrato para expresarlo,
en este caso la dieta artemia. Sin embargo, la variable genética no puede ser descartada, ya que la
fisiologia reproductiva de los litddidos presenta posibilidades para la ocurrencia de paternidad
multiple, con una fecundacion externa por medio de la depositacion de espermatoforos alrededor
del gonoporo de la hembra (Nyblade, 1987; Donaldson & Byersdorfer, 2005). En el litédido
Hapalogaster dentata se ha observado un aumento significativo en la cantidad de espermat6foros
depositados ante un posible competidor durante el apareamiento (Sato & Goshima, 2007). Los
estudios de paternidad en cangrejos no son muchos (Urbani ef al., 1998; Bilodeau et al., 2005),
sin embargo, se ha encontrado evidencia genética de paternidad multiple en otros anomuros

(Toonen, 2004).
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4.3 Metabolitos

4.3.1 Proteinas totales

El metabolismo de las proteinas domina los costos totales de crecimiento en animales
acuaticos (Jobling, 1985), y sus componentes proteicos, como aminoacidos y péptidos, son
aprovechados en distintos niveles para la sintesis de diversas moléculas de importancia
fisiologica y nutricional, como la hemocianina, cuyos niveles son afectados por el porcentaje de
proteinas en la dieta (Rosas et al., 2004), y las enzimas digestivas. Finalmente es en las células
del musculo donde son utilizados para la sintesis de tejido nuevo, enzimas y otras moléculas
(Rosas & Carrillo, 2006). En este estudio, la concentraciéon de proteinas totales no registro
diferencias significativas entre tratamientos, pese a que estd fuertemente vinculada al valor
nutricional de la dieta (Fraser & Rogers, 2007). Sin embargo, esta concentracion presenta una

asociacion positiva en forma significativa con respecto a la tasa de crecimiento (mg-dia™).

El crecimiento de los crustaceos es afectado no solo por la cantidad de proteina en la
dieta, sino también por la disponibilidad de esta y su composicion de aminodcidos esenciales
(Fraser & Rogers, 2007), esto implica la necesidad de lograr satisfacer los requerimientos de
aminoacidos esenciales para estos organismos, quienes no tienen la capacidad de sintetizarlos de
novo. Al analizar la composicion nutricional de las dietas se puede observar que el porcentaje de
proteinas es mas alto en artemia, para la cual la cantidad de aminoécidos esenciales también es
bastante alta (Landau, 1987). En cultivo masivo la concentracion proteica promedio fue mas alta,

lo cual indica una posible consecuencia del canibalismo.
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4.3.2 Lipidos totales

Si bien los lipidos, ademas de representar una importante reserva de energia debido a su
contenido altamente caldrico, constituyen elementos esenciales en la estructura y funcion de las
células, son precursores de hormonas esteroides y de mediadores intercelulares, y ademas son
imprescindibles para el crecimiento y la maduracion (Holland, 1978; Rosas & Carrillo, 2006),
¢stos no presentaron diferencias entre tratamientos en los dias de medicion. Esto no quiere decir
que no exista un efecto de estos en el crecimiento, ya que el crecimiento de los crustaceos es
afectado no solo por la cantidad de lipidos en la dieta, sino también por la calidad de estos, la cual
ha sido demostrada en varias ocasiones (Kanazawa et al., 1979; D’ Abramo & Sheen, 1993; Xu et
al., 1994; Merican & Shim, 1996, 1997). Si bien la dieta artemia no presenta una gran diferencia
en el porcentaje de lipidos, si se destaca presentando una alta composicion de acidos grasos
esenciales (Landau, 1987). Por otra parte, los niveles significativamente mas bajos de lipidos
totales para el dia 138 en cultivo individual pueden deberse a que el aumento en peso de los
individuos utiliz6 gran parte de la fraccion de lipidos, lo cual aparentemente no fue compensado,
pudiendo ser una de las causas la frecuencia de alimentacion (Kington, 1999; Oh & Hartnoll,
2000). En cultivo masivo los organismos presentan mayor concentracion de lipidos, reflejando

nuevamente un posible efecto del canibalismo en el aumento de esta fraccion.

