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1. INTRODUCCION






1.1. L.a especie objeto de estudio: Paracentrotus lividus.

1.1.1. Taxonomia.

Los erizos de mar son equinodermos que ocupan la franja costera desde la zona
intermareal hasta profundidades de 150 metros, a lo largo de todo el mundo. Los
equinodermos poseen simetria pentarradial secundaria y un sistema vascular acuifero
caracteristico. El cuerpo de los equinoideos estd totalmente cubierto de puas. Su
caparazdn calcareo estd compuesto por la fusion de varias placas, cuyo conjunto se
denomina “testa”. La palabra de origen griego equinodermo, significa piel espinosa
(equinos: espinas y derma: piel). El erizo de mar del que se ocupa este trabajo,
Paracentrotus lividus, es conocido por diversos nombres como Strongylocentrotus
lividus (A. Agassiz, 1872), Echinus lividus (Lamarck, 1816), Echinus saxatilis
(Tiedemann, 1816), Echinus vulgaris (Blainville, 1825), Echinus purpureus (Risso,
1826), Toxopneustes lividus (Heller, 1868), Toxopneustes concavus (L. Agassiz &
Desor, 1846), Toxopneustes complanatus (L. Agassiz & Desor, 1846), Microcordyla
asteriae (Zirpolo, 1927) o Toxocidaris livida (Lamarck, 1816), si bien el mas aceptado
de forma general es el que se utiliza en el titulo de este trabajo, establecido por Lamarck

en 1816.

1.1.1.1. Sistematica.

PHYLUM Echinodermata

SUBPHYLA Echinozoa

CLASE Echinoidea

SUBCLASE Euechinoidea

SUPERORDEN Echinacea

ORDEN Echinoida

FAMILIA Echinidae

GENERO Paracentrotus

ESPECIE Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816)
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Los equinodermos se subdividen tradicionalmente en dos subfilos y cinco clases:

e Subfilo Pelmatozoa. Equinodermos inmoviles.

Clase Crinoidea. También denominados comatulas o lirios de mar por su aspecto
vegetal, unas 625 especies.

o Subfilo Eleutherozoa. Equinodermos moviles.

Clase Asteroidea. Estrellas de mar, unas 1.500 especies.

Clase Ophiuroidea. Ofiuras, unas 2.000 especies.

Clase Echinoidea. Erizos de mar, unas 950 especies.

Clase Holothuroidea. Pepinos de mar, unas 1.150 especies.

Clase Concentricycloidea. También se conocen como margaritas de mar. Esta
compuesta por un género y dos especies de reciente descubrimiento (Baker,

1986) y su posicion sistematica no esté clara.

1.1.1.2. Evolucion.

Los equinodermos, de los que se conocen unas 6.000 especies actuales y 13.000
especies extintas aproximadamente, son uno de los grupos animales mejor
representados en el registro fosil. El equinodermo més antiguo aceptado de forma
general procede del Cambrico, hace unos 540 millones de afios; se reconocieron como
taxon independiente por primera vez en 1847. La hipdtesis mayoritaria, basdndose en la
existencia de larvas con simetria bilateral, defiende que los equinodermos ancestrales
presentaban dicha simetria y su celoma estaba formado por tres regiones o trimeros. La
simetria pentarradial se considera una forma de adaptacion a un modo de vida sésil,
debido a lo cual la creencia mas extendida es que los equinodermos libres derivarian de
ancestros con una forma de vida fija. Los crinoideos y los ya extintos, Cystoidea,
vivieron fijados al sustrato por un pedinculo aboral en etapas primitivas, por lo que se
cree que la liberacion de uno de estos ancestros pudo dar origen posteriormente a los

asteroideos, ofiuroideos, holoturoideos y equinoideos.

Las primeras especies de erizos de mar aparecieron hace unos 200 millones de afios,

aunque los primeros fosiles de equinodermos aparecen en el Céambrico, hace
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aproximadamente 500 millones de afios (Bottjer et al., 2006). Su uso como producto
alimenticio data del Neolitico, la primera referencia escrita del consumo humano de
erizos de mar la encontramos en manuscritos realizados por Aristoteles, que atestiguan
la importancia de los erizos como alimento. La especie mas importante econdémicamente

en Europa occidental es Paracentrotus lividus. (Lustres Pérez, 2006).

En la figura 1-1 se presenta el cladograma filogenético mas probable en la evolucion de

los equinodermos.

Homalozoa
|: Helicoplacoidea
|:|:Edri0astelroidea7L
Pelmatozoa Crinoidea
|:B1astoiea T
Eleutherozoa Asterozoa Somasteroidea
|: Asteroidea
|:Ophiuroidea
Holothuroidea
|:Echinoidea

Figura 1-1.- Cladograma que muestra las posibles relaciones filogenéticas de los principales grupos

Echinodermata

Echinozoa

de equinodermos. Confeccionado a partir de los datos de: Mooi & David, 1997, 1998; Littelwood et
al., 1997, Sprinkle, 1997 y Sumrall et al., 1997.

Actualmente no existe una clasificacion filogenética aceptada de forma general y es
posible que esta clasificacion se modifique a medida que aumenten los conocimientos
filogenéticos sobre determinados grupos fosiles. Aunque los equinodermos aparecen por
primera vez en el Céambrico Inferior, no son muy abundantes hasta el periodo

Carbonifero y los fosiles que se encuentran aparecen desarticulados, los osiculos estan
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desorganizados y no nos revelan la organizacion del esqueleto (Sumrall, 1997; Zamora,
2011). Se cree que dos de los fosiles encontrados en el Precambrico, Tribrachidium y
Arkarua, pueden ser los ancestros de los equinodermos Cambricos por su simetria radial

y su parecido con los edrioasteroideos (Rivas, 2009).

A finales del periodo Paleozoico (ver tabla 1-1) tuvo lugar una gran extinciéon de
equinodermos que se fueron recuperando progresivamente durante el periodo
Mesozoico; a partir del Terciario se va consolidando su expansion hasta la actualidad
(Sprinkle & Guensburg, 1997). Los individuos pertenecientes a la Clase Echinoidea o
equinidos fueron poco numerosos en el periodo Paleozoico. Los equinidos primarios se
carcterizaban por presentar mas de 20 filas de placas coronales, exceptuando a
Boihriocidaris (Ordovicico Superior), que presenta 15 filas de placas (Mooi & David,
1998). Durante el periodo Carbonifero se produjo una explosiéon demografica

acompafiada por la aparicién de nuevos géneros como Archaeocidaris (Fig. 1-2).

Al final del Paleozoico se produjo una gran extinciéon de equinidos, siendo el género
Miocidaris el unico que sobrevivio al periodo Pérmico. Durante el periodo Tridsico
aparecen los Euequinidos. Tanto los regulares (con placas ambulacrales compuestas)
como los irregulares proceden de un antepasado comun “cidaroide”. Los restos de los
equinidos irregulares encontrados hasta la fecha indican que aparecen en el Jurdsico
Inferior o Liasico y su niumero se expande durante el Jurasico Superior y el Cretécico;
estos equinidos son anatdmicamente muy similares a los contemporaneos que presentan

forma regular, excepto por la posicion excéntrica del ano.

Durante la era Mesozoica la mayor abundancia de equinidos la encontramos en rocas
calcareas. En el periodo Jurdsico Medio aparece el género Clypeus en grandes
cantidades, tanto es asi que los restos de su caparazon mezclados con la roca caliza

reciben el nombre de “arena de Clypeus”.

Los equinidos contintan proliferando durante el Cretdcico Superior y durante la era
Cenozoica son abundantes en algunas zonas geograficas, especialmente las formas

irregulares.
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Edad (afios) |Eon Era Periodo Epoca
4.500.000.000 | Precambrico |Azoica

3.800.000.000 Arcaica

2.500.000.000 Proterozoica

560.000.000 [Fanerozoico |Paleozoica |Cambrico

510.000.000 Ordovicico
438.000.000 Silurico

408.000.000 Devonico

360.000.000 Carbonifero
286.000.000 Pérmico

248.000.000 Mesozoica |Triasico

213.000.000 Jurasico

144.000.000 Cretacico

65.000.000 Cenozoica |Terciaria Paleoceno
56.500.000 Eoceno
35.400.000 Oligoceno
24.000.000 Mioceno
5.200.000 Plioceno
1.600.000 Cuaternaria |Pleistoceno
10.000 Holoceno

Figura 1-2.- Género Archaeocidaris. Tomado de: www.proctomuseum.us.

Tabla 1-1.- Representacion de los periodos geologicos de la tierra. Tomado de: www.astromia.com.
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En resumen, podemos dividir la evolucion de los equinodermos en dos periodos bien
diferenciados separados por la gran extincion que se produjo a finales del periodo
Paleozoico. Centrandonos mas especificamente en los equinidos, podemos dividirlos a
su vez en paleozoicos y post-paleozoicos, debido a una serie de caracteristicas comunes
que presentan en cada uno de estos periodos. Los equinidos paleozoicos tenian formas
regulares, con una corona que presentaba mas de veinte filas de placas, éstas podian
estar imbricadas entre si, lo cual nos lleva a pensar en la posibilidad de un caparazén
flexible. Dentro de los equinidos de este periodo cabe destacar el orden Cidaroida, al
que pertenece el género Miocidaris, que es el primero de los géneros conocidos que
posee apo6fisis auriculares y veinte filas de placas en la corona, ademas de sobrevivir a la
extincion que tuvo lugar a finales del Pérmico. Actualmente no se cree que de ¢l deriven
los equinidos post-paleozoicos, sino que los cidaroideos y euequinoideos se separaron
antes de su aparicion (Smith & Hollingworth, 1990). Dentro de este orden se encuentra
también el género Archaeocidaris, cuyo caparazon era flexible. Este orden Cidaroida
continta existiendo durante el periodo post-paleozoico, aunque en este periodo el orden

predominante es el de los euequinoideos, que aparecen al principio del Mesozoico.

Dentro del orden Cidaroida encontramos también el género Cidaris (Fig. 1-3), que llega
desde el Jurdsico hasta nuestros dias y vive actualmente en aguas célidas, posee un
caparazon hemisférico, achatado por los polos, con un sistema apical relativamente
grande al compararlo con el didmetro del caparazon; las placas interambulacrales
presentan un tubérculo primario muy grande, rodeado por otros de menor tamafo; los
ambulacros tienen placas simples y son estrechos, presenta mandibulas y apodfisis

auriculares y sus espinas son de gran tamafio.

Los equinidos del periodo post-paleozoico siguen una tendencia evolutiva de
yuxtaposicion de las placas (presentan veinte filas de placas en la corona) y la
formacion de un caparazén rigido (Rivas, 2009). El orden Cidaroida esta formado por
equinidos regulares, no tienen branquias y sus placas ambulacrales son simples; los
euequinoideos sin embargo, que son el género mayoritario durante este periodo,
presentan tanto formas irregulares como formas regulares con branquias y placas

ambulacrales compuestas.

Dentro del orden Euequinoidea encontramos individuos tanto de forma regular como

irregular (Pawson, 2007).
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a) Forma regular: el mas representativo es el género Hemicidaris (Fig. 1-3),
perteneciente al orden Hemicidaroida, que existié desde el Tridsico Superior
hasta el Cretacico Superior, su caparazoén es hemisférico con ambulacros
estrechos, las placas de su cara oral son compuestas, diadematoides, formadas
por la fusion de dos a cuatro placas, al contrario que las del polo aboral que son
simples. Las placas interambulacrales presentan tubérculos primarios perforados
con otros pequeios a su alrededor y las espinas son largas y delgadas. Los

tubérculos por lo general son crenulados.

Hemicidaris

Figura 1-3.- Géneros Cidaris y Hemicidaris. Tomado de: www.proctomuseum.us.

b) Forma irregular: dentro de la formas irregulares también podemos distinguir

entre dos tipos de individuos:

Boca central con mandibulas: cabe destacar el Plesiechinus, que existio durante el
Tridsico Superior, sus ambulacros presentan placas simples con poros redondos, el
esqueleto es pentagonal y aplastado, presenta un sistema apical muy grande con el
ano en su borde posterior. El Holectypus es similar al Plesiechinus con la diferencia
de que el ano se encuentra en el polo oral, el orden Holectypoida aparece desde el

Jurasico Inferior hasta la actualidad.

Boca cerca del margen anterior: dentro de este grupo encontramos varios géneros
como Nucleolites, Clypeus (Fig. 1-4), Echinocoris, Holaster, este ultimo es muy

similar al Echinocorys, del cual se distingue por su caparazon en forma de corazon,
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y por ultimo el Micraster (Fig. 1-4), que vive durante el Cretacico Medio y Superior
y es el mas importante de todos ellos debido a que sufre una serie de
modificaciones, durante el Cretacico Superior, que suponen una adaptacion
evolutiva y ademds proporcionan datos estratigraficos esclarecedores. Se han
encontrado ejemplares en niveles superiores e inferiores del sustrato que presentan
diferencias considerables, por lo que se han considerado especies diferentes, sin
embargo, los fosiles de las capas intermedias manifiestan cambios graduales,
caracteres de transicion entre estas dos especies. Los principales cambios que
determinan la evolucion de esta especie son: aumento del tamafo del caparazon
tanto en altura como en anchura, profundizacion del surco anterior que conduce a la
boca, alargamiento de los pétalos, la superficie de las placas que se encuentran entre
los pares de poros se vuelve rugosa cuando era lisa inicialmente, desplazamiento de
la boca hacia la zona anterior y aparicion de un labro desarrollado, aumento de la

anchura de la fasciola subanal, los tubérculos del plastron se vuelven toscos.

Figura 1-4.- Géneros Clypeus y Micraster. Tomado de www. proctomuseum.us.

Durante el Cretacico Superior el género Micraster presenta unos caracteres
relativamente uniformes, no se aprecian en €l cambios significativos por lo que parece
razonable suponer que la evoluciéon de Micraster corresponde a su adaptacion a un
determinado modo de vida, concretamente al enterramiento en los sedimentos del
periodo Cretacico, dando origen en la actualidad a los equinidos con forma de

“corazon” como el género Echinocardium.
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1.1.2. Descripcion.

1.1.2.1. Anatomia.

Los equinodermos son organismos metazoos, triblasticos, enterocelomados,
deuteréstomos y de vida exclusivamente marina. Paracentrotus lividus pertenece al
grupo de los equinodermos regulares, al presentar su cuerpo simetria pentarradial. El
nombre echinoidea, que significa "como un erizo", se debe al hecho de que estos
animales estan cubiertos de espinas. La caracteristica anatomica mas evidente del erizo
de mar es su caparazon externo, de forma mas o menos esférica, achatado en los polos,
formado por la fusién de placas calcareas que se unen para constituir una caja solida.
Este caparazon tiene la ventaja de proporcionar a los erizos una proteccion total, pero
también presenta inconvenientes como la reduccidon considerable de la movilidad,
ademds de ser una estructura bastante pesada. Sin embargo, este inconveniente se ve
compensado por la capacidad que presentan todos los equinodermos de poder ablandar
y endurecer su tejido conectivo (Szulgit & Shadwick, 1994). Este tejido de la dermis
puede comportarse como un caparazon rigido en estado contraido, pero al pasar a su
estado relajado permite una amplia deformacion del cuerpo ademds de una gran
movilidad del individuo (Miguez, 2009). El funcionamiento del tejido conectivo
variable se basaria fundamentalmente en la concentracion de iones calcio, segun una
hipotesis planteada por Wilkie en 1984; seglin este autor las fibras de coldgeno estan
interconectadas por glicoproteinas asociadas a células yuxtaligamentarias que controlan
la concentracion extracelular de iones calcio. Estos iones funcionarian como puente
electrostatico entre las cadenas laterales de oligosacaridos de las moléculas de
glicoproteina, de tal manera que una concentracion elevada de los mismos supondria
mayor rigidez en el tejido, mientras que un descenso en la concentracion de iones calcio
y por lo tanto un aumento en la concentracion de iones sodio, que los sustituirian,
supondria una relajacion de los tejidos que pasarian a un estado de baja viscosidad. Este
sistema representa una mejoria notable en la movilidad de los erizos, permitiéndoles

tensar la musculatura de las puas para realizar todo tipo de movimientos.

El cuerpo de los erizos (Fig. 1-5) puede dividirse en dos polos o hemisferios, uno bucal
u oral y otro aboral, con las partes dispuestas radialmente en torno al eje polar; en el

polo oral se encuentra la boca que se halla rodeada por una membrana llamada
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peristomio, la cual estd en contacto permanente con el sustrato; en el polo aboral se
encuentra la region anal, conocida como periprocto. Este caparazon presenta simetria

pentarradial y las placas que lo constituyen se dividen en ambulacrales e

interambulacrales.
Conducto oo : Poro genital
pétreo eriprocto FhEy
Géhada ! Madreporito
Intestino Ano ! Organo axial

Eséfago Sifén
B

\Vesicula Tubérculo primario
de Poli St ablith:
\ Espina

Estémago

Canal N\ 0 e
Ampollas / radial Canal ",-p -Caparazon
: anular Anilio
Pies : ; :
nervioso Pedicelario
ambulacrales Boca \ V00 Nervio

Linterna de radial Poros de los pies
Aristoteles ambulacrales

Figura 1-5.- Anatomia interna del erizo de mar. Tomado de: Montero Torreiro (2000).

La superficie externa del exoesqueleto esta cubierta por una epidermis ciliada, de la que
salen las espinas que cubren el caparazén de forma radial. Debajo de la epidermis se
aprecia una dermis de tejido conectivo derivada del mesodermo, que contiene el
esqueleto, el cual estd compuesto por placas aplanadas de naturaleza calcérea que se
fusionan para dar origen a un caparazén sélido e inmovil; ademés encontramos una
seric de pies ambulacrales que salen de unos pequefios poros distribuidos por la
superficie de las placas de igual nombre. Las placas que no tienen poros, llamadas
interradiales, se encuentran cubiertas de plias o pinnulas. Tanto las espinas como los
pies ambulacrales, dispuestos en cinco secciones del caparazon, pueden moverse en
todas las direcciones; estos ultimos se comportan a modo de ventosa, adhiriéndose o
desprendiéndose del sustrato gracias a cambios de presion en el interior de la ventosa
situada en la parte externa del pie (podio), y sirviendo por lo tanto para desempefiar

diversas funciones; actian como mecanismo de fijacion al sustrato durante la
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locomocion, participan en el intercambio gaseoso, la alimentacion y la percepcion
sensorial. Esta propiedad se la confiere el sistema vascular acuifero interno, también
llamado aparato ambulacral, que constituye el aparato circulatorio de los erizos. Se trata
de un complejo sistema de conductos y reservorios llenos de liquido celémico que actia
transportando los alimentos y los materiales de desecho, ademas de servir de soporte al
aparato locomotor. El sistema vascular acuifero se abre al exterior a través del
madreporito o placa madrepdrica, el liquido que recorre el sistema ambulacral es similar
al agua de mar exceptuando la presencia de celomocitos, proteinas y una mayor

concentracion de iones potasio.

Los erizos de mar presentan ademds una ausencia de cefalizacién ya que su sistema
nervioso es muy simple, no tienen cerebro. Poseen cinco pares de branquias que
representan los centros mas importantes de intercambio gaseoso. Todos los erizos de
mar poseen un aparato masticador altamente desarrollado llamado linterna de
Aristoteles, donde los alimentos son desgarrados y triturados, que se proyecta
ligeramente a través de la boca. Se compone de cinco grandes placas calcareas llamadas
pirdmides, cada una de las cuales tiene forma de cabeza de flecha con puas, cuya punta
se proyecta hacia la boca. Los principales musculos que forman parte de esta estructura
se dividen en cuatro grupos: depresores, elevadores, protractores y tractores; se ha
realizado un estudio para analizar su origen y desarrollo (Dolmatov et al., 2007). Este
trabajo empled la microscopia electronica de transmision para estudiar los cambios
estructurales que se producen durante la transicion del individuo juvenil al adulto en el
erizo de mar Strongylocentrotus nudus, sugiriendo que la miogénesis de los cuatro
grupos musculares de la linterna implica cuatro etapas consecutivas. Durante la etapa
inicial, los musculos aparecen como un mesentéreo delimitado por epitelio celomico
pseudoestratificado, compuesto por células peritoneales que se disponen a lo largo del
epitelio, y por células mioepiteliales que forman racimos y ocupan los intersticios que
quedan entre las células anteriores. En la siguiente etapa, estos racimos se “hunden”
ligeramente en el tejido conectivo subyacente. Durante la tercera etapa de
muscularizacion, las células mioepiteliales aumentan de tamafio, invadiendo el tejido
conectivo y dividiendo al mioepitelio en dos capas, una superior peritoneal y una masa
mas profunda de células mioepiteliales sumergidas en el tejido conectivo; estas dos

capas estan unidas por una lamina basal continua.
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Finalmente se produce la ultima etapa de la miogénesis, en la cual los miocitos se

separan completamente del epitelio para formar bultos de musculo subepitelial.

En el interior de la linterna de Aristoteles se encuentran la cavidad bucal y la faringe, la
cual asciende por este aparato y se continia con el esdfago. Este ultimo organo
desciende a lo largo del borde externo de la linterna y se une al intestino. El intestino es
muy largo y puede dividirse en un intestino delgado proximal y otro grueso distal. Este
ultimo se une al recto, que desemboca en el ano situado en el periprocto. En todos los
equinoideos, el aparato digestivo se halla revestido de epitelio cilindrico ciliado.
Constituye esta linterna una estructura sumamente eficaz para la masticacion, pero la
alimentacion no es rapida, ya que el consumo de un manojo de algas marinas puede
prolongarse durante semanas. Ademds de la linterna de Aristoteles, los pies tubulares

también participan en la captura del alimento, proporcionando movilidad al erizo.

La digestion extracelular se inicia al incluir el alimento en una pelicula de mucus
poroso, lo cual facilita su absorcion y digestion (Lawrence & Lane, 1982). Para que dé
comienzo esta digestion extracelular se activan los celomocitos, que son los encargados
de desintegrar el alimento, liberar enzimas y transferir el alimento fagocitado a una ceca
pilorica, la cual esta conectada a su vez con un estdémago cardiaco, donde se lleva a cabo

la digestion y la absorcion final por parte del epitelio (Bamford, 1982).

Los vasos sanguineos estdn en conexion con lagunas o senos, por tanto, se trata de un
aparato circulatorio abierto, carecen de corazon. El sistema nervioso estd compuesto por
el anillo circumbucal, que rodea la faringe por dentro de la linterna de Aristoteles. Los
nervios radiales pasan entre las piramides de la linterna y discurren a lo largo del lado
inferior del caparazon. Cada nervio radial emite una rama para cada uno de los pies, y
cada nervio pedal termina en una red nerviosa en la region de la ventosa. Otros nervios
que nacen del radial penetran también en el caparazon y proporcionan a los pedicelarios

y a las espinas una red nerviosa.
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1.1.2.2. Composicion bioquimica.

Se sabe que Paracentrotus lividus presenta un ciclo gonadal anual en las costas
gallegas, con un tnico desove entre junio y agosto (Fernandez et al., 2006), este ciclo
esta estrechamente relacionado con la composicion bioquimica de las gonadas del erizo,
que varia también de forma estacional segin la etapa reproductora en la que se
encuentre el individuo (Byrne, 1990), aunque hay estudios en los que se baraja la
posibilidad de que en algunas zonas atlanticas existan dos periodos de desove (Crapp &
Willis, 1975). El componente mayoritario de las gonadas son las proteinas, que
constituyen desde un 30 a un 60% del peso seco aproximadamente (Dincer & Cakli,
2007), coincidiendo sus valores méximos con los minimos de hidratos de carbono y
viceversa, por lo que se cree que estos ultimos actiian como reserva energética y ademas
proporcionan la energia necesaria para sintetizar proteinas. Los lipidos totales presentes
en las gbnadas no varian estacionalmente de forma tan evidente, siendo los triglicéridos
el principal componente y apareciendo el colesterol total en una proporcién siempre
inferior al 1%. En las gonadas encontramos un nivel de triacilgliceroles notablemente
mas alto que en el intestino, porque parece claro que son las propias gonadas las que
actlian como organos de reserva de nutrientes en P. [lividus, y la variacion estacional de
los componentes bioquimicos del contenido digestivo parecer ser debida inicamente a
factores de tipo ambiental como la biodisponibilidad de alimento (Montero Torreiro,
2000). El contenido proteico del intestino de P. lividus varia entre un 24,1% y un 42%.
El indice gonadal de Paracentrotus lividus presenta también una variacion estacional,
iniciando un crecimiento progresivo desde el mes de noviembre para alcanzar sus
valores maximos en los meses de marzo y abril. A partir de junio comienza la
disminucion del indice gonadal que presenta su valor mas bajo en el mes de agosto,
iniciando una nueva etapa de crecimiento a partir de septiembre (Montero-Torreiro &
Garcia-Martinez, 2003). El estudio de Montero-Torreiro y Garcia-Martinez revela
ademas una correlacion positiva entre el indice gonadal y la concentracion de proteinas
y de lipidos presentes en el intestino del erizo; existe también una correlacion positiva
entre la concentracion total de lipidos en la génada y los niveles de glucogeno en el
intestino de P. lividus. Los niveles més altos de proteinas en las gonadas coinciden con
los méaximos valores del indice gonadal, lo cual demuestra la necesidad de proteinas
durante la gametogénesis (Buckle et al., 1978; Fernandez, 1998); por otra parte, la

relacion inversamente proporcional entre los niveles de glucogeno y proteinas en la
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gbénada de P. lividus, confirma el papel que ésta desempenia como sustancia de reserva
(Lawrence et al., 1966) de la que se obtiene la energia necesaria para la produccion de

gametos.

1.1.3. Habitat. Distribucion.

Los equinodermos son organismos exclusivamente marinos, la concentracion salina de
su medio interno debe ser igual a la del medio externo debido a que no poseen
estructuras respiratorias, érganos excretores ni osmorreguladores. Paracentrotus lividus
es un erizo de mar regular que adopta gran variedad de tonalidades, desde el blanco
hasta el negro pasando por el lila, (color del que recibe el nombre de “lividus”), que se
encuentra ampliamente distribuido en todo el litoral del Atlantico Norte, desde las
costas de Escocia hasta Marruecos, asi como en las costas del mar Mediterraneo,
adentrandose en ellas hasta el mar Adriatico, y en la costa de las Islas Canarias y Azores
(Allain, 1972; Boudouresque & Verlaque, 2001); la abundancia maxima de esta especie
se da a lo largo de las costas gallegas (Rodriguez-Bernaldo De Quiros et al., 2001),
encontrandose en una franja que abarca desde las charcas del mesolitoral hasta unos 30
m de profundidad en la zona sublitoral, aunque en Galicia pueden llegar hasta los 150 m

de profundidad (Besteiro & Urgorri, 1988).

Los erizos de mar estan adaptados para vivir principalmente sobre rocas y otros tipos de
fondos duros (Fig. 1-6), pero puede encontrarse también en fondos arenosos sobre
praderas de Posidonia oceanica en las costas del Mediterrdneo y a grandes
profundidades en zonas del Atlantico Norte (Tyler et al., 1982). Paracentrotus lividus
presenta una elevada plasticidad fenotipica, lo que le confiere un gran poder de
adaptacion al entorno (Fernandez & Boudouresque, 1997), aunque coloniza

preferentemente superficies horizontales o de suaves pendientes (Bulleri ef al., 1999).

Existen evidencias de que esta especie puede realizar migraciones diurnas entre las
superficies superior e inferior de las rocas (Fernandez et al., 1995; Crook et al., 2000;
Barnes & Crook, 2001b). A nivel de ciclo circadiano, Paracentrotus lividus presenta

una actividad fundamentalmente nocturna para evitar en lo posible a los predadores de
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actividad diurna (Kempf, 1962; Gamble, 1965; Dance, 1987), sin embargo, se ha
descubierto una poblacioén de P. lividus en Irlanda que se comporta de forma contraria,
presentando actividad diurna debido probablemente a la abundancia de predadores
nocturnos en la zona (Ebling ef al., 1966; Barnes & Crook, 2001a); ademas, la presencia
de predadores puede influir en la actividad tréfica de P. lividus, reduciéndola a un area
de aproximadamente un metro cuadrado en torno a su refugio, lo cual evidencia que
existen patrones de movimiento especificos en esta especie (Sala, 1996). Diversos
estudios relacionan estos movimientos con la luz, la cual puede influir tanto en la
direccion como en la velocidad de los mismos (Domenici et al., 2003), aunque también
se han realizado estudios que afirman que P. lividus se mueve en un area reducida
realizando desplazamientos cortos y relativamente fortuitos (Dance, 1987), en el caso de
los movimientos circadianos no suelen superar los 20 cm de desplazamiento (Hereu,
2004). El tamafio del erizo también influye en sus movimientos, los erizos de mas de 50
mm de diametro no suelen realizar migraciones debido a que su tamafo no les permite

esconderse en los intersticios rocosos (Barnes & Crook, 2001b).
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Los erizos tienden a buscar depresiones en las rocas donde refugiarse, siendo algunas
especies capaces de aumentar la profundidad de tales depresiones. La excavacion se
ejecuta utilizando el aparato masticador y las espinas; estas ultimas con sus
movimientos giratorios desgastan y trituran las paredes de la madriguera. La conducta
perforadora parece ser una adaptacion para contrarrestar la accion de las olas en habitats
expuestos. Paracentrotus lividus acribilla literalmente las paredes de la roca con sus
excavaciones y puede llegar a ocupar grandes extensiones de sustrato rocoso, creando

verdaderos campos de erizos.

Los equinoideos suelen mostrar en general fototropismo negativo y tienden a buscar la
sombra de las grietas en las rocas, cubriéndose incluso con fragmentos de algas,
pequenas piedras y conchas que mantienen adheridas a su caparazén para camuflarse,

este fendmeno se denomina “covering” (Crook et al., 1999; Verling et al., 2004).

A pesar de su apariencia acorazada, el erizo también tiene sus depredadores naturales,
entre los que se encuentran las estrellas de mar. Otros de sus enemigos son los cangrejos
y los peces, en concreto sargos (Diplodus sargus) que son los mayores depredadores de
los erizos adultos (Sala & Zabala, 1996), urtas (Sparus auriga) y cochinos (Balistes
carolinensis) que con sus fuertes dientes pueden romper el caparazon facilmente,
también las langostas incluyen a los erizos en su dieta, aunque el depredador principal

de los erizos es el hombre.
1.1.4. Reproduccion.

Los equinoideos son dioicos, aunque no presentan dimorfismo sexual externo. Existen
cinco gonadas adheridas a la cara interna del caparazon, a lo largo de las zonas
interambulacrales (Gabin & Lorenzo, 1993). De cada gonada parte un gonoducto corto
que se extiende aboralmente para abrirse por un gonoporo, localizado sobre una de las

cinco placas genitales.

El desarrollo gonadal es un proceso controlado hormonalmente y de ciclo anual; existen
varios autores que describieron las distintas etapas que conforman el desarrollo de la
gonada de P. lividus: Byrne, 1990; Spirlet et al., 1998; Sanchez-Espafia et al., 2004;
Fernandez et al., 2006; Barbaglio et al., 2007, entre otros; en este trabajo usaremos la

clasificacion de Byrne, 1990. Segliin se describe en su estudio, existen seis estados
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diferenciados de la gonada durante el desarrollo de la misma: estado I (recubrimiento),
estado II (crecimiento), estado III (premadurez), estado IV (madurez), estado V (puesta)

y estado VI (postpuesta).

El ciclo reproductivo de P. lividus en las costas de Galicia presenta un unico desove
anual que comienza a finales de la primavera (meses de marzo y abril) y se prolonga
hasta el verano (julio y agosto); durante la etapa posterior al desove las gonadas se
encuentran en estado VI o de postpuesta; después del verano se inicia un periodo de
crecimiento principalmente somatico, que se prolonga hasta los primeros meses del
otoflo, en esta etapa en los fagocitos nutritivos da comienzo un periodo de
recubrimiento, las goénadas vacias después de la puesta empiezan a recuperarse
almacenando sustancias de reserva y fagocitos nutritivos, pasando del estado VI al

estado I, apareciendo los primeros ovocitos primarios dentro del ovario.

Asi se empieza a incrementar nuevamente el indice gonadal (IG); a partir de este
momento, aproximadamente durante el mes de octubre, se inicia la vitelogénesis en los
ovocitos y la etapa de desarrollo gonadal o gametogénesis, en la que juegan un papel
fundamental las sustancias de reserva acumuladas en forma de glucogeno (Walker ef al.,
2001), que son transferidas desde las células nutritivas a las células gametogénicas,
disminuyendo asi el tejido de reserva a medida que maduran los ovocitos; esta etapa se
prolonga hasta los meses de diciembre y enero, en ella las géonadas se encuentran en

estado II, coincidiendo con el fotoperiodo més corto del afo.

Generalmente durante el mes de febrero se produce una maduracion de las células
reproductivas del tejido gonadal, los ovocitos aumentan considerablemente su tamafio y
empiezan a unirse, pasando al estado III o de premadurez, en esta etapa aparecen los
primeros oOvulos maduros mientras el tejido de reserva va desapareciendo; esta
maduracion de los ovocitos continia hasta que éstos alcanzan su tamafio maximo,
convirtiéndose en ovulos preparados para ser expulsados al medio externo, a partir de
este momento la gonada se encuentra en estado IV o de madurez, los 6vulos maduros
migran hacia el centro del saco gonadal, almacenandose y llenando todo el espacio, el

tejido nutritivo y los fagocitos practicamente han desaparecido.

La evolucion de la madurez de la génada continlia progresivamente hasta alcanzar su

punto algido entre mayo y junio aproximadamente, presentando un estado V de puesta
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durante el cual se produce el desove de la misma. Esta fase de puesta puede alcanzarse
desde el estado IV o bien desde el estado IIlI directamente, si ocurre esto ultimo se
produce una puesta parcial en la que los 6vulos que alcanzan la madurez en la pared de
la gbénada salen directamente al medio externo sin almacenarse dentro del saco gonadal.
Durante esta fase de puesta se pueden apreciar todavia 6vulos maduros en la gonada,
con abundantes espacios vacios a su alrededor, el tejido de reserva ha desaparecido

completamente.

Una vez realizada la puesta, las géonadas pasan a un estado VI o de postpuesta, durante
el cual el ovario se encuentra casi vacio (Fig. 1-7), hacia el final de esta fase vuelve a
aparecer el tejido de reserva y la pared de la gonada, que estaba muy delgada después de
la puesta, empieza a recuperarse. Los 6vulos que no han sido liberados son reabsorbidos
por los fagocitos y la génada pasa otra vez al estado I durante el que empiezan a
aparecer de nuevo los primeros ovocitos, cerrdndose asi el ciclo anual. Esta glandula
reproductora es el objeto de interés comercial de la especie, cuando alcanza la etapa de

madurez puede llegar a alcanzar un 15% del peso fresco del erizo.

Figura 1-7.- Génadas de erizo después del desove (estado VI), los huecos dejados por los ovocitos
empiezan a rellenarse de nuevo con tejido de reserva. Tomado de: Gonzalez-Irusta (2009).

La manipulacion de la alimentacion, la temperatura y del fotoperiodo, provoca el inicio

de la gametogénesis fuera de estacion (Hagen, 1998; Walker & Lesser, 1998; Spirlet et
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al., 2000; Lawrence, 2007). En P. lividus el desarrollo gonadal se produce durante los
meses mas frios del afio y con fotoperiodo mas corto, por lo que un incremento en la
temperatura del agua puede servir de detonante para la liberacion de los gametos
(Byrne, 1990). Ademas el indice gonadal varia dependiendo de la estacion, el biotopo
(Kelly, 2000) y las condiciones troficas (Régis, 1979; Semroud & Kada, 1987;
Semroud, 1993; Guetaff & San Martin, 1995; Jacquin et al., 2006; James, 2007), asi
como con la temperatura (Byrne, 1990), las condiciones hidrodinamicas (Fenaux, 1968),
el fotoperiodo (Kirchhoff et al, 2010) y los blooms de fitoplancton (Fenaux, 1968;
Régis, 1979).

El desove principal de Paracentrotus lividus se produce generalmente en primavera y
principios de verano (Miguez & Catoira, 1987; Catoira, 1995; Spirlet et al., 1998;
Ouréns, 2007), sin embargo, las fluctuaciones de determinados factores, pueden influir
en que el inicio del periodo de desove se produzca no solo a principios de la primavera
sino incluso a finales del invierno. Por otra parte, tras el inicio de la puesta, los
individuos de una poblacion pueden presentar rapidas recuperaciones gonadales, que
permiten que parte de ellos registren episodios de desove bien entrada la época estival
(Pulpeiro et al., 2001). Prueba de este fendmeno es el trabajo realizado por Ojea ef al.,
2010, donde se estudia el ciclo gametogénico de Paracentrotus lividus en cuatro
poblaciones gallegas: Cedeira, Reinante, Fisterra y Aguifio (Fig. 1-8). Se observan
diferencias en el ciclo gametogénico de los erizos de las distintas zonas, en Cedeira y
Reinante se hallan erizos en fases de premadurez, madurez y puesta en todos los meses
del afio, exceptuando uno o dos meses en los que la mayor parte de los individuos
muestreados se encuentran en fase de recuperacion e inicio de la gametogénesis; por el
contrario, en las zonas de Fisterra y Aguifio la mayoria de los individuos muestreados se
encuentran en fase de recuperacion e inicio de la gametogénesis, especialmente en los
meses de septiembre a enero donde son mas del 50% de los erizos muestreados los que

se encuentran en esta fase.

Los ovocitos y espermatozoos son depositados en el agua del mar por contraccion de las
capas musculares de las gonadas. La fecundacion es externa y se produce en el medio
marino, las hembras de Paracentrotus lividus alcanzan la madurez sexual a partir de los
tres anos de edad y los 2 cm de didmetro aproximadamente (Haya, 1990), pudiendo

producir cada una entre 100.000 y 2.000.000 de ovocitos (Pallas & Pan, 2002). Los
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ovocitos presentan un tamafio de entre 70 y 140 micras, alcanzando los valores mas

altos en primavera (Ojea et al., 2008).
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Figura 1-8.- Indice gonadal de Paracentrotus lividus en diferentes poblaciones gallegas. Tomado de:

Ojea et al., 2010.

1.1.5. Alimentacion.

Los erizos de mar son animales omnivoros, se alimentan de todo tipo de materias
organicas, animales o vegetales, vivas o muertas, aunque muestran preferencia por
diferentes tipos de algas, considerandose de hecho como verdaderos herbivoros
reguladores de la biomasa de las algas marinas (Niell & Pastor, 1973; Vadas, 1977;
McClintock et al., 1982; Scheibling & Stephenson, 1984; Palacin et al., 1998; Pearse,
2006). Suelen alimentarse de noche, cuando los depredadores estdn ausentes. Tienen un
poder de adaptacion asombroso a las condiciones medioambientales. Cuando la comida
es limitada, las actividades somaticas y reproductoras decrecen, desarrollindose al
maximo el aparato digestivo para mejorar la asimilacion del alimento (Ferndndez &

Boudouresque, 1998).
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1.1.6. Desarrollo.

Una vez que desovan los erizos de una determinada zona se produce una fecundacion
externa, este desove suele producirse de forma sincronizada, lo cual aumenta el
porcentaje de fecundacion (Pennington, 1985). A partir del ovocito fecundado la
segmentacion es igual hasta la etapa de ocho células. Aparece luego una blastula tipica,
seguida de una géstrula que adquiere forma conica y que de manera gradual se convierte
en una larva equinopluteus. Esta larva planctonica se alimenta en las aguas
superficiales, donde las algas unicelulares son mas abundantes, completando su
desarrollo en un mes. Durante las etapas finales comienza a formarse el esqueleto
adulto, migrando la larva hacia el fondo. La larva pluteus va desarrollando cuatro, seis y
finalmente ocho brazos anclados en un incipiente esqueleto calcareo; se forma después
una invaginacion de la pared llamada vestibulo. Mas tarde la larva es inducida a realizar
la metamorfosis mediante sefiales quimicas (Burke, 1983) y desciende buscando un

sustrato donde llevarla a cabo (Fig. 1-9).

Durante la misma los tejidos larvarios se reabsorben y se forma una postlarva semejante
a un individuo adulto diminuto, pero todavia carece de tracto digestivo y es por tanto
endotrofica (Gosselin & Jangoux, 1998; Gago, 2009). La metamorfosis es sumamente
rapida, dura aproximadamente una hora, después de la cual la postlarva da lugar a un
individuo juvenil independiente y con un aparato digestivo totalmente desarrollado. La
cria de erizo asi formada suele tener de 0,5 a 1 milimetro de longitud (Gabin & Lorenzo,

1993).

El reclutamiento de los bancos de erizo suele tener grandes variaciones interanuales
(Fenaux, 1986; Lozano et al.,, 1995; Sala et al., 1998), con episodios excepcionales,
entremezclados con afios de pobre reclutamiento. Existe una relacion positiva entre las
variaciones en la concentracion de fitoplancton y la abundancia de larvas (Starr ef al.,
1990), mientras que existe una relacion negativa entre la abundancia larvaria y el
reclutamiento, indicando fenémenos densodependientes en la mortalidad de los

juveniles (Lopez et al., 1998).
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Figura 1-9.- Etapas de desarrollo de la larva de erizo de mar: larva equinopluteus (a, b, c), larva
metamorfica (d, e) y postlarva (f, g). Tomado de: Gosselin & Jangoux (1998).

1.1.7. Importancia econémica.

1.1.7.1. Produccion y consumo.

Las primeras especies de equinodermos datan de hace aproximadamente 500 millones
de afios, si bien su consumo como alimento se inicid en el Neolitico. Se han identificado
aproximadamente unas 950 especies de erizos de mar, de las cuales Paracentrotus

lividus es la més apreciada (Rodriguez-Bernaldo de Quirds et al., 2001), presentando
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sus gonadas (Fig. 1-10) una creciente importancia comercial, pudiendo llegar en su
etapa de madurez al 15% de su peso fresco; normalmente se consumen crudas, aunque

existe una tendencia a elaborar con ellas productos como conservas, patés y congelados.

Figura 1-10.- Génadas de Paracentrotus lividus. (Foto: J. L. Catoira).

En Galicia, ademas de P. lividus, existen otras especies como son Echinus esculentus,
Spharechinus granularis, Brissopsis lyrifera, Echinus alexandri o Psammechinus
miliaris, pero apenas poseen valor economico. Aunque en algunas zonas de Galicia los
erizos de mar se capturan y consumen desde hace tiempo, la explotacion comercial es
muy reciente en nuestra comunidad autébnoma y su consumo todavia no esta
generalizado. En Europa existen varias especies de erizos (Hansson, 2001), pero la
especie mas importante econOmicamente es Paracentrotus lividus, y se extrae
principalmente en Francia (Allain, 1972; Ledireach et al., 1987; LeGall, 1987), Irlanda
(Byrne, 1990), Espana (Ballesteros y Garcia-Rubies, 1987; Haya de la Sierra, 1990;
Catoira, 1992), Portugal (Keesing y Hall, 1998), Italia (Gianguzza et al., 2006; Pais et
al., 2007) y Grecia (LeDireach, 1987). La mayor parte de las extracciones de estos

paises tienen como destino final el mercado francés. Francia es el principal pais
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consumidor de erizos en Europa, siendo el segundo consumidor mundial después de
Japon (Grosjean, 2001; Thorpe et al., 2000). Los erizos de mar extraidos en Galicia son
exportados a otras regiones espafiolas y a otros paises como Francia, Alemania o

Bélgica (Gonzalez-Irusta, 2009).

La produccion mundial de erizo rondaba las 117.000 toneladas anuales segiin una
revision realizada por Keesing & Hall en 1998, siendo los mayores productores Estados
Unidos, Chile y Japon, mientras que Japon y Francia son los principales consumidores.
En los afios posteriores esta produccion mundial de erizo fue disminuyendo
progresivamente debido en gran parte a la reduccion de las capturas de dos de los
principales productores a nivel mundial, Chile y Estados Unidos. Segin los ultimos
datos que podemos encontrar en la web www.fao.org en el afio 2005 se produjeron
74.006 toneladas de erizo de mar en el mundo. El volumen de ventas en Galicia durante
el afio 2011 alcanzo los 656.995 kilogramos, con un precio medio de venta por kilo de
2,85 €. Es necesario recordar que el desastre del petrolero Prestige ocurrid en el afio
2002, este accidente repercutié de forma notable en las capturas de erizo del afio 2003

que se redujeron a menos de la mitad (Tabla 1-2 y Fig. 1-11).

Tabla 1-2.-: Evolucién de la captura de Paracentrotus lividus en Galicia. Elaboracién propia a
partir de datos de la Conselleria do Medio Rural e do Mar.

1998 548.838

1999 615.534

2000 491.549

2001 576.426 868.367,93 0,60 4,15 1,51
2002 615.760 983.791,65 0,10 4,68 1,60
2003 300.761 495.357,24 0,50 3,50 1,65
2004 758.039 1.241.987,74 0,50 6,15 1,64
2005 764.888 1.250.501,26 0,06 5,00 1,63
2006 737.808 1.469.808,19 0,50 6,25 1,99
2007 701.782 1.698.606,78 0,10 6,50 2,42
2008 747.948 1.987.498,35 0,10 9,00 2,66
2009 432.516 1.214.793,06 0,15 6,75 2,81
2010 629.901 1.793.012,73 0,20 8,00 2,85
2011 656.995 1.875.572,55 0,35 7,10 2,85
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Figura 1-11.- Grafico representativo de la produccion y del valor de Paracentrotus lividus en
Galicia. Elaboracion propia a partir de datos de la Conselleria do Medio Rural e do Mar.

Las extracciones de erizo han ido decayendo progresivamente afio a afio a nivel
mundial, principalmente se redujeron las capturas en dos de los grandes paises
productores, Chile y Estados Unidos (Gonzalez-Irusta, 2009), lo cual hace cada vez mas
necesaria una investigacion dirigida a desarrollar estrategias de cultivo (Kawamura,
1984; Workman, 1999). En Galicia sin embargo se mantienen las capturas de erizo en
cifras razonablemente constantes. Se aprecid una caida de la extraccion de erizo en el
afio 2009 (432.516 kilos), que pudo ser debida a un descenso de las poblaciones
naturales, lo que dificulta su captura; ademas ésta es una especie de lenta recuperacion y
crecimiento (Girard et al., 2006). En el afio 2011 las cifras de extraccion vuelven a
niveles cercanos a los de afos anteriores al 2009, con una producciéon de 656.995

kilogramos (Fig. 1-11).

En Galicia, la extraccion de erizos estd permitida desde noviembre a abril, con veda
desde mayo a octubre. Para el afio 2012 se aprobaron por parte de la Conselleria do
Medio Rural e do Mar un total de 214 planes de explotacion, 19 para la extraccion del

erizo:
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- Provincia de A Coruiia

e C.P. A Coruiia y Barallobre.

e C.P. Aguiiio y Ribeira.

e C.P. Cedeira, Carino v O Barqueiro-Ares.

e C.P. Espasante.
e C.P. Ferrol.

e C.P. Lira, Fisterra y Corcubion.

e C.P. Malpica, Corme, Laxe, Camelle, Camarinas v Muxia.

e C.P. Porto do Son, Portosin vy Muros.

- Provincia de Lugo

e C.P. Celeiro.
e C.P. O Vicedo, San Cibrao y Celeiro.
e C.P. San Cibrao, Burela, Ribadeo vy AM San Cosme-Foz.

- Provincia de Pontevedra

e C.P. A Guarda (a pié).
o C.P. A Guarda (buceo).
o C.P. Aldan.

o C.P. Baiona.

e C.P. Bueu, Portonovo v Sanxenxo.

o C.P. Cangas.
e C.P. O Grove.
e C.P. Vigo.

El aumento constante de la demanda de erizos de mar para cubrir las necesidades del
mercado de paises como Francia, Italia, Turquia, Bélgica o Japén, donde las gonadas de
erizo de mar son consideradas una exquisitez culinaria, estd provocando una
disminucién del recurso en las diferentes pesquerias que se extienden por todo el mundo
(Keesing & Hall, 1998; Andrew et al., 2002; Catoira, 2004) debido a la
sobreexplotacion a la que estd siendo sometido. El mercado més importante a nivel
mundial es el japonés, que constituye aproximadamente un 95% del total entre

produccion e importaciones de erizos; en segundo lugar se encuentra Francia, cuya
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produccion nacional es bastante limitada y se ve obligada a importar erizos de otros
paises como Grecia, Irlanda o Espana. Los bajos niveles de captura unidos al aumento
de la demanda dan como resultado un incremento del precio del kilogramo de gonada de
erizo, que oscila entre los 200 y los 400 dolares en paises como Japon, dependiendo de

la época del afio y de la especie de erizo que se comercialice (Pearce et al. 2002).

Es evidente la necesidad de desarrollar una acuicultura orientada al cultivo de erizo de
mar, que en un futuro no muy lejano verd excesivamente mermadas sus poblaciones
naturales; por otra parte, la recoleccion de individuos adultos del medio natural deja
indefensos ante los depredadores a los juveniles que se protegian bajo las puas de los
adultos. Esta circunstancia hace necesario el desarrollo progresivo del cultivo de las
especies comerciales para cubrir la demanda del mercado, asi como el desarrollo de
técnicas de cultivo que, empleando nuevas tecnologias, permitan mejorar las
caracteristicas organolépticas de las goénadas obtenidas del medio salvaje, con el
objetivo de que alcancen un precio en el mercado que haga rentable la produccion a
nivel industrial de las mismas. Debido a que la produccion natural del erizo en Galicia
es insuficiente para el abastecimiento del mercado, la Conselleria do Medio Rural e do
Mar esta impulsando la regulacion de la extraccion mediante la utilizacion de planes de
explotaciéon de recursos especificos. Ademds de esta medida de regulacion, seria
interesante recuperar el estado de sobreexplotacion de los bancos de Paracentrotus
lividus en el litoral gallego mediante la obtencion de individuos juveniles que permitan
llevar a cabo una repoblaciéon de los mismos, siendo éste uno de los objetivos

principales de nuestro estudio.