4.3.3 Glucosa

La glucosa se mantuvo a una baja concentracion, presentando valores significativamente
mas altos, con respecto al inicio del experimento, al dia 138. Esta baja concentracion se debe al
rol clave de la glucosa en el metabolismo energético, ya que los carbohidratos libres son

utilizados rapidamente, por lo cual esta fraccion permanece baja en relacion con la cantidad de
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proteinas y lipidos (Rosas & Carrillo, 2006). Los carbohidratos, pese a no ser esenciales para los
crustaceos (Anger, 2001), son almacenados como reserva en forma de glucéogeno en el

hepatopancreas, para ser utilizados frente a situaciones de estrés.

4.3.4 Glucogeno

Aunque el glucogeno es utilizado para la formacion del exoesqueleto y su sintesis es
fundamental en el crecimiento, los niveles de glucdégeno no presentaron un incremento
significativo en el tiempo, excepto para la dieta chorito en cultivo masivo al dia 138, lo cual se
explicaria por el alto nivel y de los carbohidratos de esta dieta. Nuevamente se observa un efecto
del sistema de cultivo sobre este metabolito, aumentando su concentracion en cultivo masivo. Sin
embargo, una gran cantidad de glucogeno acumulado en el hepatopancreas no necesariamente
significa mayor crecimiento, ya que su almacenamiento se realiza en bajas cantidades (Gibson &
Barker, 1979), saturandose en altas concentraciones ¢ incluso actuando como barrera, impidiendo

la absorcion de aminoacidos e inhibiendo el crecimiento (Rosas & Carrillo, 2006).

4.3.5 Trigliceridos

Los niveles de triglicéridos se vieron afectados significativamente por la dieta. La mayoria
de estos son sintetizados y procesados en las células R del hepatopancreas (Dall et al., 1992). Al
dia 67 la concentracion fue mas alta para las dietas pellet y chorito en cultivo individual. Sin
embargo, al final del experimento los niveles mds altos se encontraron en los individuos
alimentados con chorito en cultivo masivo. La reserva de triglicéridos es una de las fuentes de
energia predominantes para los distintos procesos energéticos, y puede ser rapidamente

movilizada ante distintos tipos de estrés (Sasaki, 1984; Pollero et al., 1992; Chen & Lai, 1993).
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Si bien los individuos alimentados con estas dietas lograron distintos crecimientos, el nivel de sus
reservas lipidicas fue mas alto s6lo para la dieta chorito. El efecto del sistema de cultivo sobre

este metabolito también se puede apreciar, ya que aumento su concentracion en cultivo masivo.

4.4 Acidos Nucleicos

4.4.1 Acido Ribonucleico total

La concentraciéon de RNA fue significativamente mas alta para la dieta artemia en cultivo
individual, manteniéndose durante el tiempo, lo cual coincide con la alta tasa de crecimiento
obtenida para este tratamiento, considerando que los procesos de crecimiento y desarrollo estan
fuertemente asociados con la produccion y metabolismo de los acidos nucleicos (Anger, 2001), y
que la cantidad de RNA transportando informacion desde el nticleo hacia los ribosomas deberia

ser proporcional a la tasa de sintesis de proteinas.