1.1.7.2. Gastronomia e informacion nutricional.

Hasta hace poco la tinica comunidad donde se consumian erizos de mar (oricios) en la
costa cantabrica era Asturias y hoy en dia sigue siendo la comunidad espafiola donde
mas se consumen con diferencia. El caviar de oricios se elabora de forma artesanal,
extrayendo las goénadas manualmente y envasandolas. Esta conserva empezd a
elaborarse en 1930 en dos localidades francesas de ultramar: Saint Pierre y Miquelon.
Otras comunidades donde se consumen erizos son Cataluia y Andalucia, y en Galicia es
un héabito que se estd incrementando cada vez mas; el erizo del Mediterrdneo es mas

insipido debido a las caracteristicas del agua, aunque en la antigua Grecia ya existia una
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gran tradicion de consumo de este marisco. En el Neolitico ya se consumian erizos
crudos o bien asados en su propio caparazon; en la época romana también se comian
“inpreparatos”, es decir, crudos, o conservados en sal. Se han encontrado mosaicos de la
época que representan banquetes donde se puede apreciar el consumo de erizos crudos o
sazonados con vinagre y perejil o menta picada. Apicio Marco Gavio escribié uno de
los libros de recetas mas conocidos de la antigiiedad, “De re coquinaria libri decem”, en
el ano 25 a.C., en el cual se sazonan los erizos con mosto cocido y pimienta

(www.diarioinformacion.com). Aunque se comen principalmente en crudo, en la

actualidad se preparan infinidad de recetas usando las génadas de Paracentrotus lividus
como ingrediente, por ejemplo: jugo de cordero con oricios, naranja y regaliz; erizos

gratinados al perfume de cava...etc. En la figura 1-12 se presentan algunas de ellas.

i

Figura 1-12.-: a) lasaiia de oricio, b) merluza con crema de oricios, ¢) caramelos de oricio.

i

Julio Camba, en su famoso libro “La casa de Luculo o el arte de comer”, dedica al erizo
de mar este significativo parrafo: “después de tomarse quince o veinte docenas -porque
el tomar este marisco no es comer ni beber, sino respirar en pleno océano- la mas fina
langosta le sabrd a galdpago. No hay marisco alguno que sintetice el mar de un modo
tan perfecto como el erizo”. Sus glandulas genitales presentan un color amarillo
anaranjado en las hembras y son un poco mas blanquecinas en los machos. Para
degustarlos en su estado mas puro la mejor forma de hacerlo es consumirlos en crudo
ayudandose de una cucharilla. Se pueden preparar con pescados o mezclar su contenido
con salsas para pescado intensificando asi su sabor de forma espectacular. Se utilizan en
la elaboracion de pudines o pasteles de pescado y marisco, también es comun
prepararlos en revueltos o gratinados. El paté de oricios es una de las conservas mas

apreciadas, en su mayoria se elabora en Asturias.
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Ademas de ingrediente gastronémico, antiguamente se usaban los erizos también como
medicamento, en Italia se utilizd durante varios siglos el caparazon del erizo como
remedio para curar enfermedades cutdneas; una vez seco, se majaba con aceite de oliva
y se aplicaba en forma de ungiiento sobre la piel. Basilio de Cesarea, doctor de la iglesia
catolica en el siglo IV, recogié en sus escritos una serie de creencias que existian en
torno al erizo: “He sabido que el erizo de mar es un remedio eficaz para el estdmago, es
una ayuda para los que sufren de inapetencia, es diurético. También, si lo extendemos
sobre el cuerpo de un enfermo de sarna, el erizo lo cura de la enfermedad”. Existe
abundante literatura sobre esta especie, a la que se refiri6 Ramon Gémez de la Serna

diciendo que era “una castafia a la que se le han erizado los pelos™.

Como podemos ver en la tabla 1-3, las goénadas de erizo (en este caso de Loxechinus
albus) son un alimento muy bajo en calorias, contienen pocos hidratos de carbono pero
son ricas en proteinas y grasas poliinsaturadas, ademds contienen mucho hierro y

fosforo.

Tabla 1-3.- Valor nutricional de la génada. Tomado de www.prochile.cl.

Energia (Kcal)............ 85 | Grasa total (mg)........ 4,2
Proteinas (g)............. 7,8 |AGS (mg)............... 1,5
Hid. de carbono (g).....4,1 |Hierro (mg)............. 4,5
Fibra dietética (g)....... 1,2 |Sodio (mg)..............727

1.1.7.3. Cultivo.

Actualmente gran parte de los esfuerzos realizados en este sentido van dirigidos por un
lado a la acuicultura del ciclo reproductivo completo del erizo, desde la induccion del
desove hasta la obtencion de individuos juveniles, con vistas a posteriores
repoblaciones; por otra parte, también se lleva a cabo un engorde de juveniles obtenidos
del medio en instalaciones de tierra, alimentandolos con diferentes tipos de dietas, tanto

naturales como disefiadas especificamente.
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Existen gran cantidad de estudios realizados dirigidos a disefiar distintos sistemas de
cultivo de erizos de mar, aqui citamos sélo algunos ejemplos: Hinegardner, 1969
(cultivo en laboratorio); Jangoux et al., 1996; Hagen, 1996; Basuyaux et al, 1998
(describe un sistema de cultivo en tierra basado en un circuito cerrado con recirculacion
del agua); Schulze et al., 2006; James, 2006b (compara las ventajas y desventajas de la
utilizacion de cajas de cultivo situadas en el medio marino o en tierra). A continuacién
se citan algunos de los trabajos realizados basados en estudios nutricionales y en el
disefio de dietas experimentales para la alimentacion de los erizos en estructuras de
cultivo: Biickle et al, 1977; Basuyaux et al., 1998; Fernandez & Pergent, 1998;
Fernandez & Boudouresque, 2000; Lawrence et al., 2003 (con el erizo Lytechinus
variegatus); Senaratna et al., 2005 (con el erizo Heliocidaris erythrogramma);
Schlosser et al., 2005 y Shpigel et al., 2005; este ultimo se basa en el disefio de una
dieta dirigida a obtener mejoras organolépticas (en este caso del color) en las gonadas

de Paracentrotus lividus de cultivo alimentados con ella.

La mayoria de los estudios orientados hacia la generacion de tecnologias que permitan
el cultivo del erizo de mar enfatizan la importancia del cultivo larvario (Cellario &
Fenaux, 1990), los sistemas de cultivo, el incremento de la calidad de la gonada y el
desarrollo de dietas experimentales; existe ademés una tendencia creciente al desarrollo
de sistemas de cultivo en el medio marino de esta especie. El sistema de engorde en
batea presenta la ventaja de tener un coste de mantenimiento e infraestructuras
considerablemente mas bajo que los sistemas terrestres de cultivo, lo cual permite
obtener mayor rentabilidad del producto final en el mercado; la desventaja del cultivo
en el medio marino esté relacionada con el menor control que se puede ejercer sobre las
condiciones ambientales tales como corrientes marinas o tormentas, en relacion con el
cultivo en circuito cerrado (James, 2006a), por otra parte es mas dificultoso el acceso a
las estructuras de cultivo pese a lo cual actualmente la mayoria de los estudios

realizados en relacion al engorde de erizos de mar se llevan a cabo en el medio marino.

Los sistemas de cultivo basados en tanques con circuito cerrado de agua (ver figuras 1-
13 y 1-14) poseen la ventaja de una mayor capacidad de control sobre todas las
condiciones ambientales que rodean a los erizos (Fridberger et al.,, 1979), temperatura
del agua, concentracion de oxigeno, salinidad, fotoperiodo, etc., asi como una mayor

facilidad de acceso a los individuos para su alimentacion y limpieza; su principal
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desventaja es econdOmica, ya que las infraestructuras necesarias para un buen
mantenimiento del cultivo de circuito cerrado conllevan un coste economico

considerable que puede revertir en que el cultivo no sea rentable.

Figuras 1-13 a y b.- Dos tipos diferentes de estructuras terrestres de cultivo de erizo de mar en

Chile. (Foto: M. Rey).
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15/12/2005 15/12/2005

Distintas fases del crecimiento en cultivo | Fase de cultivo larvario del erizo

15/12/2005

15/12/2005

Engorde en tanques en invernadero ¢ Jaula para engorde en el medio natural

Figuras 1-14 a-d.- Distintas fases del cultivo y engorde de Paracentrotus lividus en Bantry (Irlanda).
Fotos: J. L. Catoira.

En Nueva Zelanda se realiz6 un estudio comparativo del cultivo del erizo, tanto en

infraestructuras terrestres como en cajas de cultivo de langosta suspendidas en el medio
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marino, dando como resultado una mayor viabilidad econdmica de este ultimo debido a

la importante reduccion de los gastos a nivel de infraestructuras (Jeffs & Hooker, 2000).

Existe una tendencia cada vez mayor orientada al desarrollo de cultivos multitroficos en
los que se estabulan varias especies de niveles troficos diferentes al mismo tiempo, es
decir, los residuos alimenticios de una de las especies cultivadas sirven de alimento a
una segunda especie, de esta forma se consigue integrar el crecimiento de dos o mas
especies de alto valor econdmico con un gasto en infraestructuras relativamente

reducido.

Un ejemplo de este tipo de cultivo multitrofico lo encontramos en el trabajo realizado
por Cook & Kelly en el afio 2007, en ¢l se investigaron la supervivencia y la integracion
de Paracentrotus lividus en un cultivo marino de salmon (Salmo salar) situado en la
costa noroeste de Escocia. Se demostrd que los grupos de erizos que crecian al lado de
la estacion donde se cultivaba el salmén asimilaban gran cantidad de particulas de
materia organica procedente de este cultivo, lo cual mejoraba tanto su supervivencia
como su crecimiento y las cualidades organolépticas de sus génadas; ademds el
crecimiento gonadal mejoraba al afadir macroalgas del género Laminaria spp. Este
experimento concluye que el cultivo integrado del erizo de mar con el Salmén
permitiria obtener un segundo producto de alto valor en el mercado y reducir asimismo

la presion sobre los bancos naturales de erizo.

Este tipo de cultivo multitréfico lo realiza actualmente la empresa Loch Duart Ltd.
(Scouri, Escocia), (Fig. 1-15), mientras que en Espafia, la Junta Asesora de Cultivos
Marinos (JACUMAR) financié un proyecto (en el que participaron las CC.AA. de
Andalucia, Baleares, Canarias, Catalufia, Galicia y Murcia), titulado “Acuicultura
integrada: experiencia piloto para el cultivo de sistemas de cultivo multitréficos” entre
los afios 2008 y 2011, con el objetivo, entre otros, de evaluar la efectividad de los
sistemas multitréficos en la acuicultura espafiola, siendo el erizo de mar una de las
especies utilizadas por varios de los grupos integrantes del proyecto. En las
conclusiones de dicho proyecto estd el dejar un marco regulatorio adecuado que
fomente y permita el desarrollo de la acuicultura multitrofica integrada (AMTI) en
Espafia, con una base normativa igual en todas las regiones, aunque cada CC.AA.

elabore las normas que crea necesarias posteriormente.
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La empresa Loch Duart Ltd.,, produce salmon bajo pautas de buenas practicas
medioambientales, para ello, entre otras acciones produce piensos de forma sostenible,
elimina el empleo de antifoulings y tratamientos preventivos, e impulsa el desarrollo
local dando trabajo a gran parte de la poblacioén de la zona y todo ello con el desarrollo
de métodos de produccion que aseguren el bienestar de los peces. Obtienen una
produccion de caracteristicas diferenciadoras, en cuanto a calidad, peso medio de los

ejemplares y vias de comercializacion.

1.1.7.4. Disefio de dietas experimentales.

El objetivo del desarrollo de la acuicultura del erizo de mar a nivel industrial es tener la
capacidad de abastecer la demanda de gonadas de erizo en paises como Japon, Canada o
Estados Unidos, que en un futuro no muy lejano no podran cubrir con los bancos
naturales. Para realizar con éxito un cultivo de erizo de mar consiguiendo ademas
resultados Optimos a nivel tanto de crecimiento somatico como de incremento del indice

gonadal, es necesario elaborar diferentes tipos de dietas que nos permitan realizar un
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estudio comparativo con el fin de obtener un patrén alimenticio que nos asegure una
produccion Optima. En este sentido se han llevado a cabo numerosos trabajos
desarrollando dietas que cubren las necesidades energéticas de los erizos de mar
(Klinger et al., 1998), que promueven su crecimiento somatico (McCarron et al., 2009)
y mejoran ademas las caracteristicas de las génadas de numerosas especies de erizos:
Paracentrotus lividus (Lawrence et al., 1989, 1992; Fernandez & Caltagirone, 1994;
Fernandez et al., 1995; Fernandez & Pergent, 1998; Fernandez & Bouderesque, 2000;
Spirlet et al., 2001; Cook et al., 2007), Lytechinus variegatus (Lowe & Lawrence, 1976;
Klinger et al., 1986, 1994; Hammer et al., 2004, 2006), Evechinus chloroticus (Barker
et al., 1998; Woods et al., 2008), Loxechinus albus (Lawrence et al., 1997; Olave et al.,
2001), Psammechinus miliaris (Cook et al., 1998; Kelly et al., 1998; Pantazis et al.,
2000; McLaughlin & Kelly, 2001; Cook et al, 2007), Strongylocentrotus
droebachiensis (De Jong-Westman et al., 1995; Pearce et al., 2002), Strongylocentrotus
pulcherrimus (Nagai & Kaneko, 1975) y por ultimo Strongylocentrotus franciscanus
(McBride et al., 1998, 1999). Sin embargo, todavia no se han identificado los
componentes alimenticios especificos que son responsables del crecimiento gonadal o

de su desarrollo 6ptimo a nivel organoléptico (Senaratna et al., 2005).

La composicion de la dieta que les serd suministrada afecta de forma determinante a la
composicion bioquimica de los erizos, como demuestran numerosos estudios en los que
se han comparado stocks recogidos del medio natural con otros procedentes de tanques
de cultivo y alimentados con dietas elaboradas (Fernandez, 1990; Fernandez &
Caltagirone, 1994; McBride et al., 2004). El uso de dietas elaboradas con un elevado
porcentaje de proteinas, en comparacion con el alimento natural de los erizos, favorece
la acumulacion de sustancias de reserva en las goénadas en forma de lipidos y
carbohidratos, lo cual repercutird en un mayor crecimiento de las mismas (Fernandez,
1995, 1997; Liyana-Pathirana ef al., 2002; Lawrence et al., 2007). Los pigmentos como
la equininona o los carotenos son también fundamentales para obtener una buena

coloracion gonadal en los erizos cultivados (Pantazis, 2006; Symonds ef al., 2007).

En la elaboracion de las dietas que serdn suministradas a los erizos es necesario
considerar varios factores, por una parte es de vital importancia la estabilidad de los
pellets en el agua, es decir, su capacidad para mantener la textura inicial y Ia

insolubilidad de sus ingredientes, permaneciendo integros durante el mayor tiempo
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posible; ademas deben contar con una buena aceptaciéon por parte de los erizos
(Dworjanyn et al., 2007). Durante el proceso de elaboracion de estas dietas es necesario
tener en cuenta ademas las proporciones y composicion bioquimica de proteinas, lipidos
e hidratos de carbono con el fin de que posteriormente repercutan tanto en el
crecimiento y mejora de las génadas (Christiansen & Siikavuopio, 2007) como en la
formacion del exoesqueleto. Existen varios estudios que demuestran la importancia de
la proteina en la dieta, sobre todo durante las primeras etapas del desarrollo (Lawrence
& Lane, 1982; De Jong-Westman et al., 1995; Fernandez, 1997; Kelly et al., 1998;
Cook et al., 1998; Mc Bride et al., 1998; Kennedy et al., 2001; Pearce et al., 2002; Arce
& Luna-Figueroa, 2003). Se cree que este elevado porcentaje de proteina en los
primeros estadios del desarrollo es necesaria para la formacion del exoesqueleto o bien
seria requerida para la formacion de una matriz intraestromica en la cara interna del

mismo (Dubois & Chen, 1989).

1.2. Crecimiento de Paracentrotus lividus.

1.2.1. Desarrollo y crecimiento.

Una de las caracteristicas principales de los seres vivos es que éstos crecen. Los seres
vivos requieren de nutrientes para poder realizar sus procesos metabolicos que los
mantienen vivos y, al aumentar el volumen de materia viva, el organismo logra su
crecimiento. El desarrollo se diferencia del crecimiento en que se define como la
adquisicion de nuevas caracteristicas, la maduracion de ciertas partes del organismo,
independientemente del aumento de tamafio del individuo. En esta memoria nos
centraremos en el desarrollo de los 6rganos reproductores o gonadas de Paracentrotus
lividus, por tratarse de la parte comestible del erizo y por lo tanto del 6rgano de interés

comercial del mismo.

Se entiende como crecimiento al aumento irreversible de tamafio en un organismo,
como consecuencia de la proliferacion celular, que conduce a su vez al desarrollo de
estructuras mas especializadas del mismo, comenzando por las propias células vy,

pasando por tejidos, hasta llegar a 6rganos y sistemas.
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El crecimiento también se define como el aumento en el nimero de células de un
organismo, lo que conlleva al aumento de tamafio. Es medible y cuantificable. El
crecimiento se consigue por una doble accidon: un aumento en el tamano de las células
del cuerpo, y un aumento en su nimero total. El crecimiento es, en definitiva, el proceso
mediante el cual los seres vivos aumentan su tamafio y gracias al cual se desarrollan

hasta alcanzar la forma y la fisiologia propias de su estado de madurez.

Tanto el crecimiento como la division celular dependen de la capacidad del organismo
para asimilar los nutrientes que encuentra en el ambiente en que se desarrolla. Asi, los
alimentos son usados por el cuerpo para construir nuevas estructuras celulares, de ahi la
importancia del disefio de dietas experimentales adecuadas y orientadas a optimizar el
crecimiento de los erizos cultivados en la batea, asi como a incrementar el tamafio de

sus gonadas en el menor periodo de tiempo posible.

El crecimiento en equinoideos se basa en el cambio de masa, de didmetro y de forma
que requiere la extension, la calcificacion, y la produccion de tejidos blandos. El
aumento de tamano esquelético esta basado en los procesos celulares que causan tanto
cambios de forma durante el crecimiento, como el incremento del diametro de los
erizos. El aumento de tamafio del caparazon se produce mediante la calcificacion de las
placas esqueléticas y la adicion de nuevas placas ambulacrales e interambulacrales.
Estas placas estdn formadas por osiculos compuestos fundamentalmente por calcio y
magnesio, cuyo proceso de calcificacion se lleva a cabo en una matriz organica

especifica.

Existen varios trabajos que analizan el crecimiento de Paracentrotus lividus, tanto en el
medio natural (Fenaux et al., 1987; Azzolina, 1988; Haya de la Sierra, 1990, Turon et
al., 1995); como llevando a cabo experimentos de cultivo (Fernandez et al., 1995;

Grosjean et al., 1996; Spirlet et al., 2000; Grosjean et al., 2003; Shpigel et al., 2004).

En la costa gallega se ha establecido la relacién entre el tamafio y la edad de los
individuos de Paracentrotus lividus, resultando que la talla comercial, establecida en 55
mm de diametro del caparazon, se alcanza entre los 8 y 9 afios desde su nacimiento

(Catoira, 1999).
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1.2.2. Tipos de crecimiento.

El crecimiento puede definirse como el desarrollo progresivo del cuerpo, especialmente

en altura, que tiene lugar en los primeros afos de la vida de un individuo.

El crecimiento de los organismos se produce, en general, por medio de diferentes

procesos, entre los que estan:

e El aumento en el nimero de células del cuerpo.

e Por la adicion de nuevas estructuras al organismo.

e Por renovacion del tejido que recubre el cuerpo, como el cambio o muda de piel
en las viboras, el de plumaje en las aves o el de pelo en los mamiferos.

e Por modificacion de estructuras ya existentes (por ejemplo, el crecimiento del

cuerno en un rinoceronte o las astas de un venado).
Existen varios tipos de crecimiento que describimos a continuacion:

e Crecimiento isométrico: aumento del tamafio de diferentes 6rganos o partes de
un organismo a la misma velocidad. Lo presentan los organismos cuyas

proporciones corporales se mantienen iguales y en ellos se cumple que:

w=a.l
donde :
w = es el peso corporal
1 = longitud corporal
a = constante
Ademas se cumple que: s=a.l

donde:

s = superficie corporal

e Crecimiento alométrico: aumento de tamano a diversas velocidades de
diferentes organos o de diferentes partes de un organismo. Un organismo
presenta crecimiento alométrico si las proporciones corporales cambian durante

su vida. En este caso el peso no es el cubo de la longitud sino:
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w=a.l’

s=a.l

donde:

b= un valor diferente de 3.

¢=un valor diferente de 2.

Crecimiento absoluto: aumento total del tamafio de un organismo o de algin
organo o parte del mismo, como pueden ser las extremidades, la cabeza o el
tronco.

Crecimiento acrecional: aumento de tamafio resultante de un incremento del
numero de células especiales por division mitotica, mientras que otras células
mas diferenciadas, que realizan diversas funciones fisioldgicas, han perdido su
capacidad para proliferar.

Crecimiento auxético: el que resulta del aumento de volumen producido por un
crecimiento de las células individuales pero no de su niumero.

Crecimiento compensador: aceleracion de la tasa de crecimiento tras un
periodo de retraso del mismo provocado por un déficit secundario, como la
malnutriciéon aguda o una enfermedad severa.

Crecimiento diferencial: comparacion del aumento de tamafio de partes u
organos disimilares.

Crecimiento exponencial: crecimiento en el que el niumero de células se
duplica cada vez que éstas se dividen, de manera que una unica célula pasa a 2,
4, 8, 16, 32, 64... células. Este tipo de crecimiento es tipico de los cultivos
bacterianos.

Crecimiento histiotipico: proliferacion celular incontrolada, como ocurre en los
cultivos de bacterias y hongos.

Crecimiento intersticial: aumento de tamafo por hiperplasia o hipertrofia en el
interior de una zona o estructura ya formada.

Crecimiento multiplicativo: aumento de tamafio como consecuencia de la
divisién celular y de la adicion de material nuevo mas que de la expansion de la

célula.
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e Crecimiento organotipico: reproduccion controlada de las células, como ocurre
en el crecimiento normal de los tejidos y o6rganos.

e Crecimiento por aposicién: aumento de tamafio que se produce por la adicion
de un tejido nuevo o de un material similar en la periferia de una determinada
parte o estructura, como cuando se incorporan capas nuevas a las ya existentes

en la formacion de los huesos o de los dientes.

® Crecimiento relativo: comparacion entre los diferentes aumentos de tamafio de
organismos, tejidos o estructuras similares, durante diferentes intervalos de

tiempo.

1.2.3. Modelos de crecimiento y métodos de estudio.

Existen dos tipos principales de modelos de crecimiento segun su objetivo (Grosjean,
2001), por un lado los que explican el crecimiento de una especie a nivel poblacional
(modelo logistico y modelo de Gompertz) y por otro los modelos que describen el
crecimiento de cada individuo dentro de una poblacién (curva de Von Bertalanffy).
Aunque se han desarrollado numerosos modelos de crecimiento en este trabajo se

describen algunos de los mas destacados y empleados en la bibliografia consultada:

1.2.3.1. Modelo de crecimiento exponencial o ecuacion malthusiana (Malthus,

1798).

Este modelo se basa en una poblacion hipotética cuyos individuos poseen la capacidad
de autoduplicarse por unidad de tiempo, donde no existe la mortalidad y cuyos recursos
son ilimitados. El modelo exponencial no tiene en cuenta ningtn tipo de interaccidén con
otras especies, representa el crecimiento de la poblacién en una fuente de presion
constante que puede abastecer tanta energia como se necesita. La curva de crecimiento
de una poblacién bajo estas condiciones se denomina crecimiento exponencial y
aumenta constantemente en funcion del tiempo. La ecuacion que representa este modelo

es la siguiente:

N, =N, "
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donde:

N; = numero total de individuos.
N, = numero inicial de individuos.
b = tasa de crecimiento per capita en funcion del tiempo.

t = tiempo transcurrido.

Cuando la tasa de crecimiento es >1, la poblacion crece exponencialmente; si la tasa de
crecimiento es = 1 el tamafio de la poblaciéon permanece constante y si es < 1 la

poblacion se reducird progresivamente hasta la extincion.
1.2.3.2. Modelo logistico o dependiente de la densidad (Verhulst, 1838).

Es una variaciéon del modelo exponencial que introduce el factor de los recursos
limitados y las interacciones entre los individuos de la poblacion, es decir, tiene en
cuenta que a mayor densidad de poblacion antes se agotaran los recursos alimenticios y
espaciales de la misma. Por la misma razén una poblacion pequeia tendrda mayor
cantidad de recursos disponibles y por lo tanto crecera a mayor velocidad. El
crecimiento logistico viene dado por un balance entre reproduccion y mortalidad de los
individuos debido a una reduccion de los recursos disponibles, el crecimiento de la
poblacion segiin este modelo estd representado por una curva sigmoidea con un limite
superior K que representa la maxima densidad de poblacién que puede sostener el

medio. El modelo logistico esta representado por la ecuacion:
L(T) = Loo/ ( 1+ e_k(T_TO) )

donde:

L(r)= longitud en funcién de la edad.
L., = longitud méaxima.

k = constante de crecimiento.

T = tiempo final.

Ty = tiempo inicial.
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1.2.3.3. Modelo de Gompertz (Gompertz, 1825).

Este es uno de los modelos mas utilizados para medir el crecimiento poblacional, su
representacion es una curva sigmoidal en la cual al principio del periodo de tiempo el
crecimiento se incrementa lentamente hasta alcanzar un punto algido, después del cual
vuelve a ralentizarse de forma mucho més acusada que al inicio de la funcion. La
diferencia con la curva sigmoidal del modelo logistico estriba en que en este modelo se
produce un maximo de crecimiento en el centro de la funcion, acotado por dos asintotas
de crecimiento mucho menor pero dispuestas simétricamente a ambos lados de la curva.

La funcion matematica de Gompertz es:

-kt
L(T) = Loo e'be

donde:

b=1In(Ls/L,), y L es la asintota superior de la funcion.
L(r)= longitud en funcién de la edad.

L., = longitud méaxima.

k = constante de crecimiento.

t = tiempo.

1.2.3.4. Modelo de Brody-Bertalanffy o de Von Bertalanffy (Von Bertalanffy, 1938;
Brody, 1945).

Este es el modelo més utilizado en la bibliografia para medir el crecimiento de
equinodermos en general y de Paracentrotus lividus en concreto, es un modelo de
crecimiento individual y ademds nos permite hacer comparaciones extensas entre el
crecimiento de los individuos de una especie, aunque no puede describir crecimientos

que presenten puntos de inflexion (Lawrence, 1975). La ecuacion que lo describe es:

L(T) = Loo( 1- be'kt)
donde:
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b _ ekt’
o bien:

L(T):Loo( 1- e_k(T_TO))

1.2.3.5. Modelo de Richards (Richards, 1959).

La funcion de Richards es un modelo de crecimiento formado por una serie de curvas
que incluye a los modelos logistico, de Gompertz y de Von Bertalanffy, que por otro
lado son los mas utilizados en el estudio del crecimiento en equinodermos. La formula

de la funcion de Richards es la siguiente:

L(T) — LOO( 1 _ e-k(T—TO) )m
donde:

m = exponente que define la forma de la curva.

Cuando m = -1 esta ecuacion es equivalente a la expresion del modelo de Von
Bertalanffy, si m = 1 la funcidn representa el modelo logistico y si el valor absoluto de
m tiende al infinito entonces la ecuacion se equipara al modelo de Gompertz (Ebert,

1999).

Ademas de los modelos de crecimiento descritos existen otros, la mayor parte son
variaciones de los modelos anteriores como los de Jolicoeur (1985) o Tanaka (1988); es
necesario sefalar que no existe un criterio establecido a la hora de escoger un modelo de
crecimiento en lugar de otro, la eleccion del modelo de crecimiento mas adecuado al
estudio que se estd realizando es una decision derivada de una valoracion subjetiva,
aunque los modelos descritos se adecuian perfectamente a la evaluacion de los recursos

pesqueros (FAO, 2003).
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1.2.4. Factores que regulan el crecimiento.

Los factores determinantes del crecimiento de los seres vivos son fundamentalmente de
dos tipos: nutricionales y genéticos; también ejercen una influencia notable en la tasa de
crecimiento de los seres vivos en general, y especialmente en el caso de Paracentrotus

lividus, factores ambientales como la temperatura, el fotoperiodo, etc.

Los factores nutricionales son imprescindibles ya que los seres vivos necesitan una
adecuada disponibilidad de alimentos, asi como la capacidad de utilizarlos por el propio

organismo, con el fin de asegurar tanto su supervivencia como su crecimiento.

Los factores genéticos ejercen su influencia sobre el crecimiento del individuo durante
todo el proceso mediante la expresion de las variaciones especificas que vienen dadas
por la informacion de los genes, cada especie presenta diferentes pautas de crecimiento;
ademas dentro de una misma especie se pueden apreciar diferencias en los procesos de
maduracion entre los individuos de distinto sexo, e incluso entre los del mismo sexo,

que estan determinadas por la informacion genética de cada individuo.

Existen ademas factores internos, como las hormonas, que afectan a la célula acelerando

o inhibiendo la division celular y regulando asi el crecimiento de la misma.

1.3. Genética molecular y ecologia.

1.3.1. Genética molecular.

La genética clésica es la parte de la biologia que estudia la herencia bioldgica,
intentando explicar los mecanismos que rigen la transmision de los caracteres de
generacion en generacion. La genética molecular estudia los procesos desde un punto

de vista quimico, analizando la estructura y la funcién de los 4cidos nucleicos.
La ecologia molecular es un area pluridisciplinar de la ecologia que se basa en el uso de

marcadores moleculares de ADN como caracteres genéticos, con el objetivo de resolver

los problemas clésicos de la ecologia de poblaciones.
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1.3.2. ; Qué es un marcador molecular?

Un marcador molecular es una biomolécula que se puede relacionar con un rasgo
genético; los marcadores moleculares corresponden a un gen que al expresarse produce
una caracteristica fenotipica facil de detectar o cuantificar. Un marcador molecular es

ademads genético cuando se transmite siguiendo las leyes de la herencia mendeliana.

El marcador molecular puede ser monomorfico si presenta la misma estructura en todos
los organismos estudiados, si por el contrario tiene diferentes formas de expresion en
relacién a su peso molecular, actividad enzimatica, etc., se dice que el marcador es
polimérfico; cuando este nivel de variacion es muy elevado se denomina marcador
hipervariable. En determinadas circunstancias varios marcadores se asocian con la
misma caracteristica genética, en ese caso se dice que forman un QTL o loci de rasgos

cuantitativos.

Los marcadores moleculares constituyen una fuente de informacion extremadamente
importante debido a que se encuentran presentes en todos los seres vivos y nos

permiten obtener datos a partir de la variabilidad del ADN.

1.3.3. Desarrollo de marcadores moleculares.

Existen dos tipos de marcadores moleculares, los marcadores bioquimicos y los
marcadores de ADN. Los primeros marcadores se desarrollaron a finales de los afios 70
y se basaban en la identificacion de proteinas y alozimas mediante deteccion de
variantes electroforéticas de enzimas en geles de almidon, sin embargo este método
carecia del polimorfismo necesario para estudiar la heterogeneidad genética entre
especies o variedades proximas entre si, por lo que en los ultimos afios se han
desarrollado marcadores moleculares basados en el ADN gracias a los avances
obtenidos en el estudio del ADN recombinante, que son altamente eficaces en la

identificacion de especies y variedades proximas genéticamente.
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Las técnicas mas comunmente utilizadas para identificar marcadores de ADN se
pueden clasificar en tres categorias principales: técnicas de hibridacion (tipo Southern),
las de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) y por ultimo las que combinan los
dos métodos anteriores. La técnica de hibridacion tipo Southern se basa en el uso de una
enzima de restriccion (endonucleasa) que produce variaciones en la longitud o el

tamafio de los fragmentos de ADN. En esta categoria se incluyen los marcadores RFLP.

1.3.3.1. RFLP (Polimorfismo en el tamaiio de los fragmentos de restriccion).

Esta técnica consiste en digerir ADN de distintos organismos con la misma enzima de
restriccion con el fin de detectar fragmentos de ADN de distinto peso molecular. Se
utilizan sondas radiactivas para visualizar los polimorfismos mediante la identificacion
de un patron de bandas en el gel de electroforesis, si bien también se puede llevar a
cabo este método empleando la PCR, en cuyo caso se denomina PCR-RFLP. Las
deleciones, sustituciones o mutaciones presentes en el genoma pueden modificar el
patron de bandas a identificar de manera significativa, por lo que es aconsejable
analizar fragmentos de ADN de pequefio tamafio, obtenidos al digerir el genoma de
mitocondrias o cloroplastos. Esta técnica analiza un solo tipo de polimorfismo en cada

ensayo, pero el resultado obtenido es altamente preciso.

La PCR o reaccion en cadena de la polimerasa consiste en amplificar fragmentos de
ADN utilizando secuencias de nucle6tidos que funcionan como cebador o “primer”,
esta secuencia cebador es complementaria a una secuencia “blanco” que reconoce y a
partir de la cual se empieza a sintetizar el fragmento de ADN correspondiente. (Nuez &
Carrillo, 2000). Mediante la PCR se amplifican fragmentos de ADN de 3 a 6 kpb de

longitud en condiciones normales.

1.3.3.2. MAAP (Multiples perfiles arbitrarios de amplificacion).

Este es un término genérico que engloba los marcadores consistentes en

oligonucledtidos arbitrarios o minisatélites que generan huellas dactilares complejas,

entre ellos destacan:
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a. RAPD (ADN polimorfico amplificado al azar).

Esta técnica se basa en amplificar al azar areas especificas del genoma mediante PCR;
como cebadores se usan un conjunto de decanucledtidos de secuencia aleatoria que se
unen a numerosas secuencias del genoma debido a su tamafo y a su baja temperatura
de hibridacion (36° C) y permiten amplificar mediante PCR numerosos fragmentos de
ADN. Una vez obtenidos los fragmentos amplificados, se obtiene un perfil
electroforético de los mismos al separarlos en geles de agarosa, lo que nos dara una
idea del grado de polimorfismo de los individuos estudiados y obtendremos una huella
dactilar caracteristica. Los polimorfismos se producen por multiples razones,
deleciones e inserciones de nucleoétidos, variacion de un nucledtido en el sitio de unién
al cebador, etc., (Williams et al., 1990) y se visualizan como presencia o ausencia de un

producto amplificado.

Esta técnica empezd a utilizarse en 1990 y tiene la ventaja de ser sencilla y répida,
ademas de requerir pequefias cantidades de ADN con las que se pueden analizar gran
cantidad de loci genéticos (Hadrys et al, 1992). Los RAPDs permiten detectar
pequefias diferencias genéticas que el uso de otras técnicas no diferenciaria. Uno de los
inconvenientes de estos marcadores es que no podemos saber la cantidad de copias del
fragmento amplificado que contiene el ADN analizado, ademéas suelen ser marcadores
dominantes, por lo que no pueden diferenciar loci heterocigdticos. Por otra parte la baja
temperatura de hibridacion de los cebadores puede desembocar en uniones no
especificas (Vale, 2010). El grado de conservacion del ADN ha de ser 6ptimo y las
condiciones de la PCR estar ajustadas al maximo para la obtencion de unos resultados

reproducibles y fiables.

b. AP-PCR (PCR con oligonucleétidos arbitrarios).

Esta técnica es una variacion de la descrita anteriormente, la diferencia estriba en el uso
de oligonucleotidos més largos y en el disefio de la PCR, ésta consta de dos ciclos
iniciales de baja especificidad que amplifican un conjunto de fragmentos de cada
variedad a estudiar, seguidamente se realizan una serie de ciclos altamente especificos

que nos permiten visualizar los fragmentos anteriores. Para obtener un patrén de bandas
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especifico se migran los fragmentos amplificados en un gel de agarosa o bien de

poliacrilamida que nos dar4 unos resultados mucho mas precisos.

Una variante de este método es el denominado DAF (Huellas dactilares por
amplificacion de ADN), que se basa en el uso de oligonucleotidos de 5 a 15 bases, sin

embargo los resultados obtenidos son de dificil interpretacion.

¢. AFLP (Polimorfismo de la longitud de los fragmentos amplificados).

Es un método basado en la combinacidon de enzimas de restriccion y oligonucleotidos,
se usan dos enzimas de restriccion para cortar el ADN, una de corte poco frecuente y
otra de corte muy frecuente, se ligan los oligonucledtidos de PCR a los fragmentos
obtenidos y se amplifican mediante dicha técnica, obteniéndose marcadores
moleculares muy especificos; para visualizar los resultados obtenidos debe utilizarse un
gel de poliacrilamida de alta resolucion, ya que en una sola reaccion se puede generar

gran cantidad de marcadores moleculares.

Ademas de las técnicas descritas existen otras como la STS, SCAR, CAPS, etc. en las

que no profundizaremos ya que se utilizan con menos frecuencia.

Para finalizar, existen metodologias que combinan la hibridacion tipo Southern con la
PCR, como son los RAHM y RAMPO (amplificacion aleatoria del polimorfismo de

microsatélites).

d. Microsatélites o SSR (Repeticion de secuencias discretas).

Dentro de los RFLPs hay loci que son hipervariables, es decir, que tienen muchisimos
alelos; esto ocurre en regiones de ADN moderadamente repetitivo, denomindndose

minisatélites si tienen de 7 a 20 pb, y microsatélites si el tamafio es de 1 a 6 pb.
Los marcadores microsatélites son un tipo de loci VNTR (secuencias adyacentes que se

repiten en nimero variable) denominados SSR (repeticion de secuencias discretas):

segmentos cortos de ADN de 1 a 6 pares de bases (normalmente dinucledtidos) que se
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repiten en tandem y de forma aleatoria en el genoma de los seres vivos; presentan un
alto grado de hipervariabilidad y su presencia es frecuente en el genoma de eucariotas,
donde se cree que intervienen en el empaquetado y la condensacion del ADN dentro de
los cromosomas. Estos loci se amplifican mediante PCR con cebadores especificos,
generandose fragmentos de distinto tamafio dependiendo del nimero de repeticiones y

esto nos permite caracterizar los alelos de cada locus.

1.3.4. Ventajas y aplicaciones de los microsatélites.

El uso de estos marcadores moleculares en lugar de otros (minisatélites, RFLP, RAPD,
etc.) presenta varias ventajas, por un lado son muy polimoérficos debido a la variacion
que se produce en el nimero de repeticiones en un locus determinado, ademdas son
multialélicos, presentan herencia mendeliana simple, son codominantes, por lo tanto se
pueden diferenciar los individuos homocigotos de los heterocigotos, son faciles de
medir y analizar y son muy fiables, repetitivos y automatizables, ademds no son
necesarias grandes cantidades de ADN debido a que se obtienen mediante PCR
(Zulliger et al., 2009); entre sus principales aplicaciones se encuentran la obtencion de
“huellas genéticas” de individuos o poblaciones, el establecimiento de relaciones
filogenéticas entre individuos y especies, el mapeo de ligamiento, la identificacion de
QTL (quantitative trait loci) (Fernandez-Silva, 2008) o la seleccion MAS (Marker
Asisted Selection) auxiliada por marcadores; por este motivo muchos autores los
consideran actualmente la mejor herramienta que se puede emplear en estudios de

genética poblacional (Addison & Hart, 2004; Calderén et al., 2009).

Debido al empleo de marcadores en estudios de genomica, en el afio 2006 se ha
secuenciado el genoma completo de una especie de erizo de mar, el Strongylocentrotus
purpuratus, este trabajo fue llevado a cabo por el Consorcio del Proyecto para
Secuenciar el Genoma del Erizo de Mar (SUGSP), dirigido por el Centro para la
Secuenciacion del Genoma Humano de la Academia Baylor de Medicina (BCM-HGSC)
de Houston. El individuo del que se extrajo el genoma secuenciado era un macho de
erizo de mar purpura de California, obteniéndose 23.300 genes de los cuales 7.077 son

compartidos con el ser humano. Los erizos de mar, los humanos y muchos otros
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vertebrados compartimos un ancestro evolutivo comtin de hace 540 millones de afos,
este antepasado dio lugar al superfilum denominado deuteréstomos que incluye a su
vez otros fila como los equinodermos, los cordados o el ser humano. Desvelar el
genoma de este erizo de mar ha revelado que los lazos genéticos entre esta especie y la
nuestra son mucho mas cercanos de lo que los cientificos esperaban, encontrandose
genéticamente mas proxima al ser humano incluso que la lombriz o la mosca de la fruta
(SUGSP et al., 2006). Por otra parte, comparando los genes secuenciados en el erizo
con los genes de nuestra especie, podemos deducir la antigliedad evolutiva de los
mismos, ademas nos permite apreciar la velocidad de cambio evolutivo de estos genes,
es decir, cuales han cambiado lentamente a lo largo del tiempo desde que formaban
parte de nuestro antepasado comun y cuales, por el contrario, estan evolucionando mas
rapidamente respondiendo a la seleccion natural. Otro aspecto del proyecto que asombrd
a los investigadores fue el sistema inmune de los erizos de mar, que es el mas
sofisticado de todos los estudiados hasta ahora en cualquier otro animal; se encontraron
centenares de familias de genes involucradas en el reconocimiento de bacterias y otros
invasores, mientras que en el ser humano solo podemos hablar de decenas. Se
encontraron también genes asociados a enfermedades humanas como la distrofia
muscular o el mal de Huntington, ademds de poseer otros genes asociados al gusto, el
olfato, el oido y el equilibrio a pesar de que estos organismos carecen de Organos

visuales y auditivos.

1.3.5. Diversidad genética.

1.3.5.1. Definicion de poblacion.

Una poblacién se define como el conjunto de individuos de la misma especie que viven
en una localidad geografica determinada y que, real o potencialmente, son capaces de
reproducirse entre si y por tanto comparten un conjunto de genes. Sin embargo, las
poblaciones no deberian tratarse como unidades bien definidas ya que generalmente las
fronteras geograficas que las delimitan son dificiles de establecer. Una de las
caracteristicas mas importantes de una poblacion es su diversidad genética, cuanto

mayor sea la diversidad de los genes de una poblacion mas capacidad tendra ésta de
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adaptarse a los cambios que se produzcan en su entorno y por lo tanto mayor facilidad

para evolucionar.

1.3.5.2. Equilibrio Hardy-Weinberg.

El equilibrio o ley de Hardy-Weinberg (H-W) es un modelo teérico para la genética de
poblaciones, fue demostrado independientemente por Godfrey Harold Hardy y por
Wilhelm Weinberg en 1908, en Inglaterra y Alemania respectivamente. Esta ley afirma
que las frecuencias alélicas de una poblacién mendeliana permaneceran constantes con
el paso de las generaciones, es decir, si conocemos las frecuencias alélicas de la
poblacion podremos predecir las frecuencias genotipicas de la misma; en el caso de que
se produzca un desequilibrio, la poblacién volverda a equilibrarse en la siguiente
generacion siempre que sea lo suficientemente grande y el apareamiento se produzca al

azar.

Para que esta ley se cumpla la poblacion ha de tener unas caracteristicas determinadas:

1. La poblacion debe ser panmictica, es decir, en ella todos los individuos deben
tener la misma probabilidad de aparearse y este apareamiento se debe producir al
azar.

2. Debe ser lo suficientemente grande como para minimizar las posibles diferencias
que existan entre sus individuos.

3. No debe estar sometida a migracién, mutacion ni seleccion.

4. Las frecuencias génicas y genotipicas han de mantenerse constantes de

generacion en generacion, cumpliendo las leyes de la herencia mendeliana.

La ley de H-W mantiene que para un locus con dos alelos A y a, cuyas frecuencias sean
a suvez p y g, las frecuencias genotipicas de los homocigotos AA y aa serén p* y ¢°
respectivamente, mientras que la frecuencia genotipica para el heterocigoto Aa sera 2pgq.
Como se puede observar en la figura 1-16, las frecuencias genotipicas de una poblacion

que estd en equilibrio Hardy-Weinberg se expresan con la siguiente ecuacion:

P +2pg+q’ =1
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Fig. 1-16.- Representacion de la distribucién de las frecuencias genotipicas en funciéon de la
frecuencia alélica en una poblacion que estd en equilibrio H-W. Tomado de:
www.atlasgeneticsoncology.org.

1.3.5.3. Diversidad genética. Estimadores.

La diversidad genética de una poblacidon o de una especie se entiende como la variacion
de los genes existente dentro de la misma. Esta diversidad de genes de una poblacion o
del conjunto de poblaciones de una especie le confiere la capacidad de mantener un
reservorio de variacion capaz de encontrar respuestas adaptativas a las variaciones del
medio. La frecuencia génica de una poblacion viene dada por la seleccion natural que
favorece las respuestas adaptativas mas eficaces para la supervivencia de la especie en
las nuevas condiciones ambientales, por tanto la diversidad genética es determinante

para la evolucion de la poblacion.

La diversidad genética puede estimarse a tres niveles:

e Genes, P: de todos los loci analizados (N), P representa la proporcion de loci

polimérficos = P/N.
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e Alelos, A: nimero medio de alelos por locus.
e Poblaciones: a nivel de poblaciones podemos estimar la diversidad genética
cuantificando la heterozigosis o el coeficiente de endogamia. Suponiendo que

existe equilibrio de Hardy-Weinberg, la heterozigosis esperada es:

H=1-Yp
siendo p; la frecuencia del alelo i1 de cada locus.
Coeficiente de endogamia: se mide con la siguiente ecuacion
Fis = 1- Hy/He

siendo H, la heterozigosis observada y H. la esperada. Si Fis = 0 la poblacién
estd en equilibrio Hardy-Weinberg, si el resultado de la ecuacion es positivo esto
nos indicaria un defecto de heterocigotos mientras que si fuera negativo

indicaria un exceso de los mismos.

1.3.6. Flujo génico y deriva genética.

Una de las caracteristicas mas importantes de una poblacion es su diversidad genética,
cuanto mayor sea la diversidad de los genes de una poblacion mas capacidad tendra ésta
para adaptarse a los cambios que se produzcan en su entorno y por lo tanto mayor

facilidad para evolucionar.

El flujo génico o migracioén es el intercambio de genes entre dos poblaciones, los
individuos que migran de una poblacion a otra se entrecruzan con los organismos ya
pertenecientes a esa poblacion, cambian las frecuencias génicas de una zona geografica,
en el caso de que las frecuencias de los migrantes y de los individuos autoctonos no
sean iguales; el intercambio de individuos entre las poblaciones producira un cambio en

las frecuencias de los genes en cada una de ellas.
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El flujo génico entre dos poblaciones puede tener efectos radicalmente opuestos sobre la
diversidad genética de las mismas; si la migracion es frecuente, las poblaciones
tenderan a homogenizarse, reduciéndose las diferencias entre ellas, pero una migracién

moderada puede ser también fuente de variacion poblacional.

La deriva genética es un proceso que cambia las frecuencias alélicas de una poblacion
de forma aleatoria de una generacion a la siguiente; esto se debe a que unos individuos
de esa poblacion van a tener mas descendencia que otros por lo tanto tendran mayor
éxito reproductivo, la frecuencia de los alelos que portan estos individuos serd mas
elevada por puro azar, esto se debe a que cualquier poblacidn tiene un nimero finito de
individuos, en este caso no interviene la seleccion natural para favorecer un cambio
evolutivo. El efecto del flujo génico es mas relevante en poblaciones de pequefio
tamafio donde puede determinar la fijacion o la extincion de un alelo en esa poblacion
en un periodo de tiempo relativamente corto, este fendmeno disminuye la diversidad
genética de la poblacion al favorecer la fijacion de un determinado alelo, la deriva
genética tiende a formar una poblacion homocigética, es decir, tiende a eliminar los

heterocigotos y por lo tanto la diversidad genética de esa poblacion.

Muchas de las especies de invertebrados marinos que se caracterizan por tener escasa
movilidad en su estado adulto, generalmente presentan un nivel moderado o alto de
flujo génico, debido a la elevada capacidad de dispersion que poseen las larvas
planctonicas de estos individuos (Palumbi & Wilson, 1989), excepto si se da la
circunstancia de que existan barreras biogeograficas considerables que impidan esta
dispersion (Lessios, 1999; McCartney et al., 2000; Gaither et al., 2010). Sin embargo,
debemos tener en cuenta una gran cantidad de factores adicionales tanto fisicos como
bioldgicos, ecoldgicos, etc., que pueden influir en gran medida en la estructura
poblacional de estos invertebrados, asi como en la evolucidn espacial y temporal de una
poblacion. La poblacion europea actual de Paracentrotus lividus se ha desarrollado a
partir de una explosion demografica relativamente reciente ocurrida durante el

Pleistoceno tardio.
Los dos factores mas importantes que determinan el modelo filogenético en los

organismos marinos son la dispersion larvaria y la accion de las corrientes del mar. Las

larvas de Paracentrotus lividus pasan semanas en el plancton antes de sufrir la
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metamorfosis (Uehara & Shingaki, 1985), con lo cual su potencial de dispersion es muy
elevado, esta es una caracteristica comuln a varios organismos marinos cuyas larvas son
planctotroficas. Se han descubierto ademas secuencias idénticas de ADNmt en
individuos procedentes de diferentes localidades del area de estudio (mar Tirreno),
distantes geograficamente (Iuri et al, 2007). Resultados similares se han obtenido en
otros organismos con larvas planctotroficas (Palumbi, 1994), como la especie
Strongylocentrotus purpuratus estudiada a lo largo de la costa del Pacifico Norte
(Palumbi, 1997). Este descubrimiento confirma la alta dispersion geografica de las
larvas, asi como la probabilidad de que se produzca una potencial panmixia génica en
las zonas carentes de barreras geograficas. El elevado flujo génico de estas especies
denota que esas poblaciones no han estado separadas por barreras biogeograficas
durante un largo periodo de tiempo, por lo que podemos suponer que las conexiones
evolutivas de estos linajes son relativamente recientes, ya que el flujo génico entre ellas
se debe a la dispersion natural. Por otro lado se ha observado una diversidad haplotipica
sorprendentemente elevada que se atribuye a la expansion demogréafica de P. lividus
durante el Pleistoceno tardio (Duran et al., 2004). Se cree que la expansion de esta
especie en el Mediterraneo se produjo después de la ultima glaciacidon, hace 18.000
afnos, dando lugar a poblaciones de gran tamafio, este hecho pudo favorecer una gran

variabilidad de haplotipos, derivados de un gran nimero de mutaciones.

Las poblaciones de erizos que no estan genéticamente aisladas presentan diferencias en
sus caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas que son atribuibles a las variaciones en
las condiciones medioambientales, es decir, estas diferencias interpoblacionales
responden a la presion ambiental (Fernandez & Boudouresque, 1997). El indice gonadal

presenta también gran variabilidad tanto espacial como temporal (Lozano et al. 1995).