4.4.2 Acido Desoxirribonucleico total

Al no encontrar diferencias en la concentraciéon de DNA entre los tratamientos durante el
experimento se corrobord que el contenido de DNA por célula es constante en las células
somaticas (Leslie, 1955), independiente de las condiciones de cultivo a las que se sometieron los

individuos.
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4.5 Fisiologia

4.5.1 Consumo de Oxigeno

El consumo de oxigeno fue significativamente mas alto para la dieta pellet en cultivo
individual al dia 67 y para el cultivo masivo en general, lo cual refleja una mayor actividad
metabdlica (Burggren & Roberts, 1991; Hochachka & Somero, 2002), relacionada directamente
con la fosforilacion oxidativa en la mitocondria (Lehninger et al., 1993), en respuesta a un alto
requerimiento de energia. Sin embargo, el consumo de oxigeno también implica una pérdida
energética, estimada en aproximadamente 14J'mg” para animales que utilizan sustratos
nutricionales en forma equilibrada como fuente de energia (Cuzon et al., 2006). Esto implica que
la alta tasa de consumo de oxigeno presentada por las centollas alimentadas con pellet en cultivo
individual no se transformé en un buen crecimiento ya que esta dieta ofrecid un sustrato de baja
calidad, siendo insuficiente para satisfacer los requerimientos de energia de los individuos
alimentados con ella. En cultivo masivo el aumento puede deberse al efecto del canibalismo por

aumento de la ingesta y posterior asimilacion de las centollas depredadas.

4.5.2 Excrecion de Nitrogeno

En cultivo individual la excrecion de nitrogeno al dia 67 fue significativamente mas alta
para los individuos alimentados con chorito y pellet, este tltimo mantuvo la alta excrecion hasta
el final de experimento, de la misma manera, la excrecion de nitrogeno de la dieta artemia fue
significativamente mas alta en el cultivo masivo, indicando un alto catabolismo de proteinas y
acidos nucleicos (Bidigare, 1983; Regnault, 1987). Si bien un alto porcentaje de proteina en el

alimento aumentard la excrecion (Nelson & Kropp, 1985; Rosas et al., 1996), la cantidad y
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calidad de esta no s6lo afectard la cantidad de nitrégeno excretado, sino también las rutas

metabolicas que se utilizaran (Regnault, 1987; Greenaway, 1991).

4.5.3 Razon O:N

Los valores obtenidos para la razéon O:N, seguin Mayzaud & Conover (1988), indican
diferencias en el sustrato metabolizado segun la dieta y el sistema de cultivo. Para la dieta artemia
se realizd un uso equilibrado de sustratos (50% proteinas y 50% lipidos y carbohidratos) para
satisfacer las demandas de energia para el crecimiento y las funciones basicas a lo largo del
tiempo e independiente del sistema de cultivo. Para la dieta chorito al dia 67 se indic6 un alto uso
de sustrato proteico en cultivo individual y un uso equilibrado en cultivo masivo, al dia 138 se
indico un alto uso de lipidos y carbohidratos para ambos sistemas de cultivo, lo cual puede tener
relacion con la variacion propia de la composicion proximal de esta dieta durante las estaciones
(Okumu & Stirling, 1998), considerando que el experimento dur6 138 dias. Otro punto a
considerar es el de la frecuencia de alimentacion, ya que organismos mas grandes necesitan
mayor cantidad de alimento (Oh & Hartnoll, 2000). Para la dieta pellet se indic6 un uso muy
cercano al equilibrio, con mayor uso de proteinas en cultivo individual y un uso equilibrado en
cultivo masivo. Este uso equilibrado indica que, de existir un efecto de lixiviacion del pellet,

probablemente este provoca s6lo una pérdida parcial de los nutrientes.
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4.6 Indices de condicion

Los indices P:DNA, RNA:DNA, DW:DNA y O:N presentaron una asociacion
significativa y positiva con respecto a la tasa de crecimiento (mg-dia™), mientras que el indice
L:P present6 una asociacion negativa. P:DNA y RNA:DNA presentaron los mayores coeficientes
de correlacion, con una alta significatividad. El indice DW:DNA, ademas de ser indicador del
tamafio celular, puede ser utilizado también como medidor de la actividad metabolica celular, al
igual que el indice P:DNA, ya que existe evidencia de que células grandes tienden a ser mas
activas que células pequenias (Smith et al., 1999), por lo tanto, el nivel de correlacién obtenido
para estos indices apunta a que los individuos con un mayor tamafio y actividad celular tuvieron
una alta tasa de crecimiento (mg-dia™), junto con una alta actividad metabolica celular, lo cual ya
ha sido demostrado en otros organismos acuaticos (Foster, 1990; Mathers et al., 1993;
Johannsson et al., 2008). Sin embargo, esta alta actividad metabolica no se ve reflejada por el
consumo de oxigeno, el cual no presenta una asociacion significativa con respecto a la tasa de

crecimiento.