Los erizos presentan una elevada plasticidad fenotipica que les proporciona una gran
capacidad de adaptacion a las condiciones ambientales de su habitat, respondiendo a la
variacion de pardmetros como la temperatura, el hidrodinamismo o la cantidad y calidad
del alimento, mediante la adecuacion de sus caracteristicas fisiologicas (tasa de
crecimiento, talla maxima, reproducciéon, morfologia, etc.) a la situacion
medioambiental de su entorno; un ejemplo de este fendmeno es la variacion
morfologica que se ha observado en Paracentrotus lividus al limitar la cantidad de

alimento del medio natural donde se encuentran, su respuesta a esta circunstancia es una
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disminucién de tamafio tanto del diametro corporal como del indice gonadal, ademas de
un aumento en el tamafio relativo de las estructuras relacionadas con la alimentacion
(Fernandez & Boudouresque, 1997); por otra parte, la deriva genética causada por la
presion selectiva del héabitat acentua la diferenciacion de las poblaciones, prueba de ello
es que los habitats estables y los inestables estdn poblados por comunidades de
individuos diferenciadas (Iuri et al., 2007). En el caso de Paracentrotus lividus, los
habitats inestables caracterizados por episodios de fuerte presion selectiva experimentan
una elevada tasa de mortalidad de los individuos juveniles, mientras que habitats mas
estables presentan una tasa de mortalidad mas baja y homogénea de los juveniles, lo
cual repercute en el posterior desarrollo de poblaciones mejor estructuradas (Turon et

al., 1995).

Ademas de la variabilidad genética es necesario tener en cuenta la variabilidad espacial
y temporal de las poblaciones de P. lividus caracteristicas de su propia ecologia
(Maltagliati et al, 2010), por ejemplo, se han estudiado poblaciones de la costa
irlandesa que presentan un incremento del numero de individuos asi como de la talla
media de los mismos durante los meses de otofio e invierno, este fendmeno esta

relacionado con el cambio del fotoperiodo interanual (Barnes & Crook, 2001).
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2. OBJETIVOS GENERALES






El objetivo principal de este trabajo es la puesta a punto y optimizacion de un sistema de
engorde de erizo de mar (P. lividus) en el medio natural, usando como infraestructura de
soporte del cultivo una batea tradicional utilizada habitualmente para el cultivo de
mejillon, asi como el estudio de la diversidad genética en diferentes poblaciones de
erizos, para su uso en la gestion del cultivo. Este objetivo principal se enmarca dentro
de un proyecto mas amplio que tiene como titulo “Cultivo y gestion del erizo de mar
(Paracentrotus lividus, Lamarck, 1816)”, financiado por los Planes Nacionales de la
Junta Asesora de Cultivos Marinos (JACUMAR), de la Secretaria General de Pesca

Maritima, y en la que participan las CC.AA. de Asturias, Canarias y Galicia.

La consecucion del objetivo principal, se realizard a través de los siguientes objetivos

parciales:

1.- Disefiar y estudiar el comportamiento de estructuras de confinamiento de P. /ividus

en batea, teniendo en cuenta la manejabilidad, eficacia y coste de las mismas.

2.- Determinar la eficacia de diferentes dietas, tanto naturales como de disefio

experimental, en el crecimiento somatico y gonadal.

3.- Analisis comparativo de diferentes posibilidades de explotacion comercial en batea:
engorde de juveniles hasta tamafio comercial; engorde de juveniles hasta tamafo
adecuado para repoblacion; incremento del indice gonadal en erizos comerciales

procedentes del medio natural.

4.- Estudio de la diversidad genética en poblaciones de erizos de Asturias, Canarias y
Galicia, con el fin de su utilizacion en la gestion del cultivo, especialmente en el
intercambio de reproductores o juveniles entre las comunidades de Galicia-Asturias y la

CC.AA. de Canarias.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1. Instalaciones e infraestructuras de cultivo.

La instalacion basica que utilizamos para llevar a cabo este trabajo consistié en una
batea experimental perteneciente a la Universidad de Santiago de Compostela (USC),
ubicada en el poligono A de la ria de Muros-Noia (situacion: 42° 46" 42.34°" N, 8° 57"
27.40”" W). La batea (Fig. 3-1), construida al modo tradicional de las utilizadas para el
cultivo de mejillon en Galicia, tiene una superficie total de 550 m® (22 x 25 m) y
dispone de una caseta-laboratorio de 24 m” (3,2 x 7,5 m) donde se realizaron los

trabajos de seguimiento y control de las experiencias.

El proceso de elaboracion de las dietas experimentales, la recopilacion de la
informacion necesaria para realizar el trabajo, estudios de caracterizacion y diversidad
genética y andlisis de los datos, se llevd a cabo en las instalaciones del grupo de
Sistematica Molecular del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la
USC (unidad asociada al CSIC), situado en el laboratorio n® 4 del CIBUS (Campus
Vida, USC).

Figura 3-1.- Batea donde se realizaron las experiencias.
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Para el acceso a la batea, transporte de materiales y obtencion de muestras bioldgicas, se
utilizé una embarcacion Rodman 700 S-1 de 7 m de eslora y motor intraborda de 100

CV., propiedad asimismo de la USC (Fig. 3-2).

Figura 3-2.- Embarcacion Rodman 700-S1 para traslados a la batea.

3.2. Obtencion del material bioldgico para las diferentes

experiencias.

3.2.1. Erizos juveniles del medio natural.

La recoleccion de los ejemplares procedentes de su habitat natural se ha llevado a cabo
en zonas de escasa explotacion del recurso, con el fin de optimizar las caracteristicas
poblacionales de los individuos recolectados; se han recogido erizos en cuatro puntos
geograficos de la costa gallega: Caveiro (Porto do Son), Corcubion, Lorbé y Areas
(Sanxenxo). Una vez seleccionadas las zonas de recoleccion, la extraccion del medio se
llevé a cabo empleando espatulas o cucharillas con el fin de despegarlos de la roca

causando el menor dafio posible al caparazén del animal y reduciendo por lo tanto su
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nivel de estrés. Para el transporte desde la zona de recoleccion hasta la batea se
utilizaron neveras portatiles en cuyo interior se mezclaron los erizos con diversas algas
extraidas de la zona, realizdndose el traslado lo mas rapidamente posible y evitando al

maximo la manipulacién de los ejemplares.

Los erizos fueron mantenidos en estructuras (cajas de plastico de 60 x 40 x 10 cm)
sumergidas a 5 metros en la batea, durante una semana, alimentandose con dos especies
de algas ad libitum: Laminaria ochroleuca y Ulva lactuca, con el fin de eliminar la
mortalidad debida a los dafios producidos en el proceso de extraccion, antes de realizar

la distribucion de grupos experimentales (Fig. 3-3).

Figura 3-3.- Estructura metilica con cajas de plastico apilables en su interior .

79



3.2.2. Erizos juveniles procedentes de criadero.

Se utilizaron erizos procedentes del CIMA de Ribadeo que llegan a la batea en dos

tandas, con las caracteristicas y formacion de grupos experimentales que se indican en

la tabla 3-1:

Tabla 3-1.- Caracteristicas de los erizos juveniles procedentes del CIMA de Ribadeo.

390 1000

Numero de erizos 203
Diametro inicial 12,34+1,55 8,43+1,04 15,38+2,17
(mm).
Peso inicial (g). 0,87+0,34 0,29+0,12 1,85+0,69
Edad desde el 283 283 172-292
nacimiento (dias).

El 10 de julio de 2007 recibimos la primera tanda de erizos juveniles que procedemos a

distribuir en dos grupos en funciéon de su tamafio:

1. Juveniles grandes: 203 individuos cuyo didmetro oscila entre 10 y 15 mm.

2. Juveniles pequefios: 390 individuos cuyo didmetro oscila entre 5y 10 mm.

Los erizos se introducen en dos paniers o cestas ostricolas de 40 cm de didmetro y 10

cm de altura, provistas de cuarterones (Fig. 3-4) con el fin de evitar posibles escapes.
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ones donde se introducen los erizos.
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Figura 3-4.- Cesta ostricola dividida por cuarter
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Los 593 erizos juveniles llegados a la batea nacieron en el CIMA de Ribadeo el 30 de
septiembre del 2006 y se introdujeron en los paniers divididos por cuarterones. En el
panier superior se disponen los 390 erizos cuyo didmetro estd comprendido entre los 5-
10 mm, distribuidos en cuatro densidades en los cuarterones: 200, 100, 60 y 30
individuos. En el panier inferior se distribuyen los juveniles grandes, cuya talla oscila
entre los 10-15 mm, también en cuatro densidades: 100, 50, 30 y 23 erizos en cada
cuarteréon. Ese mismo dia se pesan y se miden, posteriormente se volverdn a medir con
una periodicidad de un mes y serdn alimentados ad /ibitum con una mezcla de algas de

las especies Ulva spp. y Laminaria spp.

El 19 de octubre se lleva a la batea una segunda tanda de erizos juveniles procedentes de
cultivo en las instalaciones del CIMA en Ribadeo, nacidos entre enero y mayo de 2007,
los erizos de esta segunda tanda se dividen a su vez en dos grupos en funcién de su
diametro: el primer grupo consta de 820 erizos con un diametro comprendido entre 10 y
15 mm, el segundo grupo esta compuesto por 180 erizos con un diametro mayor de 15

mm.

Los individuos de 10-15 mm de didmetro de esta 2* tanda se introducen en uno de los
cestillos, que se pierde al romperse las cuerdas que lo sujetaban a la batea. El grupo de
juveniles de mas de 15 mm de didmetro se incluye en un panier que va suspendido en la
parte superior de los otros dos paniers que contenian los erizos de la primera tanda; se
repartieron en cuarterones, pero se hace la media de las tallas y del peso porque no estan

separados por densidades.

3.2.3. Erizos de tamano comercial.

3.2.3.1. Engorde de gonadas. Experiencia preliminar.

Con el fin de impulsar el cultivo de Paracentrotus lividus y su explotacion comercial, se
plante6 un trabajo de investigacion analizando el efecto de varios piensos, disefiados y
preparados en nuestro laboratorio, sobre el indice gonadal de erizos de tamafio
comercial procedentes del medio natural, compardndolos también con grupos

alimentados con algas de los géneros Ulva y Laminaria.
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Dado que la parte alimenticia aprovechable de los erizos son las gbénadas, la produccion
de erizos también se podria incrementar indirectamente mediante una explotacion
mejorada del recurso (Fernandez y Boudouresque, 2000; Sanchez-Espaia et al., 2004),
comercializandolo cuando la relacion entre el peso de las génadas y el peso total del
erizo multiplicado por 100 (IG) sea mayor. Asi, un incremento del IG desde un 5% a un
10% significa utilizar la mitad de individuos para conseguir el mismo producto final

comercializable para su transformacién y consumo.

Durante este experimento lo que se pretende es aumentar el indice de condicion de los
erizos alimentados por nosotros en la batea, ya sea con algas o con piensos de diverso
contenido proteico disefiados en el laboratorio, en comparacién con el indice de

condicion que presentan los erizos extraidos del medio natural.

El 3 de diciembre de 2007 se llevan a la batea 510 erizos de talla comercial (con un
tamafio minimo de 55 mm de didmetro) procedentes de Fisterra, con el objetivo de
incrementar el indice gonadal de estos erizos comerciales. Se distribuyen en tres grupos:
uno de seis cajas con treinta erizos cada una que seran alimentados con un nuevo pienso
que se ha disefiado cuyo contenido en proteina es del 20%, otro grupo con el mismo
numero de cajas e individuos que serd alimentado con otro pienso del 30% de contenido
proteico y un ultimo grupo de cinco cajas con 30 erizos cada una que se alimentaran con
una mezcla de Ulva spp. y de Laminaria spp. La alimentacion se empieza a suministrar

el dia 7 de diciembre.

3.2.3.2. Engorde de gonadas.

Este nuevo experimento se basa igualmente en la obtencion de un incremento del indice
gonadal en erizos de talla comercial, sin embargo en esta segunda fase nos centramos en
buscar el incremento del IG a corto plazo. Los grupos experimentales se mantienen un
maximo de dos meses con un mismo tipo de pienso (variaciones del pienso inicial del
30% de contenido proteico), para observar si el incremento o la disminucion de ciertos

componentes pueden influir sobre el IG.
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El dia 23 de febrero de 2009 comienza la primera experiencia bimensual, se llevan a la
batea erizos de talla comercial procedentes de Fisterra, a los cuales se les determina el

1G mediante la formula:

IG = (peso gonadas/peso erizo total) x 100

Los erizos se distribuyen en siete grupos, cada uno de ellos se estabula en dos cestas
ostricolas y es alimentado con un pienso que es muy similar al pienso del 30% de
contenido proteico que utilizamos anteriormente pero con alguna variacion en sus
ingredientes, excepto uno de los siete grupos que es alimentado con una mezcla de algas
(Ulva spp. y Laminaria spp.). En total se realizan seis experiencias bimensuales,
variando la composicion de las dietas suministradas, con el objetivo de determinar la

influencia de los distintos componentes sobre el indice gonadal de los erizos.

3.2.4. Erizos para estudios poblacionales.

3.2.4.1. Estudio de diferenciacion genética de muestras mediante RAPDs (Random
Amplified Polimorphyc DNA) y secuenciacion de ADN mitocondrial para el

estudio poblacional de Paracentrotus lividus.

Esta actividad ha empezado a desarrollarse en el transcurso del afio 2006 mediante la
recoleccion de ejemplares de Paracentrotus lividus en diferentes localidades de las tres
comunidades autonomas participantes y en otros puntos, con el fin de estudiar la
estructura poblacional de esta especie mediante el uso de RAPDs y secuenciacion del

ADN mitocondrial de las muestras.

a. Analisis preliminar de la diferenciacion genética de poblaciones de erizo de mar,

Paracentrotus lividus, a partir de RAPDs.

En este trabajo han sido analizadas muestras de tres localidades geograficas (Fig. 3-5),

con un total de 28 individuos, correspondientes a las CCAA de Asturias (N=5), Galicia
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(N=10) y Canarias (N= 13). Las diferentes localidades donde se tomaron muestras y el

numero de las mismas, se puede ver en la figura 3-6 y en la tabla 3-2.

Galicia Asturias

Canarias

Fig. 3-5.- Comunidades autonomas donde se han recogido las muestras.

Tabla 3-2.- Localizaciones geograficas y niimero de erizos analizados.

CC.AA. Localidad N Codigo ADN

Asturias Rinconcin 2 Cl1, Fl
Castropol 3 D2,E2,H2

Galicia  Rinlo 5 A3,B3,C3,D3, F3
Fisterra 4 A4,B4,C4,D4
Carnota 1 F5

Canarias M¢édano 2 B9,C9
Tufia 5 AlO, Cl10, E10, F10, G10
Puerto Naos 2 All,Cl11
LaRestinga 4 BI12,C12,EI12, F12

Esta seleccion inicial se ha basado, fundamentalmente, en la integridad del ADN aislado
a partir de los tejidos de las muestras de erizos, siendo seleccionados aquellos ADNs

con escasa y similar degradacion.
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Rinlo

Finisterre
Carnota

Aguihe

Fig. 3-6.- Localidades de las tres CC.AA. donde se han recogido los erizos tomados como muestra.

b. Diferenciacion genética de poblaciones de P. lividus procedentes de Asturias,

Canarias y Galicia mediante secuenciacion.

Esta experiencia se basa en la amplificacion mediante PCR (Polymerase Chain

Reaction) de un fragmento de 557 pares de bases perteneciente al gen COI (citocromo ¢
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oxidasa subunidad I) que forma parte del ADN mitocondrial de Paracentrotus lividus

(Fig. 3-7) y en su posterior secuenciacion con el fin de conocer las relaciones

filogenéticas existentes entre las distintas poblaciones de erizos estudiadas. Una vez

elaborados los analisis de estructura poblacional de los erizos podremos tener una idea

del grado de conectividad genética existente entre las poblaciones del noroeste

peninsular y las poblaciones de Canarias y disefiar asi estrategias de repoblacion

adecuadas.

+tRHA-Ala
TRMA-L=u
tRHA-A=n
TRHA<G IR tRHA-Twr
tRHASTLF  tRHA-A=p
tRNA-PHERNAZEL0  tRHR-Tet

tRHA=a
CYTE tRHA<PrA
NDE F
ey HD1
, )
T
15K b \
2.5~ i AT 1=
tRHA-Ser ; -1z, =
tRHACHTHIS-E o~ 12.5K :
5K
MWD~ 7. SK B
+RHA— SEr‘ \ Cset
COR3
ND4L
C 2
tRNH Lyﬁ tRHA-Arg
Legend:
BN - CDS +strand Bl - RHA +strand
- CDS -strand - REHA -=strand

Figura 3-7.- Representacion del genoma mitocondrial de Paracentrotus lividus.

Las localidades de las tres comunidades autonomas donde se han recogido las muestras

son las mismas que aparecen en el apartado 3.2.4.1.a.; en este caso se han seleccionado

las muestras procedentes de las siguientes localidades debido a la escasa degradacion

que presenta su ADN:
e Asturias: Rinconcin y Castropol.

e Q@alicia: Rinlo, Fisterra, Carnota y Aguifio.

e C(Canarias: Tufia, Médano y Puerto Naos.
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3.2.5. Algas.

Las algas empleadas en la dieta control, ademéds de las que se administraran
posteriormente al grupo de erizos alimentados exclusivamente con algas, son
recolectadas en las zonas de las que se han obtenido los erizos, o en la zona costera
proxima a la batea. Antes de ser utilizadas como alimento se lavan con agua de mar con

el fin de eliminar los posibles sedimentos y epifitos que puedan transportar.

La mayoria de las experiencias de alimentacidon con algas se realizaron con ejemplares
procedentes de las proximidades de la batea y recolectadas en las épocas de mayor
abundancia. Para ello, las algas se mantenian congeladas a -20°C (después de su lavado)
y se utilizaron durante todo el afio sin merma aparente de sus cualidades y consumo por

parte de los diferentes grupos de erizos.

3.3. Metodologia de los analisis genéticos.

3.3.1. Analisis preliminar de la diferenciacion genética de poblaciones

de erizo de mar, Paracentrotus lividus, a partir de RAPDs.

3.3.1.1. Aislamiento del ADN.

El ADN de las muestras de erizo fue aislado a partir de 30 mg de tejido gonadal
preservado en etanol mediante la metodologia NucPrep (AppliedBiosystems) en un
equipo semiautomatizado ABI 6100 (AppliedBiosystems). EIl ADN aislado se cuantifico

y se evalud su integridad mediante electroforesis.
3.3.1.2. Analisis genéticos mediante RAPDs.
Una alicuota del ADN aislado fue amplificada con el kit illustra Ready-To-Go RAPD

Analysis (GE Healthcare), en las condiciones descritas por el proveedor y utilizando los

cebadores 1, 2 y 3. Los productos de amplificaciéon fueron separados en un gel de
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agarosa 3.5%, documentados en un equipo GelDoc II (Bio-Rad) y analizados con el

software Quantity One (Bio-Rad).

3.3.2. Diferenciacion genética de poblaciones de P. lividus procedentes

de Asturias, Canarias y Galicia mediante secuenciacion.

3.3.2.1. Aislamiento del ADN.

El ADN fue aislado como se describe en el apartado 3.3.1.1. de este capitulo. La mayor
o menor degradacion del ADN observada en las muestras nos sirvié como criterio para

seleccionar las poblaciones a estudiar en cada una de las tres comunidades autonomas.

3.3.2.2. Amplificacion del ADN mediante PCR.

Los cebadores utilizados fueron el COle-F: 5'- ATA ATG ATA GGA GGR TTT GG-
3"y el COIe-R: 5'- GCT CGT GTR TCT ACR TCC AT- 3’, descritos por primera vez
en Arndt ef al., 1996.

Se realizaron numerosas pruebas para optimizar las condiciones de la PCR (Polymerase
Chain Reaction) con la que se amplifica el ADN de las muestras: se varid la
concentracion de MgCl, (1,5 mM, 2,5 mM, 3,5mM), se probaron diferentes
temperaturas de fusion (entre 45°C y 55°C) y se varid la cantidad de ADN utilizado.
Ademas se probaron diversas ADN polimerasas (GoTaq DNA polimerase de Promega y

AmpliTaq DNA polimerase de Applied Biosystems).

Para realizar la reaccion de PCR empleamos un termociclador Gene Amp PCR System
9700 de Applied Biosystems. El volumen total de reacciéon fue de 15ul, con una
concentracion de MgCl, de 3,5 mM; 0,375 unidades de AmpliTaq DNA Polimerasa,
200uM de cada ANTP y 0,8 uM de cada cebador.

El programa de PCR que utilizamos consiste en una desnaturalizacion inicial a una
temperatura de 95°C durante 2 minutos, 30 ciclos de amplificacion (95°C durante 30

segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto) y un paso final de

88



extension de 8 minutos a 72°C. En todas las reacciones se realizd simultineamente una
reaccion de control negativo para comprobar que no existiera contaminacién con otro

tipo de ADN.

3.3.2.3. Verificacion de los productos de PCR.

La pureza de los productos obtenidos de la reaccion de PCR, descrita en el apartado
3.3.2 de Materiales y Métodos, se comproboé mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1,5% tefiido con RedSafe (Intron Biotechnology) y se visualizaron en un
transiluminador de luz ultravioleta. Se sacaron fotografias de los geles utilizando el

programa Quantity One de BioRad (Fig. 3-8).

11— 1,000

Figura 3-8.- Gel de agarosa donde se pueden visualizar los productos obtenidos de una de las
PCRs de un tamaiio aproximado de 700 bp.

3.3.2.4. Secuenciacion de los productos de PCR.

Los productos de PCR se purificaron utilizando 0,6 ul de Exo-SAP-IT (Amersham-

Biosciences) para un volumen de 15 pl de reaccion de PCR; este kit contiene las
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enzimas fosfatasa alcalina y exonucleasa I, que digieren los cebadores y desactivan los

dNTPs libres evitando asi que interfieran en la posterior reaccion de secuenciacion.

La secuenciacion se realizd tanto unidireccionalmente, empleando sélo el cebador
forward (COle-F), como bidireccionalmente en algunos casos empleando también el
cebador reverse (COle-R). El volumen de la reaccion de secuenciacion fue de 10ul y
sus componentes fueron: 4 ul del producto de PCR purificado, 1 pl de cebador, a una
concentracion de 3.2 uM, 1 pl de BigDye Terminator (v3.1) Cycle Sequencing RR-100,
1 pl de 5X Sequencing Buffer y 3 pul de agua mili-Q esterilizada para completar el

volumen total.

La reaccion de secuenciacion se llevod a cabo en un termociclador Gene Amp PCR
System 9700 de Applied Biosystems, con un programa consistente en una
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 1 minuto y 35 ciclos formados por un primer
paso a una temperatura de 95°C durante 15 segundos, una etapa de fusiéon a una
temperatura de 50°C durante 15 segundos y una etapa final de extension a 60°C durante

2 minutos.

3.4. Toma de datos v tratamiento estadistico.

La toma de datos morfométricos de los erizos se realizd mensualmente. Para calcular el
crecimiento somatico de los individuos con el tiempo, se utilizard un calibre de la marca
Mitutoyo, modelo Digimatic ABS, con una precision de 0,01 mm, para tomar la medida
del didmetro méaximo de cada ejemplar excluyendo las puas, asi como de la altura
maxima del caparazon; el peso de los individuos se determina con una balanza de

precision de la marca Durascale, modelo 100, con una precision de 0,01 g.

Para realizar el tratamiento estadistico de los datos hemos utilizado el software

estadistico R version R-2.15.0.
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3.4.1. Engorde de erizos juveniles procedentes del medio natural.

Este experimento se basd en el engorde de individuos de Paracentrotus lividus
obtenidos del medio natural cuyo tamafo inicial variaba entre 10 y 20 mm con cinco
dietas diferentes, cada grupo de erizos alimentado con una de las dietas se dividio a su
vez en tres densidades: 10, 30 y 50 individuos por panier. Durante tres afos y nueve
meses se obtuvieron medidas del peso, altura y didmetro de cada grupo de erizos
(excepto el de pienso de mejillon y el de Ulva, que se perdieron antes de que finalizara
la experiencia) con una periodicidad mensual. Los objetivos del tratamiento estadistico
de los datos obtenidos son por una parte averiguar si las distintas densidades de cultivo
de los erizos influyen significativamente en el crecimiento de los mismos, y por otra si
las dietas suministradas a los erizos tienen efecto sobre su crecimiento a largo plazo, y si
es asi qué diferencia hay entre ellas y qué dietas serian eficaces para un posible engorde
de erizos a nivel industrial. Para comparar el crecimiento de los erizos con las distintas
dietas solo utilizaremos las medidas morfométricas obtenidas hasta mayo del afio 2009,
ya que en esta fecha se pierden los erizos alimentados con pienso de mejillon, por lo que

los datos restantes no serian comparables.

Para realizar estos analisis consideramos como variables continuas o variables respuesta
el peso, el diametro y la altura de los erizos y como variable categorica o variable tipo
factor la clase de dieta. Un analisis de la varianza (ANOV A) nos permitiria determinar
si la variable peso es independiente o no de la clase de dieta, pero para realizar este tipo
de analisis los datos deben cumplir el supuesto de normalidad entre otros, para
comprobarlo se realizan las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk. En caso
de que los datos no cumplan los requisitos de normalidad usaremos un test no

paramétrico, el test de Kruskal-Wallis para llevar a cabo los andlisis.

3.4.2. Engorde de erizos juveniles procedentes de cultivo.

Este experimento se basa en la comparacion del crecimiento de los distintos grupos de

erizos separados en funcion de su tamafo, alimentados con una dieta de algas.
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Para ello se han calculado las tasas de crecimiento absoluto (TCA) y relativo (TCR) de
acuerdo a las féormulas propuestas por Busacker et al., 1990. Se evalu6 ademas la tasa
instantanea de crecimiento (Ricker, 1979), la cual se denomina también tasa de

crecimiento especifico (TCE).

CA=Y,-Y,
CA Y —Y.
CR=—.100=-2-—1.100
Y, Y
Y -Y
rca=—A _Lh
tz_t1 tz_t1
Y —-Y.
TCR=—2—1-100
Y,.(t, —t,)
InY, —InY,
TCE(% / dia) =12 =) 104
2 4

Donde: CA es el crecimiento absoluto; CR es el crecimiento relativo, TCA es la tasa de
crecimiento absoluto; TCR es la tasa de crecimiento relativo; TCE es la tasa de

crecimiento especifico; Y, eY son el didmetro o el peso al inicio y al final del periodo

experimental; t yt son la duracién en dias del experimento.

Las medidas morfométricas de los erizos se obtuvieron mensualmente durante 39
meses, desde el 10/07/2007 al 01/04/2011 en los erizos de la primera tanda y durante 37
meses, desde el 02/10/2007 al 01/04/2011 en los erizos de la segunda tanda.

3.4.3. Erizos de tamano comercial.

3.4.3.1. Engorde de gonadas. Experiencia preliminar.

En este experimento se pretende aumentar el indice gonadal de los erizos procedentes
del medio natural; para ello son alimentados en la batea con algas y dos piensos
elaborados en el laboratorio, uno del 20% y otro del 30% de contenido proteico. Se trata
de comparar el indice gonadal de los erizos del medio natural con el indice gonadal que

presentan los erizos obtenidos con las otras tres dietas.
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Al llevar a cabo las pruebas de normalidad de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilks,
vemos que la variable cuantitativa ‘indice gonadal’ no cumple el requisito de
normalidad, por lo que usaremos el test no paramétrico de Kruskal-Wallis para evaluar
hasta qué punto las medidas del indice gonadal son diferentes mediante un contraste de

hipotesis.

3.4.3.2. Engorde de gonadas.

En este caso se realizaron seis experiencias bimensuales de engorde de erizos de tamafio
comercial con siete dietas diferentes (seis dietas experimentales y una basada en algas),
con el fin de comparar el indice gonadal de los erizos alimentados con ellas y el indice
gonadal obtenido en los individuos procedentes del medio natural; esto nos permitird
evaluar el efecto de las distintas dietas sobre el indice gonadal de los erizos.
Pretendemos comparar los indices gonadales finales obtenidos con cada dieta para
evaluar si son significativamente distintos en funcién de la alimentacion suministrada,

partiendo del indice gonadal de los erizos del medio natural.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL






4.1. Puesta a punto del manejo vy confinamiento de P. lividus en batea.

Durante el afio 2006 se realizaron diversas experiencias con el fin de determinar las
condiciones de trabajo adecuadas para el cultivo de erizos en batea, desde la recogida de
juveniles en el medio y su transporte a la batea, hasta el disefio de estructuras de
confinamiento y posibilidades que ofrecen diferentes tipos de alimentacion. En el disefio
de estructuras, se trabajo con la idea de que fuesen lo mas econdmicas posibles
(tratando de utilizar sistemas de contenedores ya comercializados para otros usos), que
permitiesen condiciones de trabajo seguras y adecuadas para el manejo experimental e

industrial.

A principios del afio 2007 se realizé una experiencia previa de adaptacion de los erizos
a las condiciones ambientales y de engorde en las que se mantendrdn durante el
experimento. El objetivo de este periodo de adaptacién consiste en minimizar la
mortalidad de los individuos que pueda derivarse del estrés producido por la extraccion
del medio natural, asi como de su transporte hasta la batea y la manipulacion a la que
son sometidos al introducirlos en las diversas estructuras de cultivo; por otra parte se
pretende que todos los individuos, con distinta procedencia geografica, partan de unas
condiciones medioambientales homogéneas y estables antes de iniciar la experiencia de
engorde definitiva; este periodo previo de adaptacion tiene una duracion de dos meses y

medio aproximadamente.

4.1.1. Diseiio y desarrollo de estructuras de cultivo en batea.

Durante el afio 2006 se llevo a cabo el disefio de las estructuras para el engorde de los
juveniles, consistentes en cajas de plastico apilables de 60 x 40 cm de superficie y
alturas variables (40, 30 y 20 cm), soportadas por una estructura de hierro galvanizado
de 60 x 40 x 120 cm (Fig 4-1a) que encuadra al conjunto de 3, 4 6 6 cajas (segun la
altura de las mismas) apilables, permitiendo tener una estructura estable que permite
soportar las posibles perturbaciones en caso de temporal. La estructura se cierra con un

travesafio metalico que va atornillado en la parte superior.
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Con el fin de mejorar la manejabilidad y abaratar costes tanto estructurales como de
mano de obra, de cara a la produccion industrial, especialmente con erizos de tamafio
comercial, se disefiaron nuevos sistemas de confinamiento, consistentes en siete cajas
apilables de PVC (la tltima actia como tapa), de 60 x 40 x 10 cm, que permiten una
apertura mas facil para proceder a la alimentacion de los erizos, y abaratan costes ya que
se elimina la estructura metdlica, que se sustituye por cabos que pasan a través de
agujeros situados en las cuatro esquinas de la caja (Fig 4-1b). En caso de alimentacion
con dietas experimentales, el fondo de las cajas se cubre con una rejilla de plastico cuya
luz de malla es de 2 x 2 mm, con el fin de que el pienso troceado con el que se alimenta

a los erizos permanezca el maximo tiempo posible dentro de las mismas (Fig 4-1c¢).

Para las experiencias de engorde de erizos juveniles procedentes de criadero, asi como
para los ensayos con multiples dietas experimentales, se utilizaron cestillos ostricolas de
pléstico apilados, con un didmetro de 40 cm y altura de 10 cm (Fig 4-1d), que en caso
de ejemplares muy pequefios llevan cuarterones con un tamafio de malla que evita el

escape de los individuos (Fig 4-1e).

Todos los sistemas de cajas o cestillos se suspenden en la batea y se sumergen a una
profundidad de 5 m (para la estructura situada en la parte superior de una columna),
estimando que es una profundidad adecuada tanto para el desarrollo de los juveniles
como para los especimenes de tamafio comercial, debido a que los datos disponibles,
para la situacion en la que se ubica la batea, no presentan grandes alteraciones de

salinidad durante todo el afio a esa profundidad.

Los disenos de estructuras de confinamiento se realizaron con el objetivo de que fuese
posible su manejo por una sola persona. En el caso de las estructuras mas pesadas (cajas
con refuerzo metdlico y cajas apiladas con erizos de tamafio comercial) este objetivo se
puede conseguir mediante el uso de un armazén con rodillo, manejable a través de un
sistema de manivela conectado a dos ruedas dentadas unidas por una cadena, disefiada
especificamente para la elevacion de estructuras de confinamiento de erizos y que,

ademads, permita su desplazamiento por la superficie de la batea (Fig 4-1f).
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Figura 4-1. Estructuras para el cultivo de erizos en batea.- Cajas con soporte metalico (a). Columna
de siete cajas estabilizado con cabos (b). Detalle de malla situada en el fondo de las cajas (c).
Columna de cestillos ostriculas (d). Detalle de cuarteron en cestillos (e). Sistema de elevacion de
estructuras de cultivo (f).
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4.1.2. Experiencia inicial de adaptacion de los erizos al cultivo.

Durante esta experiencia inicial se estudio el efecto de diferentes densidades, tipos de
alimento, asi como el comportamiento de las distintas estructuras de engorde, con el fin
de disefiar las experiencias definitivas y superar la gran mortalidad que se produce
debido al proceso de extraccion del medio natural. Los datos preliminares del engorde
indican que existen diferencias significativas en la mortalidad y el crecimiento de los
grupos segun el tipo de alimentacion. Estas experiencias previas también ayudaron a
desechar varios disefios de estructuras de engorde por las dificultades que generaban
para la toma de muestras y el suministro de alimentacidn, asi como por problemas de

mortalidad o desaparicion de ejemplares.

El 24 de marzo de 2007 comienza la experiencia inicial de alimentacion, partimos de
una cantidad de 250 erizos con un didmetro comprendido entre 10 y 20 mm, obtenidos
mediante recoleccion del medio natural y distribuidos en cinco grupos de cincuenta
individuos, cada uno de los cuales es introducido en un cestillo ostricola. Los cinco
cestillos estan apilados verticalmente y suspendidos de la batea, la alimentacion que se
les administra consta de cinco dietas diferentes, una para cada grupo de individuos,
basadas en: Ulva spp., un pienso disefiado en nuestro laboratorio caracterizado por su
composicion de mejillon, pienso comercial seco utilizado en la alimentacion de orejas
de mar, pienso disefiado por nosotros caracterizado por su composicion de harina de
pescado y Laminaria spp.; la alimentacion de los erizos se realiza ad libitum una vez
por semana y con este orden de dietas de menor a mayor profundidad de los cestillos.
En el caso del pienso comercial de orejas de mar se suministran 100 g semanales y, en
el caso de los piensos disenados y realizados por nuestro laboratorio, la misma cantidad

. 2
en porciones rectangulares de 1 cm” y 5 mm de espesor.

El dia 31 de marzo de 2007 se realiza una primera revision del estado de los erizos y de
la viabilidad de las diferentes dietas suministradas. Se observa una mortalidad
considerable en todos los cestillos, aunque aparentemente la mortalidad del que fue
alimentado con Ulva spp. es algo menor, esta circunstancia puede deberse a que esta
alga ejerce un efecto protector sobre los erizos. El pienso congelado presenta una gran

estabilidad en el agua de mar, sin embargo, no aparecen restos del pienso seco; podemos
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comprobar también que las laminarias aparecen bastante deshechas, en mal estado de

conservacion.

El dia 2 de abril de 2007 se realiza una nueva recogida de erizos en la playa de Caveiro
(Portoson), obteniéndose 330 individuos que se mantienen en la batea alimentados con
algas con el fin de compensar la mortalidad inicial. El 29 de abril de 2007 se lleva a
cabo otra revision durante la que se observa una estabilizacion de la mortalidad, que
ahora es muy reducida; aparecen también numerosos erizos fuera de las cajas, adheridos
a la estructura metalica externa que las rodea, este fendmeno no se observa en el caso de

los cestillos.

A continuacion se representan el peso (Fig 4-2) y la mortalidad (Fig 4-3) de los
individuos observados con cada uno de los cinco tipos de alimentacion. Estos datos
corresponden a los erizos introducidos el 24 de marzo de 2007, durante el periodo de

adaptacion, que tenian una distribucion similar de su peso inicial en los cinco grupos.

Influencia de cinco tipos de alimentacion sobre el peso de
los erizos
14
12 o Pienso de harina
10 de pescado
- m Laminaria
S 8-
2 Pi
2 6 O Pienso seco
o
4 0O Pienso de
1S
9 mejillon
m Ulva
0

Figura 4-2. Influencia de cinco tipos de alimentacion sobre el peso de los erizos.
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Influencia de cinco tipos de alimentacién en la mortalidad
de los erizos
80
70 - O Pienso de harina
de pescado
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© m Laminaria
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Figura 4-3.- Influencia de cinco tipos de alimentacion sobre la mortalidad de los erizos.

La primera toma de medidas morfométricas tiene lugar el 6 de junio de 2007, una vez
que se ha comprobado la estabilidad del alimento y se ha minimizado la mortalidad
inicial. Los erizos se redistribuyen en cinco grupos de tres cestillos apilados en una
cuerda independiente, cada uno de los cuales contiene 30 individuos y es alimentado
exclusivamente con un tipo de dieta. Con el fin de comenzar el experimento definitivo,
la mortalidad existente se compensa mediante la introduccion de nuevos ejemplares que
se han mantenido en la batea alimentados exclusivamente con algas. Posteriormente se
considera que en lugar de realizar el experimento por triplicado con cada tipo de
alimentacion seria mas interesante la comparacion entre tres densidades diferentes para
cada grupo, por lo que se sacan 20 erizos de cada panier superior y se introducen en el
panier inferior quedando asi distribuidos en 3 grupos por alimento de 10, 30 y 50
individuos de arriba a abajo respectivamente, asi obtendremos datos de tres densidades
por cada grupo de alimentacién en lugar de tres réplicas por alimento, lo cual se
considera innecesario. Las densidades se sitian en los paniers en orden creciente de
profundidad, es decir, el panier que contiene la densidad 10 es el situado mas cerca de la
superficie con el fin de minimizar los posibles efectos que pueda ejercer un trasvase

vertical de restos de los alimentos de uno a otro panier.

La obtencién de medidas morfométricas de los erizos, en el disefio definitivo, se lleva a

cabo todos los meses a partir de junio, tomando como referencia diez ejemplares de
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cada grupo con el fin de estudiar la evolucidon del engorde de los individuos con cada

tipo de alimentacion.

4.1.3. Disefio y elaboracion de piensos experimentales.

Para la preparacion de dietas experimentales se disefiaron, inicialmente, dos piensos con
un contenido proteico del 20% y del 30%. Una vez que tenemos los ingredientes
preparados, se realizaron una serie de pruebas con el fin de conseguir una consistencia
adecuada, para que su durabilidad en el agua de mar sea al menos de una semana y que
su textura sea aceptable para los erizos sin disgregarse a medida que va siendo
consumido, ya que se perderia mucho pienso a través de las rejillas de los sistemas de

confinamiento.

Empezamos ajustando las cantidades de agua y de gelatina necesarias. Hacemos una
primera prueba a pequefia escala utilizando 10 ml de agua para disolver en ella una
pequefia porcidon de los ingredientes solidos del pienso (6 g), pero esta cantidad es
insuficiente ya que no se consigue un alimento compacto. Si se emplean 20 ml de agua
se forma una pasta demasiado blanda, obteniéndose la consistencia adecuada con 15 ml

de agua y 10 g de ingredientes solidos.

Paralelamente se realizan pruebas para determinar la cantidad de gelatina necesaria para
obtener la consistencia y estructura adecuadas a las caracteristicas buscadas y que ya se
citaron, teniendo en cuenta ademas que la gelatina es un componente fundamental en la
concentracion proteica del pienso. Con el 5% de gelatina no se consigue la resistencia
necesaria, mientras que con el 10% tenemos problemas con su disoluciéon a una
temperatura de 60°C. Para solucionar este problema, se calent6 el agua a mayor
temperatura, disolviendo en ella la gelatina previamente y anadiendo después el resto de
los componentes del pienso ya mezclados. Para terminar, se homogenizan todos los

ingredientes con ayuda de una Thermomix y se deja enfriar.

Los piensos se elaboraran en el laboratorio en bloques de 2 kg de peso, con lo cual la
parte solida pesard 800 g y se emplearan 1.200 ml de agua en la preparacion de cada

pienso.
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El 15 de noviembre de 2007 dividimos el pienso obtenido en cuatro porciones con el fin
de realizar las pruebas de resistencia en el agua. Una de las porciones se congelo, otras
dos se secaron en una estufa a una temperatura de 40° C durante 24 horas, quedando con
una consistencia de galletas bastante duras, y la ultima se introdujo en agua con sal
(30%0) para comprobar la duracion de sus caracteristicas en este medio. Después de 5
dias (20 de noviembre), la porcion que se introdujo en el agua salada mantiene su
consistencia. Sometimos también la porcién que habia sido congelada al agua salada,
para comprobar si la congelacion previa de cinco dias a la que fuera sometida habia
afectado a sus propiedades. Dos dias mas tarde comprobamos que ambos fragmentos
mantienen sus caracteristicas. Se introducen también en agua salada las porciones que
fueron deshidratadas en la estufa; el 23 de noviembre de 2007 podemos observar que las
porciones que se habian secado en la estufa vuelven a estar hidratadas y conservan la
consistencia. El 26 de noviembre siguen conservando la consistencia pero ya empieza a
deshacerse por los bordes, por lo que estimamos que se obtiene una mayor estabilidad

en el agua salada con el pienso fresco o congelado.

También se introdujeron algas en la estufa a 40° C para deshidratarlas, comprobando
que hay que meter una cantidad muy pequena debido a que necesitan mucho tiempo de
secado, desprenden muy mal olor y aparecen hongos debido a la humedad que

conservan.

Finalmente optamos por conservar los piensos congelados antes de emplearlos para
alimentar a los erizos. Las algas deben recolectarse frescas, pero se pueden congelar y
utilizarse sin problemas para la alimentacion de los erizos, ya que no es viable, con los

medios disponibles, conservarlas deshidratadas.
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4.2. Efecto de diferentes dietas v densidades sobre el

crecimiento de juveniles de P. lividus obtenidos del medio

natural.

Numerosos estudios previos (Lawrence et al., 1989, 1992; Fernandez & Pergent, 1998;
Daggett et al., 2005; Liu et al., 2007; Cook & Kelly, 2007) han demostrado la influencia
de la cantidad y calidad del alimento disponible sobre la morfologia y la fisiologia de
los erizos de mar, ademas, otros factores como las cualidades alimenticias de la dieta, el
tamafo de los individuos y la duracion del experimento afectan también a los

parametros nutricionales.

Otros trabajos destacan la importancia del aporte proteinico en el crecimiento y
desarrollo de los erizos de mar, constituyendo el componente principal de todos sus
organos a nivel bioquimico (Fernandez, 1998; Fernandez & Pergent, 1998; Fernandez &
Boudouresque, 2000; Senaratna et al., 2005; Schlosser et al., 2005). El uso de una dieta
de altas cualidades nutritivas para el engorde del erizo puede influir de manera
determinante en la composicion bioquimica del individuo adulto (Ferndndez, 1997), la
utilizacion de una dieta con alto contenido proteico favorecera el almacenamiento de
sustancias de reserva en las gonadas en forma de lipidos y carbohidratos (Fernandez,

1997), o bien un aumento de tamafio de las mismas (McBride et al., 1997).

Por este motivo hemos disenado dietas experimentales que traten de incrementar el
crecimiento somatico y gonadal, utilizando gelatina como fuente principal de proteinas,
complementada con mejillon que ademas de reforzar el aporte proteico de la misma
constituye una fuente natural de [-caroteno; la adicion de este pigmento natural
contribuye a mejorar la coloracion de las gonadas (Robinson, 2002; Pearce et al., 2004),
estimando ademds que no influird modificando el sabor de las gonadas de los individuos

que hayan sido alimentados con esta dieta.

4.2.1. Objetivo.

Determinar la influencia de cinco dietas y tres densidades de cultivo sobre el

crecimiento de erizos recolectados del medio natural.
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4.2.2. Materiales y métodos.

Se utilizaron un total de 450 erizos obtenidos del medio natural (tamafio entre 10 y 20
cm) y mantenidos previamente en la batea, alimentados con algas, hasta que se
estabiliza la mortalidad. Se dividen en cinco grupos, uno por cada tipo de dieta,
disponiéndose en cestillos ostricolas (40 cm de diametro y 10 cm de altura). Cada grupo
contiene cuatro cestillos, uno superior que actiia como tapa, y los siguientes con 10, 30
y 50 erizos, disponiéndose los cestillos con la densidad creciente hacia el fondo para
tratar de minimizar, en lo posible, la influencia de los restos de la dieta de los cestillos

superiores sobre los individuos de los inferiores.

El primer grupo de erizos de cada estructura es alimentado con una dieta comercial
elaborada para la alimentacion de abalones, cedida por la empresa GMA (Galician
Marine Aquaculture). El segundo grupo se alimenta con una dieta de harina de pescado;
al tercer grupo se le suministra una dieta especifica para erizo, que disefiamos
expresamente antes de comenzar el engorde, cuyo aporte proteinico principal es el
mejillon, que ademas actlia como fuente natural de B-caroteno. Finalmente, los dos
ultimos grupos se alimentan con una dieta de Laminaria spp. y Ulva spp.
respectivamente. La composicion de los piensos de harina de pescado y de mejillon se

detalla en la tabla 4-1.

Tabla 4-1.- Composicion de los piensos de harina de pescado y de mejillon.

Pienso de harina de pescado Pienso de mejillon
Componentes % Componentes %
Harina de pescado 5,41 | Mejillon 32,8
Laminaria 19,67 | Algas (varias especies) 20,0
Mezcla de polisacaridos 1,18 | Mezcla de polisacaridos 1,2
Gelatina 7,37 | Gelatina 6,0
Agua 66,37 | Agua 40,0

Previamente al disefio de la composicion de la dieta es necesario tener en cuenta
diversos factores, por ejemplo, que exista una proporcion adecuada de proteinas,
hidratos de carbono, pigmentos, sales minerales, etc. El contenido en carbohidratos de la

dieta asi como la tasa de ingestion del alimento estan relacionados de forma
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inversamente proporcional al nivel de absorcion de los nutrientes por parte de los erizos

(Fernandez & Boudouresque, 2000).

Uno de los factores determinantes para la posterior comercializacion de los erizos es el
color de sus gonadas, las que mas valor comercial alcanzan son las de color naranja
brillante, que adquieren esta coloracion debido a su contenido en PB-caroteno; el
pigmento mas abundante presente en los erizos es la equininona, que el animal usa
como precursor en la sintesis de P-caroteno, cuanta mas equininona haya en las
gonadas, mas intensa sera su coloracion. Se cree que la sintesis de B-caroteno a partir de
este pigmento tiene lugar en la gonada debido a que la concentracion de equininona en
este organo es significativamente mas elevada que en el resto del erizo, e inversamente
proporcional a la concentracion de -caroteno en la misma. (Shpigel et al., 2006). Se
han llevado a cabo numerosos experimentos con dietas artificiales enriquecidas con
carotenos con el objetivo de mejorar los resultados obtenidos a nivel de color y sabor de
las goénadas, pero hasta el momento los erizos alimentados con dietas naturales han
superado con creces en este aspecto a todos los experimentos realizados con dietas
artificiales (Goebel & Barker, 1998); por otra parte, los carotenoides elaborados
artificialmente para intensificar el color de las génadas incrementan considerablemente
los costes de produccion y no proporcionan resultados satisfactorios (Torrissen et al.,
1990), por eso basamos la dieta experimental disefiada en una fuente natural de
proteinas y de carotenos como el mejillon, con la esperanza de mejorar tanto el color
como el sabor y la textura de las génadas que se obtengan. El contenido proteico de esta

dieta oscila entre un 10-11%.

El proceso de preparacion consistio en disolver la gelatina en agua caliente con el fin de
incluir en ella cada uno de los ingredientes, que se han triturado previamente hasta
obtener fragmentos de no mas de 3 mm de diametro; esta mezcla triturada se introduce
en la gelatina liquida y se homogeniza, vertiendo la mezcla en un molde que al enfriarse
adquiere una consistencia considerable debida en su mayor parte a las proteinas que
contiene. El alimento final que obtenemos presenta la forma de un flan (Fig. 4-4) que
puede cortarse después a conveniencia, sin perder sus propiedades nutritivas al

conservarse congelado, y con una estabilidad dentro del agua que asegura su
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permanencia en perfectas condiciones durante al menos 7 dias después de ser

introducido en las estructuras sumergidas de la batea.

Figura 4-4.- Pienso de mejillon una vez elaborado. (Foto: M Rey).

Su consistencia es ademdas adecuada para que los erizos puedan consumirlo con total
facilidad, asegurando que cada porcidn que consuman les aporte una cantidad
proporcional de cada uno de los nutrientes, debido a la distribucion perfectamente
homogénea de éstos dentro de la matriz de gelatina. El bloque de alimento que hemos
preparado se descongela y se corta en ladminas mas pequefias para facilitar la
accesibilidad del mismo a todos los individuos, éstos son alimentados ad libitum una

Vez por semana.
Por ultimo, otro de los grupos se alimenta exclusivamente con algas del género

Laminaria spp., y el quinto grupo seria alimentado con una dieta basada en Ulva spp. Al

administrar estas cinco dietas diferentes para engordar los erizos pretendemos comparar
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resultados en cuanto a mayor incremento del crecimiento en un periodo de tiempo

determinado.

4.2.3. Resultados y discusion.

En junio de 2007 se tomaron las primeras medidas de los ejemplares estabulados en la
batea, obteniéndose datos del peso, del diametro y de la altura de cada uno de ellos. La
obtencion de las medidas morfométricas de los erizos se lleva a cabo todos los meses,
tomando como referencia diez ejemplares de cada grupo y densidad, con el objetivo de

estudiar la evolucion del crecimiento de los individuos con cada tipo de alimentacion.

Los datos que a continuacion se presentan (Tabla 4-2) se corresponden con el periodo
que comprende desde el inicio del experimento hasta el 2 de abril de 2011 (excepto para
los erizos alimentados con el pienso con mejillon, cuya ultima medida fue el 16 de
mayo de 2009, y para los alimentados con Ulva, cuyos ultimos datos morfométricos
fueron obtenidos el 30 de noviembre de 2009, en ambos casos por desaparicion

repentina de las estructuras y del grupo experimental).
Una vez calculada la media y la desviacién estandar de cada grupo de individuos,

elaboramos los graficos representativos de la evolucion temporal de estos factores con

cada dieta (Figuras 4-5 a 4-22).
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Tabla 4-2.- Medidas morfométricas de los erizos desde el inicio del experimento hasta su finalizacion.