El indice RNA:DNA ha demostrado ser un indicador de la actividad sintetizadora por
célula y, por ende, ha sido relacionado con el crecimiento y la calidad de los organismos
(Clemmesen, 1994; Wagner et al, 1998). Entre los crustaceos decapodos, en juveniles de
langostas (Juinio & Cobb, 1994) y larvas de camarones peneidos (Jayaprakas & Sambhu, 1996).
En larvas de langosta (Homarus americanus), una relacion cercana entre la proporcion

RNA:DNA vy el crecimiento fue descrito con un modelo de regresion, que considera también
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efectos de temperaturas (Juinio & Cobb, 1994). Este modelo ha sido utilizado como un
instrumento rutinario para las estimaciones in situ de los indices de crecimiento de larvas de
langostas (James-Pirri & Cobb, 1997). Larvas de camarones peneidos mostraron un indice de
RNA:DNA reducido para indicar el crecimiento disminuido durante la exposicion a la tension de
contaminacién (Galindo et al., 1996). Sin embargo, este indice se ve afectado por factores como
el sexo (Chicharo & Chicharo, 2008) y el estado de desarrollo (Anger & Hirche, 1990; Chicharo
& Chicharo, 2008), provocando en ocasiones irregularidad en sus valores. La asociacion obtenida
para este indice revela que los individuos con mayor actividad sintetizadora por célula tuvieron

una alta tasa de crecimiento (mg-dia™).

La asociacion negativa presentada entre la tasa de crecimiento (mg-dia™) y la interaccion
entre las fracciones de lipidos y proteinas descrita mediante el indice L:P indica que s6lo aquellos
individuos que incrementaron su biomasa mediante una mayor sintesis proteica presentaron una
alta tasa de crecimiento, lo cual se puede deber a la frecuencia de alimentacion y la cantidad
entregada de este. La asociacion con la tasa de crecimiento (mg-dia™) presentada por el indice
O:N indica que este indice podria no s6lo limitarse a la estimacion del sustrato metabodlico
utilizado, para lo cual estd ampliamente demostrado su uso (Mayzaud & Conover, 1988), sino

que ademas permitiria identificar individuos con altas tasas de crecimiento.
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Finalmente, se rechazan ambas hipotesis ya que las condiciones de alimentacion y cultivo
influyeron directamente sobre los pardmetros fisiologicos de individuos juveniles de L. santolla.
Ademas, los juveniles con mayor tasa de crecimiento presentaron una asociacion significativa
entre los indices P:DNA, RNA:DNA, DW:DNA y O:N con respecto a la tasa de crecimiento
(mg-dia™). El mejor tratamiento obtenido correspondié a la interaccion entre la dieta artemia y el
sistema de cultivo masivo, logrando las tasas de crecimiento mas altas y el mejor porcentaje de
supervivencia. Aunque este porcentaje de supervivencia es mas alto en cultivo individual, debido
al canibalismo, un menor nimero de juveniles sobrevivientes en cultivo masivo logran la mayor
produccion de biomasa al final del experimento. Los individuos juveniles de L. santolla con
mayor tasa de crecimiento exhibieron una asociacion con algunos indicadores fisioldgicos. Los
indices bioquimicos P:DNA y RNA:DNA presentaron coeficientes de asociacion altamente
significativos, por lo cual se recomienda la utilizacion de estos como indicadores de la tasa de
crecimiento (mg-dia™). Debido a la ventaja de ser un procedimiento no invasivo, también se

recomienda el uso del indice O:N como indicador de la tasa de crecimiento.
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