Dieta Dias de | Den- Diam. inic. Diam. final Incremento Altura inic. Altura final Incremento Peso inic. Peso final Incremento
cultivo | sidad (mm) (mm) % (mm) (mm) % (2) (2) %

Pienso 50 27,86+3,33 37,57+4,74 34,85 13,9442,13 19,00+2,07 36,3 9,94+3,11 21,80+7,25 119,32
con 703 30 27,07+2,95 41,0343,14 51,17 13,07+1,66 20,18+2,25 54,4 9,68+2,40 25,00+6,88 158,26
mejillon 10 30,30+1,64 45,77+1,58 51,06 14,70+0,82 22,39+1,72 52,31 12,56+2,01 33,50+6,75 166,72
Pienso 50 26,28+4,27 42,3443,19 61,11 12,66+2,43 20,42+2,12 56,16 8,10+3,17 32,70+6,46 303,70
harina 1723 30 26,90+2,14 42,55+5,51 58,18 12,83+1,58 20,42+3,28 53,08 8,56+1,87 30,34+12.4 254,44
pescado 10 26,20+2,49 46,59+1,92 77,82 12,10+1,79 23,19+1,67 86,01 8,04+1,97 42,69+8,05 430,97
Pienso 50 28,20+5,12 42,4442.59 50,50 14,36+3,10 20,38+2,02 35,45 10,98+3,99 31,57+6,34 187,52
Oreja 1723 30 28,23+2,34 42,93+4,65 52,07 13,83+1,78 20,60+1,84 54,66 10,84+2,75 33,50+9,06 209,04
de mar 10 25,90+3,31 47,36+2,98 82,86 12,80+1,87 24,45+2 64 79,84 8,52+2,96 43,67+8,75 412,56
50 25,14+4.41 45,94+6,78 82,74 12,2242,34 22,1043,31 98,69 8,11+3,26 40,00+£15,9 393,22
Laminaria 1723 30 29,23+2,13 48,21+4,25 64,93 13,97+1,85 23,93+2,74 75,16 11,27+2,36 46,98+12.4 316,86
10 27,40+2,84 55,99+3,19 104,34 13,30+1,77 28.31+1,06 105,86 9,87+2,42 69,40+10,1 603,14
50 26,68+3,49 4591+3,12 72,08 13,7442,53 24,01+£2,29 74,75 9,47+3,76 35,48+7,70 274,66
Ulva 870 30 29,03+2,99 49,14+3,67 69,27 15,03+1,77 26,23£3,29 74,52 12,46+3,35 42,24+10,3 239,00
10 30,20+1,75 50,82+4,36 68,28 15,80+1,55 26,85+1,77 69,94 13,76+2,78 45,06£10,0 227,47
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4.2.3.1. Evolucion del peso de los erizos con cada tipo de alimentacion.
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Figura 4-5.-Evolucion del peso de los erizos alimentados con harina de pescado con 3 densidades.
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Figura 4-6.- Evolucién del peso de los erizos alimentados con pienso seco con 3 densidades.
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4.2.3.2. Evolucion del diametro de los erizos con cada tipo de alimentacion.
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Figura 4-12.- Evolucién del didmetro de los erizos alimentados con pienso seco con 3 densidades.
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Como se puede observar en las graficas, y si tenemos en cuenta los valores hasta el mes
de mayo del 2009, que es la fecha hasta la que podemos comparar los cinco grupos de
dietas, los mejores resultados de crecimiento se obtienen con las dietas de Laminaria y
Ulva, seguidas por la dieta de pienso seco de oreja de mar, con la que se obtienen
valores intermedios, y por ultimo las dietas de pienso de mejillon y la dieta de pienso
elaborado con harina de pescado. Estos resultados se hacen mas patentes en el caso del
diametro (que es la medida mas importante de cara al engorde ya que es la que marca el

tamaifo de explotacion), y para la densidad mas baja.

En relacion al porcentaje de incremento de peso, y teniendo en cuenta que los grupos
alimentados con Ulva y pienso de mejillon tienen aproximadamente dos afios menos de
cultivo, podemos observar que el mayor aumento de peso se produce en los individuos
alimentados con Laminaria, dentro de los cuales encontramos el valor mas alto de
incremento (603,14%) que corresponde al grupo de densidad 10 al final del periodo de
cultivo; los porcentajes mas bajos de incremento de peso los encontramos en el grupo de
erizos alimentados con pienso de mejillon, dentro de los cuales aparece el valor mas
bajo (119,32%) dentro del grupo de densidad 50, aunque este grupo y el de Ulva tienen

dos afios y afio y medio menos de cultivo respectivamente.

Si observamos los datos relativos al incremento de didmetro, podemos ver que los
mejores resultados se producen nuevamente en el grupo de erizos alimentados con
Laminaria; en éste encontramos el porcentaje mas elevado (104,34%) de incremento de
diametro dentro de la densidad 10. Los grupos de erizos alimentados con Pienso de
harina de pescado y Pienso seco presentan valores intermedios de incremento de
diametro, seguidos por los erizos alimentados con Ulva y pienso de mejillon (34,85% en
la densidad 50), pero hay que tener en cuenta que estos dos tltimos grupos tienen menos

tiempo de cultivo.

Los datos referentes al incremento de la altura reflejan también que el mayor porcentaje
de aumento se produce dentro del grupo de individuos alimentados con Laminaria,
encontrandose el valor mas alto (105,86%) en el conjunto de densidad 10, a este grupo
le siguen los erizos alimentados con pienso de harina de pescado, el grupo de densidad
10 alimentado con pienso seco, los grupos de erizos alimentados con Ulva y los grupos

alimentados con pienso de mejillon en este orden descendente; los valores mas bajos de
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incremento de altura se obtienen esta vez en el grupo de erizos alimentados con pienso
seco, encontrandose el valor minimo (35,45%) en el conjunto de densidad 50. En estos
datos también debemos tener en cuenta los dos afios menos de cultivo en los grupos ya

citados.

En el tiempo transcurrido no hubo mortalidad destacable, aunque si aparecen menos
ejemplares en algunas cestas, basicamente debido a accidentes durante el manejo o a
escapes de los individuos. El efecto de la densidad, que en los primeros meses no era
detectable, se va haciendo notar a medida que los individuos crecen, se puede observar
un crecimiento sensiblemente mayor de los erizos estabulados en las cestas con
densidad de diez individuos, aunque en el caso de los que son alimentados con Ulva no
parece que influyan de forma notable las diferentes densidades de estabulacion de los

individuos en la batea sobre el crecimiento de los mismos.

Por otra parte el aumento progresivo del tamafio de los erizos aconseja hacer desdobles

de las cajas de cultivo.

4.2.3.4. Analisis de los datos.

A continuacion realizamos un analisis estadistico de los datos obtenidos con cada una
de las variables: peso, altura y didmetro, tomando como covariables o variables factor

las tres densidades y las cinco dietas de los erizos.

Estas son las tablas que contienen la informacion de los estadisticos descriptivos mas

relevantes de las covariables (tablas 4-3, 4-4 y 4-5):

Densidad 10:

Tabla 4-3.- Estadisticos descriptivos para cada variable con la densidad 10.

PESO(g) ALTURA(mm) DIAMETRO(mm) |

Minimo: 5.11 10.00 20.00
1“cuartil:  18.98 18.05 36.16
Mediana:  25.60 20.38 40.10
Media: 26.20 20.39 39.82
3 cuartil  32.98 22.70 44.05
Maximo: 63.80 37.26 54.21
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Densidad 30:

Tabla 4-4.- Estadisticos descriptivos para cada variable con la densidad 30.

PESO(g) ALTURA(mm) DIAMETRO(mm)

Minimo: 4.56 8.45 18.58
1“cuartil:  14.08 16.43 33.00
Mediana: 20.11 18.79 37.06
Media: 21.50 18.79 37.15
3% cuartil  22.75 21.04 41.46
Maximo: 59.00 29.65 58.12

Densidad 50:

Tabla 4-5.- Estadisticos descriptivos para cada variable con la densidad 50.

PESO(g) ALTURA(mm) DIAMETRO(mm)

Minimo: 1.98 6.11 13.00
1cuartil: 11.51 15.16 30.38
Mediana: 17.08 17.68 35.00
Media: 18.35 17.65 34.85
3° cuartil  24.05 20.05 39.35
Maximo: 48.80 30.66 54.60

Los estadisticos descriptivos mas relevantes de las dietas son los siguientes (tablas 4-6,

4-7, 4-8,4-9 y 4-10):

Harina de pescado:

Tabla 4-6.- Estadisticos descriptivos para cada variable con el pienso de harina de pescado.

PESO(g) ALTURA(mm) DIAMETRO(mm) |
Minimo: 2.50 7.00 17.00
1%cuartil: 11.99 15.11 30.98
Mediana: 17.70 17.49 35.54
Media: 18.14 17.38 34.92
3% cuartil  23.60 19.62 39.00
Maximo: 44.00 29.65 48.76
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Pienso seco:

Tabla 4-7.- Estadisticos descriptivos para cada variable con el pienso seco.

PESO(g) ALTURA(mm) DIAMETRO(mm)

Minimo: 1.98 7.00 17.00
1“cuartil:  15.10 17.04 33.37
Mediana: 21.07 19.00 37.39
Media: 21.40 19.06 36.77
3% cuartil  27.00 21.13 40.69
Maximo: 50.00 31.16 51.97

Pienso de mejillon:

Tabla 4-8.- Estadisticos descriptivos para cada variable con el pienso de mejillon.

PESO(g) ALTURA(mm) DIAMETRO(mm)

Minimo: 4.85 6.11 18.58
1cuartil:  12.59 15.71 31.67
Mediana: 17.34 17.54 35.28
Media: 18.90 17.65 35.63
3cuartil  24.20 19.71 39.69
Maximo: 50.00 26.55 48.62

Laminaria:

Tabla 4-9.- Estadisticos descriptivos para cada variable con Laminaria.

PESO(g) ALTURA(mm) DIAMETRO(mm)

Minimo: 2.46 8.00 13.00
1“cuartil:  14.55 16.87 33.25
Mediana:  22.88 19.61 38.70
Media: 24.05 19.61 38.29
3% cuartil  32.53 22.68 44.10
Maximo: 63.80 37.26 58.12
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Ulva:

Tabla 4-10.- Estadisticos descriptivos para cada variable con Ulva.

PESO(g) ALTURA(mm) DIAMETRO(mm)

Minimo: 2.51 9.00 18.00
1%cuartil: 16.36 17.51 34.60
Mediana: 24.25 20.28 39.38
Media: 24.65 20.00 38.88
3cuartil:  32.66 22.75 43.79
Maximo: 59.00 31.32 56.67

Como explicamos en el apartado 3.4.1. de Materiales y métodos, para analizar los datos
de este experimento se consideran como variables continuas el peso, el didmetro y la
altura de los erizos, las variables tipo factor son las dietas suministradas. El objetivo de
este andlisis estadistico es averiguar si las variables continuas son independientes o no
de las variables factor, es decir, si las dietas y las diferentes densidades de cultivo

influyen significativamente en el crecimiento de los erizos.

Para realizar un analisis de la varianza (ANOVA) que nos permitiria comprobar la
independencia de las variables continuas y las variables factor, los datos obtenidos
deben cumplir los supuestos de normalidad, homocedasticidad ¢ independencia de
las observaciones (Cobo, 2007); de ellos el supuesto de normalidad es fundamental para
que el ANOVA sea fiable. Al realizar las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-
Wilk, que nos permiten saber si los datos cumplen o no el supuesto de normalidad,
comprobamos que los datos de las variables continuas no cumplen este supuesto, por lo
tanto tenemos que realizar un contraste de hipotesis empleando el test de Kruskal-Wallis
para analizar los datos; este test es la alternativa no paramétrica al ANOVA, el tnico
requisito necesario es la aleatoriedad en la obtencion de los datos y ésta queda
garantizada por el disefio del experimento. Los andlisis se realizan para cada una de las

densidades.
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a. Tratamiento estadistico. Densidad 10.

Variable peso:

Empezamos realizando un contraste de medias para la variable ‘peso’ (tabla 4-11),

obteniendo los siguientes intervalos de confianza:

Tabla 4-11.- Contraste de medias para la variable continua ‘peso’.

Peso I.C. para el peso medio al
PESO medio 95%
Lim. Inferior | Lim. Superior
Harina de pescado | 21,97 20,96 22,97
Laminaria 29,44 27,37 31,51
Pienso de mejillon | 25,74 24,75 26,74
Pienso seco 23,97 22,72 25,22
Ulva 31,25 30,04 32,45

La estimacion puntual de las medias de la variable ‘peso’ en cada grupo (21,97; 29,44;
25,74; 23,97; 31,25) y sus intervalos de confianza (20,96 — 22,97 en el grupo Harina de
pescado; 27,37 — 31,51 en el grupo Laminaria; 24,75 — 26,74 en el grupo Pienso de
mejillon; 22,72 — 25,22 en el grupo Pienso seco y 30,04 — 32,45 en el grupo Ulva) son
superponibles en los siguientes grupos: Harina de pescado y Pienso seco, Pienso de
mejillon y Pienso seco, Laminaria y Ulva, por lo que la probabilidad de que esta
variable esté relacionada con el factor ‘dieta’ no es muy elevada. Como las variables
continuas no cumplen los supuestos de normalidad realizamos un test no paramétrico de

Kruskal-Wallis (tabla 4-12).

Tabla 4-12.- Resultado del test de Kruskal-Wallis para la variable peso y la densidad 10.

Estadistico Chi-cuadrado 123.2547

Grados de libertad 4
p-valor <2.2e-16

El p-valor es < 2,2e-16 < 0,05, esto significa que tenemos pruebas para rechazar la

hipodtesis nula Hy, es decir, la igualdad de las medias. La media de la variable peso
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cambia dependiendo de las dietas con las que alimentamos a los erizos, por lo tanto
podemos relacionar el peso con los cinco tipos de dieta analizados. Sin embargo, esto no
significa que las medias de las dietas sean iguales entre si, para averiguarlo se hicieron
comparaciones entre los pares de dietas cuyos intervalos de confianza intersecan entre

Si.

Para comprobar la igualdad o no de las medias de los pares de dietas cuyos intervalos
intersecan se realizd en primer lugar un test (contraste de homocedasticidad) para
verificar que sus varianzas son distintas, posteriormente se llevo a cabo un contraste de
hipoétesis en el que Hy significa que las medias para ambas dietas son iguales y H; que

son distintas.

Harina de pescado v Pienso seco:

En los resultados del contraste de homocedasticidad o contraste de varianza, el intervalo
de confianza no contiene al 1 por tanto las varianzas son distintas (0,50; 0,85). Después
de realizar el contraste de hipdtesis obtuvimos un valor del estadistico de contraste (t = -
2,4588), de los grados de libertad (df = 443,834), y del p-valor (p-value = 20,01432).
Dado que es superior a 0,05, ya podemos concluir que tenemos evidencias en los datos
para afirmar con un 95 % de confianza que las medias de ambas dietas son iguales, es
decir, influyen en la misma medida en el crecimiento de los erizos, es indiferente con
cual de estas dietas los alimentemos, obtendremos resultados analogos de aumento de

peso.

Pienso seco v Pienso de mejillon:

En este caso el intervalo de confianza obtenido en el contraste de homocedasticidad
tampoco contiene al 1 (0,51; 0,85), las varianzas son distintas. Los resultados obtenidos
en el contraste de hipotesis son: valor del estadistico de contraste (t = 2,1907), los
grados de libertad (df = 444,881), y el p-valor (p-value = 0,02899). El p-valor es inferior
a 0,05, por lo que podemos afirmar que las medias de las dietas son distintas. En este
caso se obtienen mayores aumentos de peso en los erizos alimentados con Pienso de

mejillon.
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Laminaria y Ulva:

En los resultados del contraste de homocedasticidad, el intervalo de confianza no
contiene al 1 por tanto las varianzas son distintas (1,46; 2,64). Realizamos un contraste
de hipotesis en el que se obtuvieron valores del estadistico de contraste (t = -1,4901), de
los grados de libertad (df = 248,36), y del p-valor (p-value = 0,1375). Como el p-valor

es superior a 0,05, en este caso las medias de las dietas también son iguales.

En la tabla 4-11 podemos observar que la dieta con la que se obtienen erizos mas
pesados es la dieta a base de Ulva, seguida por la dieta de Laminaria; la dieta con la que
obtenemos erizos con un peso mas bajo es la de Harina de pescado. Con las dietas

basadas en Pienso de mejillon y Pienso seco se obtienen erizos con un peso intermedio.

Variable altura:

A continuacion se muestra el contraste de medias obtenido con la variable ‘altura’ (tabla

4-13).

Tabla 4-13.- Contraste de medias para la variable continua ‘altura’.

ALTURA Altura I.C. para la altura media al
media 95%

Lim. Inferior | Lim. Superior
Harina de pescado 18,80 18,41 19,20
Laminaria 21,43 20,75 22,11
Pienso de mejillon | 19,81 19,48 20,14
Pienso seco 20,06 19,57 20,55
Ulva 22,33 21,93 22,73

La estimacion puntual de la media de la variable ‘altura’ en los grupos alimentados con
algas (Laminaria y Ulva) asi como sus intervalos de confianza (20,75-22,11 para
Laminaria y 21,93-22,73 para Ulva) son muy superponibles. Lo mismo ocurre con los
intervalos de confianza de las dietas Pienso de mejillon (19,48-20,14) y Pienso seco
(19,57-20,55). Sin embargo, para el grupo de erizos alimentados con Harina de pescado,
si se observan diferencias en su media (18,80) y en su intervalo de confianza (18,41-

19,20) con respecto a los demds, por lo que tenemos indicios para pensar que en este
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caso la variable ‘altura’ y la ‘dieta’ si estan relacionadas dentro de la poblacion. Para

averiguarlo realizamos un test de Kruskal-Wallis (tabla 4-14):

Tabla 4-14.- Resultado del contraste de hipotesis para la variable altura y la densidad 10.

Estadistico Chi-cuadrado 148.4873

Grados de libertad 4
p-valor <2.2e-16

El p-valor es < 2,2e-16 < 0,05, tenemos pruebas para rechazar la igualdad de medias en
la altura de la poblacion de donde proviene la muestra (hipotesis nula), la altura esta
relacionada con los 5 tipos de dieta. Para comprobar la igualdad de las medias de las
dietas cuyos intervalos de confianza se superponen realizamos los siguientes contrastes

de hipotesis:

Pienso seco v Pienso de mejillon:

En los resultados del contraste de homocedasticidad, el intervalo de confianza no
contiene al 1 por tanto las varianzas son distintas (0,36; 0,61). El resultado del contraste
de hipdtesis realizado es el siguiente: valor del estadistico de contraste (t = -0,829), los
grados de libertad (df = 408,545), y el p-valor (p-value = 0,4076). Al ser el p-valor
superior a 0,05, concluimos con un 95 % de confianza que las medias de ambas dietas

son iguales.

Laminaria y Ulva:

Una vez realizado el contraste de homocedasticidad obtenemos un intervalo de
confianza que no contiene al 1, las varianzas son distintas (1,45; 2,61). El valor del
estadistico de contraste (t = - 2,2563), los grados de libertad (df = 249,308), y el p-valor
(p-value = 0,02492). En este caso el p-valor es inferior a 0,05, por lo que podemos

afirmar que las medias de estas dietas son distintas.

Con la variable altura obtenemos resultados analogos a los obtenidos con el peso. Los

erizos de mayor peso son los alimentados con las dietas de Ulva y Laminaria, los menos
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pesados son los alimentados con la dieta de Harina de pescado y las dietas de Pienso de

mejillon y Pienso seco producen erizos con un peso intermedio.

Variable diametro:

Tabla 4-15.- Contraste de medias para la variable continua ‘diametro’.

Didmetro | L.C. para el diametro medio
DIAMETRO medio al 95%
Lim. Inferior | Lim. Superior
Harina de pescado 37,32 36,66 37,99
Laminaria 40,93 39,81 42,06
Pienso de mejillon 40,50 39,92 41,08
Pienso seco 38,05 37,32 38,78
Ulva 42,78 42,09 43,46

La tabla 4-15 nos muestra una superponibilidad entre los intervalos de confianza de los
piensos de Harina de pescado (36,66-37,99) y Pienso seco (37,32-38,78). Los intervalos
de confianza de los grupos Laminaria y Pienso de mejillén también intersecan entre si
(39,81-42,06 y 39,92-41,08) respectivamente, de esto deducimos que es improbable que
las variables ‘didmetro’ y ‘dieta’ estén relacionadas en la poblacion. Realizamos
contrastes de hipotesis dos a dos para comprobar si las medias de las dietas cuyos

intervalos de confianza intersecan son iguales o distintas.

Harina de pescado v Pienso seco:

El primer contraste de hipdtesis se lleva a cabo con las dietas de Harina de pescado y
Pienso seco, la hipotesis nula Hy significa que las medias de estas dietas son iguales, H;
significa que son distintas. En primer lugar hemos de verificar que las varianzas son
distintas, para lo cual realizamos un contraste de varianza cuyo resultado es que las
varianzas son diferentes ya que el intervalo de confianza resultante no contiene al 1
(1,35; 2,43). Una vez hecho el contraste de hipotesis obtenemos un valor del estadistico
de contraste (t = -1,4463), los grados de libertad (df = 460,448) y el p-valor = 0,1488;

como el p-valor es > 0,05 concluimos que las medias de ambas dietas son iguales.
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Laminaria y Pienso de mejillon:

Realizamos el mismo procedimiento para comparar las medias de las dietas Laminaria y
Pienso de mejillon, obteniendo como resultado del contraste de homocedasticidad que
las varianzas de ambas dietas son distintas, el intervalo de confianza no contiene al 1
(1,77; 3,16). Del contraste de hipotesis se obtuvieron los siguientes resultados: valor del
estadistico de contraste (t = 8,52), los grados de libertad (df = 2100,91) y el p-valor =
2,2e-16. En este caso también podemos decir con un 95% de confianza que las medias

de estas dietas son distintas.

Realizamos el test de Kruskal-Wallis (tabla 4-16) para comprobar si la variable

‘diametro’ es independiente o no de las dietas con las que alimentamos a los erizos.

Tabla 4-16.- Resultado del test de Kruskal-Wallis para la variable didmetro y la densidad 10.

Estadistico Chi-cuadrado 141.227

Grados de libertad 4
p-valor <2.2e-16

Observando en la tabla los resultados obtenidos en el test de Kruskal-Wallis podemos
afirmar que se rechaza la hipdtesis nula (p-valor < 2,2e-16 < 0,05), por lo tanto la media
de las dietas es distinta, tenemos razones para pensar que el didmetro de los erizos esta

relacionado con los tipos de dieta con los que son alimentados.
Una vez mas los mejores resultados en cuanto a didmetro de los erizos se obtienen con

la dieta de Ulva y los erizos de menor didmetro son los alimentados con Harina de

pescado. Con el resto de las dietas obtenemos valores de didmetro intermedios.

130



b. Tratamiento estadistico. Densidad 30.

Variable peso:

En la tabla 4-17 podemos ver el resultado del contraste de medias realizado para la

variable ‘peso’ dentro del grupo de densidad 30.

Tabla 4-17.- Contraste de medias para la variable continua ‘peso’.

Peso I.C. para el peso medio al
; 0
PESO medie Lim. Inferior95 fiim. Superior
Harina de pescado 17,48 16,70 18,27
Laminaria 25,61 24,45 26,77
Pienso de mejillon | 17,32 16,54 18,10
Pienso seco 21,71 20,80 22,61
Ulva 25,40 24,28 26,53

Los intervalos de confianza de las dietas Harina de pescado y Pienso de mejillon si
intersecan, también lo hacen los I.C. de las dietas Laminaria y Ulva; es improbable que
en estos dos casos las variables ‘peso’ y ‘dieta’ estén relacionadas en la poblacion. La
dieta de Pienso seco presenta una estimacion puntual de la media y un intervalo de
confianza bien diferenciado, lo que nos induce a pensar que en este caso las variables

‘peso’ y ‘dieta’ si estan relacionadas.

Tabla 4-18.- Resultado del test de Kruskal-Wallis para la variable peso y la densidad 30.

Estadistico Chi-cuadrado 212.0478

Grados de libertad 4
p-valor <2.2e-16

A la vista de los resultados del test de Kruskal-Wallis rechazamos la hipdtesis nula y

por tanto la igualdad de medias de las dietas. Esto no significa que sean todas distintas.
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La dieta de Laminaria es la mas eficaz para obtener erizos de mayor peso, seguida por la

dieta de Ulva. La dieta de Pienso de mejillon es en este caso la que peor funciona.

Harina de pescado v Pienso de mejillon:

En el caso de las dietas de Harina de pescado y Pienso de mejillon planteamos un
contraste de hipotesis para verificar la igualdad de sus medias. El resultado que
obtenemos al realizar el contraste de varianzas previo es que las varianzas
correspondientes a cada una de las dietas son iguales (0,80; 1,27). Una vez realizado el
contraste de hipotesis obtenemos los siguientes valores del estadistico de contraste t =
0,2974, los grados de libertad (df = 597,976) y el p-valor = 0,7662. El p-valor es
superior a 0,05, por lo que podemos afirmar con un 95 % de confianza que las medias

de ambas dietas son iguales.

Laminaria y Ulva:

Para comparar estas dietas entre si realizamos un contraste de homocedasticidad, cuyo
resultado es que las varianzas son distintas (1,46; 2,64), el intervalo de confianza no
contiene al uno. Los valores obtenidos en el contraste de hipdtesis son: estadistico de
contraste t = 0,2523, los grados de libertad (df = 597,437) y el p-valor = 0,8009. El p-

valor es superior a 0,05, lo cual significa que las medias de ambas dietas son iguales.

Variable altura:

Tabla 4-19.- Contraste de medias para la variable continua ‘altura’.

Altura I.C. para la altura media al
; 0
ALTURA medi Lim. Inferior95 ?iim. Superior
Harina de pescado 17,12 16,80 17,45
Laminaria 20,24 19,82 20,66
Pienso de mejillon | 17,17 16,86 17,47
Pienso seco 19,08 18,73 19,43
Ulva 20,34 19,96 20,73
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En la tabla 4-19 podemos ver que, como en el caso del peso, los intervalos de confianza
que intersecan son los correspondientes a las dietas de Harina de pescado (16,80-17,45)
con Pienso de mejillon (16,86-17,47) y Laminaria (19,82-20,66) con Ulva (19,96-
20,73). Comprobamos la igualdad de las medias de estas dietas entre si mediante un

contraste de hipotesis.

Harina de pescado v Pienso de mejillon:

El resultado del contraste de homocedasticidad es que las varianzas de ambas dietas son
iguales (0,90; 1,42), el intervalo de confianza obtenido contiene al uno. Al realizar el
contraste de hipdtesis obtuvimos los siguientes valores: estadistico de contraste t = -
0,1908, los grados de libertad (df = 595,5) y el p-valor = 0,8487. El p-valor es superior a
0,05, podemos afirmar con un 95% de confianza que las medias de estas dietas son

iguales.

Laminaria y Ulva:

El intervalo de confianza resultante del contraste de homocedasticidad en este caso
también contiene al uno (0,96; 1,51), las varianzas son iguales. Realizamos un contraste
de hipodtesis para comprobar si las medias de ambas dietas son iguales entre si (Ho). Los
valores obtenidos son: estadistico de contraste t = -0,3524, los grados de libertad (df =
592,643) y el p-valor = 0,7246. El p-valor es > 0,05, por lo tanto las medias de estas

dietas son iguales.

En este caso al realizar las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk para
comprobar si los datos cumplen los supuestos de normalidad, obtenemos un resultado
significativo para todos los grupos en ambas pruebas, por lo tanto podemos asumir que
los datos son normales. Realizamos un ANOVA para evaluar hasta qué punto las
medias de la variable altura para cada dieta son diferentes. En la tabla 4-20 el p-valor es
<2,2e-16 < 0,05, por lo tanto podemos rechazar la igualdad de las medias y afirmar con
un 95% de confianza que la variable ‘altura’ esta relacionada con los 5 tipos de dieta

analizados.
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Tabla 4-20.- Resultado del ANOVA para la variable altura y la densidad 30.

Analisis de la Grados de Suma de Media F de p-valor
varianza libertad cuadrados cuadratica Snedecor

Entre grupos 4 3003.1 750.77 74.489 <2.2e-16 ***

Dentro grupos 1494 15058.1 10.08

Signif. codes: 0 “***°0.001 “***(0.01 “** 0.05 ‘> 0.1 “* 1

De la tabla 4-20 puede concluirse que tenemos pruebas para rechazar la hipdtesis nula,
es decir, rechazamos la igualdad de medias en la poblacion de la que proviene la
muestra y concluimos que hay argumentos que relacionan la altura con los 5 tipos de

dieta analizados.

En el caso de la variable ‘altura’ se obtienen resultados andlogos a los obtenidos para
esta variable en la densidad 10. La dieta con la que se obtienen erizos mas pesados es
Ulva; la dieta con la que obtenemos erizos de menor peso es la de Pienso de harina de

pescado y con las otras tres dietas los erizos presentan una altura intermedia.

Variable diametro:

Tabla 4-21.- Contraste de medias para la variable continua ‘diametro’.

Diametro | I.C. para el diametro medio al
DIAMETRO | mMedio 93%
Lim. Inferior | Lim. Superior
Harina de pescado 34,74 34,17 35,32
Laminaria 39,76 39,06 40,46
Pienso de mejillon 34,52 33,95 35,10
Pienso seco 37,17 36,56 37,79
Ulva 39,55 38,85 40,24

La tabla 4-21 nos muestra que en el caso del Pienso seco tanto la estimacion puntual de
la media como su intervalo de confianza aparecen bien diferenciados; no ocurre lo
mismo con las dietas de Harina de pescado (34,17-35,32) y Pienso de mejillon (33,95-
35,10), y las dietas de Laminaria (39,06-40,46) y Ulva (38,85-40,24) cuyos intervalos

de confianza intersecan ligeramente.
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Tabla 4-22.- Resultado del test de Kruskal-Wallis para la variable diAmetro y la densidad 30.

Estadistico Chi-cuadrado 206.2586

Grados de libertad 4
p-valor <2.2e-16

El resultado del test de Kruskal-Wallis niega la hipdtesis nula (igualdad de medias)
debido a lo que podemos afirmar que el diametro esta relacionado con los 5 tipos de
dieta analizados. Analogamente a los datos de peso, la dieta de Laminaria es la mas
eficaz para obtener erizos mds pesados y la dieta de Pienso de mejillon la menos eficaz
en este caso. La dieta de Pienso seco produce erizos con un diametro intermedio y es
diferente de las otras cuatro, su intervalo de confianza no interseca ni contiene a

ninguno.

Harina de pescado v Pienso de mejillon:

En el caso de las dietas de Harina de pescado y Pienso de mejillén sus intervalos de
confianza si intersecan, planteamos un contraste de hipdtesis para verificar la igualdad
(Ho) de sus medias. Realizamos previamente el contraste de varianzas que da como
resultado que éstas son iguales: (0,81; 1,27). Los resultados del contraste de hipdtesis
son: valor del estadistico de contraste (t = 0,5295); grados de libertad (df = 597,959) y
el p-valor = 0,5967. Dado que es superior a 0,05, podemos concluir que tenemos
evidencias en los datos para afirmar con un 95 % de confianza que las medias de ambas

dietas son iguales.

Laminaria y Ulva:

Al realizar el contraste de varianzas el intervalo de confianza obtenido contiene al 1:
(0,80; 1,26), por tanto las varianzas son iguales. El valor del estadistico de contraste (t =
0,4203), los grados de libertad (df = 597,981), y el p-valor = 0,6744. Como es superior a

0,05, podemos afirmar que las medias de las dietas son iguales.
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c. Tratamiento estadistico. Densidad 50.

Variable peso:

Tabla 4-23.- Contraste de medias para la variable continua ‘peso’.

Peso I.C. para el peso medio al
; 0
PESO mede Lim. Inferior95 /Iliim. Superior
Harina de pescado | 16,19 15,38 16,99
Laminaria 20,51 19,37 21,65
Pienso de mejillon | 15,65 14,99 16,31
Pienso seco 19,49 18,70 20,27
Ulva 19,90 18,93 20,88

Vemos que los intervalos de confianza del grupo Harina de pescado (15,38-16,99) y del
grupo Pienso de mejillon (14,99-16,31) intersecan entre si; lo mismo ocurre entre los
intevalos de confianza de los grupos Laminaria (19,37-21,65), Pienso seco (18,70-
20,27) y Ulva (18,93-20,88). Esto significa que es poco probable que las variables
‘peso’ y ‘dieta’ estén relacionadas en la poblacién en este caso. Para comprobarlo

realizamos un test de Kruskal-Wallis (tabla 4-24).

Tabla 4-24.- Resultado del test de Kruskal-Wallis para la variable peso y la densidad 50.

Estadistico Chi-cuadrado 82.9841

Grados de libertad 4
p-valor <2.2e-16

Tenemos argumentos para rechazar la hipdtesis nula (p-valor <0,05), las medias del
peso son distintas para las cinco dietas, las dos variables, ‘peso’ y ‘dieta’ estan
relacionadas en la poblacion de la que provienen las muestras. La dieta de Laminaria es
la que mejor funciona incrementando el peso de los erizos y la menos eficaz es la dieta
de Pienso de mejillon. Con las 3 dietas restantes se obtienen valores de peso
intermedios. Nuevamente realizamos un contraste de varianzas y un contraste de
hipotesis entre pares de dietas para comprobar la igualdad de las medias de la variable

‘peso’ obtenidas con las dietas cuyos intervalos de confianza se superponen entre si.
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Harina de pescado y Pienso de mejillon:

En el contraste de homocedasticidad obtenemos un intervalo de confianza que no
contiene al uno (1,21; 1,83), podemos decir que las varianzas son distintas. Los
resultados que obtenemos en el contraste de hipotesis son: valor del estadistico de
contraste t = 1,0176, los grados de libertad (df = 692,506) y el p-valor = 0,3092. El p-

valor es superior a 0,05, por tanto las medias de ambas dietas son iguales.

Pienso seco y Ulva:

En los resultados del contraste de homocedasticidad el intervalo de confianza no
contiene al 1 por tanto las varianzas son distintas (0,52; 0,79). El valor del estadistico de
contraste (t = -0,6522), los grados de libertad (df = 686,805), y el p-valor = 0,5145.
Dado que es superior a 0,05, podemos concluir que las medias de ambas dietas son

iguales.

Laminaria v Ulva:

El intervalo de confianza obtenido en el contraste de homocedasticidad no contiene al 1
por tanto las varianzas son distintas (1,10; 1,66). El valor del estadistico de contraste
que obtenemos al realizar el contraste de hipdtesis es (t = 0,7971), los grados de libertad
(df = 702,423), y el p-valor = 0,4257. El p-valor es superior a 0,05, podemos afirmar

que las medias de estas dietas son iguales.

Pienso seco v Laminaria:

En el contraste de homocedasticidad realizado obtenemos un intervalo de confianza que
no contiene al uno (1,71; 2.79), por tanto las varianzas son distintas. Los resultados del
contraste de hipdtesis son: valor del estadistico de contraste t = 1,4552, los grados de
libertad (df = 637,162) y el p-valor = 0,1461. El p-valor es superior a 0,05, concluimos

entonces que las medias de ambas dietas son iguales.
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Variable altura:

Tabla 4-25.- Contraste de medias para la variable continua ‘altura’.

Altura I.C. para la altura media al
ALTURA media 95%
Lim. Inferior | Lim. Superior
Harina de pescado | 16,67 16,31 17,03
Laminaria 18,33 17,89 18,76
Pienso de mejillon | 16,62 16,34 16,89
Pienso seco 18,39 18,03 18,75
Ulva 18,28 17,90 18,65

Los intervalos de confianza que intersecan entre si son los correspondientes a las dietas:
Harina de pescado (16,31-17,03) y Pienso de mejillon (16,34-16,89); Pienso seco
(18,03-18,75) y Ulva (17,90-18,65); Pienso seco (18,03-18,75) y Laminaria (17,89-
18,76); Laminaria y Ulva, por lo que se realiza un contraste de hipdtesis para comprobar

si las alturas medias de estos pares de dietas son estadisticamente iguales.

Observando los resultados obtenidos en el test de Kruskal-Wallis (tabla 4-26)
rechazamos la hipdtesis nula de igualdad de medias debido a que el p-valor es menor
que 0,05, podemos afirmar con un 95% de confianza que la variable altura esta
relacionada con los 5 tipos de dieta analizados. Esto no significa que todas las dietas
sean distintas entre ellas, para comprobarlo se hicieron comparaciones entre los pares de

dietas cuyos intervalos de confianza intersecan.

Tabla 4-26.- Resultado del test de Kruskal-Wallis para la variable altura y la densidad 50.

Estadistico Chi-cuadrado 110.0401
Grados de libertad 4
p-valor <2.2e-16
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Harina de pescado y Pienso de mejillon:

El intervalo de confianza resultante al realizar el contraste de homocedasticidad no
contiene al 1 (1,38; 2,01), las varianzas son distintas. El resultado del contraste de
hipoétesis realizado para estas dietas es el siguiente: valor del estadistico de contraste t =
0,2146, los grados de libertad (df = 674,546) y el p-valor = 0,8302. Las medias

correspondientes a estas dietas son estadisticamente iguales con un 95% de confianza.

Laminaria y Pienso seco:

En los resultados del contraste de homocedasticidad, el intervalo de confianza no
contiene al 1 por tanto las varianzas son distintas (1,20; 1,81). El valor del estadistico de
contraste (t = -0,2488), los grados de libertad (df = 691,666), y el p-valor = 0,8036.
Dado que es superior a 0,05, ya podemos concluir que tenemos evidencias en los datos

para afirmar con un 95 % de confianza que la media de ambas dietas son iguales.

Ulva v Pienso seco:

El intervalo de confianza obtenido al realizar el contraste de homocedasticidad contiene
al 1, por tanto las varianzas son iguales (0,77; 1,11). En el contraste de hipotesis se
obtuvieron los siguientes datos: valor del estadistico de contraste (t = 0,4543), los
grados de libertad (df = 715,718), y el p-valor = 0,6498. El p-valor es superior a 0,05,

por lo que podemos afirmar que las medias de estas dietas son iguales.

Laminaria vy Ulva:

Al realizar el contraste de homocedasticidad obtenemos un intervalo de confianza que
no contiene al 1: (1,08; 1,64), podemos decir que las varianzas son distintas. Como
resultado del contraste de hipotesis se obtuvieron los siguientes valores: estadistico de
contraste (t = 0,1665), los grados de libertad (df = 703,887), y el p-valor = 0,8678. El p-
valor es > 0,05, por tanto tenemos evidencias en los datos para afirmar que las medias

de ambas dietas son iguales.
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Andlogamente a los resultados anteriores, la dieta con la que se consigue una mayor
altura de los erizos es la dieta de Laminaria, los datos mas bajos de altura los presentan
los erizos alimentados con Pienso de mejillon y con las demas dietas se obtienen valores

de altura intermedios.

Variable diametro:

En la tabla 4-27 podemos ver el resultado del contraste de medias para la variable

‘diametro’ y el grupo de densidad 50.

Tabla 4-27.- Contraste de medias para la variable continua ‘diametro’.

Diametro | I.C. para el diametro medio al
medio 95%
, Lim. Inferior | Lim. Superior
DIAMETRO
Harina de pescado 33,49 32,89 34,09
Laminaria 35,98 35,17 36,78
Pienso de mejillon 33,30 32,81 33,79
Pienso seco 35,60 35,03 36,17
Ulva 35,89 35,19 36,59

En este caso los intervalos de confianza que intersecan son los correspondientes a las
dietas de Harina de pescado (32,89-34,09) y Pienso de mejillon (32,81-33,79);
Laminaria (35,17-36,78) y Pienso seco (35,03-36,17); Ulva (35,19-36,59) y Pienso seco
(35,03-36,17); Laminaria y Ulva. Comprobamos si las medias de estas dietas son

iguales o no entre si.

Harina de pescado y Pienso de mejillon:

El intervalo de confianza obtenido en el contraste de homocedasticidad no contiene al 1
por tanto las varianzas son distintas (1,25; 1,89). Los resultados obtenidos al realizar el
contraste de hipotesis son: valor del estadistico de contraste (t = 0,4869), los grados de
libertad (df = 688,169), y el p-valor = 0,6265. El p-valor es >0,05, las medias de ambas

dietas son iguales.

140



Ulva v Pienso seco:

Realizamos un contraste de homocedasticidad en el que obtenemos que las varianzas de
ambas dietas son distintas ya que el intervalo de confianza resultante no contiene al 1
(0,53; 0,81). En el correspondiente contraste de hipdtesis obtenemos unos valores del
estadistico de contraste t = -0,6239, los grados de libertad (df = 690,777) y el p-valor =

0,5329 >0,05. Las medias de ambas dietas son iguales con un 95% de confianza.

Laminaria v Pienso seco:

El intervalo de confianza obtenido al realizar el contraste de homocedasticidad no
contiene al 1: (1,61; 2,44), las varianzas son distintas. Los resultados obtenidos en el
contraste de hipdtesis son los siguientes: valor del estadistico de contraste (t = 0,7458),
los grados de libertad (df = 647,309), y el p-valor = 0,4561. El p-valor es >0,05, por lo

tanto podemos decir que las medias de estas dietas son iguales.

Laminaria vy Ulva:

En los resultados del contraste de homocedasticidad, el intervalo de confianza no
contiene al 1 por tanto las varianzas son distintas (1,07; 1,62). Al realizar el contraste de
hipdtesis obtenemos los siguientes valores: estadistico de contraste (t = 0,1616), los
grados de libertad (df = 705,182), y el p-valor = 0,8716. Como es superior a 0,05,

podemos afirmar que las medias de las dietas son iguales.

Como los datos no cumplen los supuestos de normalidad, realizamos una prueba no
paramétrica (test de Kruskal-Wallis) para comprobar si la variable ‘didmetro’ esta o no

relacionada con las dietas (tabla 4-28).

Tabla 4-28.- Resultado del test de Kruskal-Wallis para la variable didmetro y la densidad 50.

Estadistico Chi-cuadrado  78.0527

Grados de libertad 4
p-valor 4.502e-16
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Los resultados obtenidos en el test de Kruskal-Wallis (p-valor < 0,05) nos permiten
rechazar la hipotesis nula, podemos decir que la variable ‘didmetro’ est4 relacionada

con los 5 tipos de dieta analizados con un 95% de confianza.

Como ocurria con las otras variables analizadas (‘peso’ y ‘altura’), los erizos de mayor
diametro se obtienen alimentdndolos con la dieta de Laminaria, mientras que el
diametro mas pequeio se corresponde con los erizos alimentados con la dieta de Pienso
de mejillon. Los erizos alimentados con las dietas restantes presentan valores

intermedios de diametro.

Los resultados del andlisis estadistico confirman las tendencias observadas en las
representaciones graficas de los datos, ademds nos permite concluir que las cinco dietas
que fueron suministradas a los erizos influyeron en su crecimiento significativamente.
Las medias de las dietas de Ulva y Laminaria, asi como las medias de Harina de
pescado y Pienso de mejillon son estadisticamente iguales entre si, pueden usarse una u
otra indistintamente para la alimentacion de los erizos, ya que se obtendran resultados

de crecimiento similares.

La alimentacién més eficaz para conseguir un crecimiento de los erizos a todos los
niveles (peso, didmetro y altura) es una dieta basada en algas (Ulva y Laminaria), a su
vez las que peor funcionan son las dietas de Harina de pescado y Pienso de mejillon. La

dieta basada en Pienso seco produce erizos con un tamafio intermedio.

Analisis de la influencia de la densidad en el crecimiento.

En este apartado del andlisis estadistico se tienen en cuenta los datos de crecimiento de
los erizos hasta el final del experimento con cada dieta, con el fin de comprobar si las
diferentes densidades de cultivo influyen significativamente en el crecimiento de los
mismos. En este caso los datos de la variable ‘altura’ cumplen los supuestos de

normalidad, por lo que se analizaran mediante un ANOVA.
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Pienso de harina de pescado:
Como podemos ver en la tabla 4-29, a medida que aumentamos la densidad, las medias

de peso y diametro de los erizos alimentados con el pienso de harina de pescado

disminuyen significativamente.

Tabla 4-29.- Resultado del test de Kruskal-Wallis para las variables peso y diametro.

Densidad (N° de individuos/cesta) Estadisticoy2  Valor-P

Variable 10 30 50
Peso 28,01 £0,50 21,95+045 19,87+0,42 135,16 <0,001
Diametro 40,64 £0,32 37,64+0,29 35,93+0,27 120,88 <0,001

Tabla 4-30.- Resultado del ANOVA para la variable altura.

Fuente Suma cuadr. Grados libertad ~ Media cuadr. F-Ratio P-valor
Entre grupos 1902,64 2 951,318 71,32 0,0000
Dentro grupos 18420,6 1381 13,3386
Total (Corr.) 20323,2 1383

En el caso de la variable altura también se encuentran diferencias significativas entre las
tres densidades de cultivo.

60 F 67 [ 50 [
50 F 257 F £ 40 F
D40 F ° £ F
e 547 F 5 % H 2
930 F E 5 3
o w0 b asdfF i 20
10 F 27 F 0F ) .
(= 17 & ! ok
10 30 50 10 30 50 10 30 50
Densidad (N° de individuos/cesta) Densidad (N° de individuos/cesta) Densidad (N° de individuos/cesta)
Figura 4-23.- Representacion grafica de las medias obtenidas con las 3 densidades para cada
variable.
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Laminaria:

En el caso del grupo de erizos alimentados con Laminaria también se observan
diferencias significativas entre las tres densidades de cultivo para las variables peso y

diametro (tabla 4-31).

Tabla 4-31.- Resultado del test de Kruskal-Wallis para las variables peso y diametro.

Densidad (N° de individuos/cesta) Estadisticoy2  Valor-P

Variable 10 30 50
Peso 39,11 +1,02 32,64+0,70 27,17 +£0,66 73,98 <0,001
Diametro 45,27 +0,56 43,23 +0,38 39,86+0,36 60,74 <0,001

El resultado del ANOVA para la variable altura (tabla 4-32) confirma que las medias de
las 3 densidades de cultivo son significativamente distintas, se rechaza la hip6tesis nula

de igualdad de medias ya que el p-valor<0,05.

Tabla 4-32.- Resultado del ANOVA para la variable altura.

Fuente Suma cuadr.  Grados libertad  Media cuadr. F-Ratio P-valor
Entre grupos 1918.,44 2 959,22 45,18 0,0000
Dentro grupos 25798,1 1215 21,233
Total (Corr.) 27716,6 1217
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Figura 4-24.- Representacion grafica de las medias obtenidas con las 3 densidades para cada
variable.
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Pienso de mejillon:

Como podemos ver en las tablas 4-33 y 4-34, en ambos andlisis los resultados obtenidos

son diferencias significativas en las medias de las densidades de cultivo para cada

variable.

Tabla 4-33.- Resultado del test de Kruskal-Wallis para las variables peso y diametro.

Densidad (N° de individuos/cesta) Estadisticoy2  Valor-P
Variable 10 30 50
Peso 25,74 +£0,45 17,32+0,40 15,65+0,37 218,84 <0,001
Diametro 40,50 +0,31 34,52+0,28 33,30+0,25 249 41 <0,001
Tabla 4-34.- Resultado del ANOVA para la variable altura.
Fuente Suma cuadr.  Grados libertad  Media cuadr. F-Ratio P-valor
Entre grupos 1576,07 2 788,035 111,29 0,0000
Dentro grupos 6344,24 896 7,08062
Total (Corr.) 7920,31 898
58 30 |
| i 548 _ ’E‘ 3 +
' s St
a 10k | 3
28 F a
sk
18 £ il ok
10 30 50 10 30 50 10 30 50
Densidad (N° de individuos/cesta) Densidad (N° de individ ta) Densidad (N° de individ|

Figura 4-25.- Representacion grafica de las medias obtenidas con las 3 densidades para

variable.

cada
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Pienso seco:
El p-valor es <0,001 (tabla 4-35), por lo tanto se rechaza la hip6tesis nula de igualdad

de medias, hay diferencias significativas entre las tres densidades de cultivo para las

variables peso y diametro.

Tabla 4-35.- Resultado del test de Kruskal-Wallis para las variables peso y diametro.

Densidad (N° de individuos/cesta) Estadisticoy2  Valor-P

Variable 10 30 50
Peso 29,37 +0,53 25,86+0,46 23,00+ 0,43 69,48 <0,001
Diametro 41,04 +0,32 39,62+0,28 37,76 +0,26 64,38 <0,001

En el caso de la variable altura existen también diferencias significativas entre las

densidades (tabla 4-36).

Tabla 4-36.- Resultado del ANOVA para la variable altura.

Fuente Suma cuadr.  Grados libertad  Media cuadr. F-Ratio P-valor
Entre grupos 1099,2 2 549,598 43,10 0,0000
Dentro grupos 17201,2 1349 12,7511
Total (Corr.) 18300,4 1351
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Figura 4-26.- Representacion grafica de las medias obtenidas con las 3 densidades para cada
variable.
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Ulva:

Igual que con el resto de las dietas existen diferencias significativas entre las densidades

de cultivo de los erizos para las tres variables (tablas 4-37 y 4-38).

Tabla 4-37.- Resultado del test de Kruskal-Wallis para las variables peso y diametro.

Densidad (N° de individuos/cesta) Estadisticoy2  Valor-P

Variable 10 30 50
Peso 33,05+0,65 27,60+0,57 21,69+0,52 160,58 <0,001
Diametro 43,92 +0,41 40,84+0,36 37,14+0,33 142,11 <0,001

Tabla 4-38.- Resultado del ANOVA para la variable altura.

40 [

Fuente Suma cuadr.  Grados libertad  Media cuadr. F-Ratio P-valor
Entre grupos 1099,2 2 549,598 43,10 0,0000
Dentro grupos 17201,2 1349 12,7511
Total (Corr.) 18300,4 1351
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Densidad (N° de individuos/ D i (N° de | Icesta) Densidad (N° de individuos/cesta)

Figura 4-27.- Representaclon grifica de las medlas obtemdas con las 3 densidades para cada
variable.

Al realizar las pruebas estadisticas tanto paramétricas como no paramétricas el resultado
es que en todos los grupos de alimentacion hay diferencias significativas en la media de
crecimiento de los erizos en funcion de la densidad a la que se realice el cultivo, en
todos los casos el peso, el diametro y la altura de los erizos disminuyen a medida que

aumenta la densidad de cultivo.

147



4.2.4. Conclusiones.

1. Las estructuras disefiadas para el engorde de erizos en batea se adaptan bien a las
necesidades experimentales, pero en caso de explotacion industrial se necesitarian otro
tipo de disefios con mas aprovechamiento del espacio entre estructuras, mayor

capacidad y mas facil manejo.

2. Las dietas disefiadas tienen un buen comportamiento en cuanto a que permiten su
conservacion en frio sin afectar a la durabilidad en el medio acuoso, siendo aceptadas

por los erizos.

3. Con las cinco dietas suministradas se ha reducido el tiempo de crecimiento de los
erizos con respecto al ritmo de crecimiento que presentan los individuos en su medio

natural, obteniéndose los mejores resultados con las dietas de Laminaria y Ulva.

4. Las dietas disefiadas funcionan bien y son estables en el agua, pero es necesario
reformularlas con el fin de que mejoren el crecimiento de los erizos con respecto a las
algas, pueden usarse como reserva en caso de temporal o problemas con el suministro

de algas.

5. Las densidades de cultivo influyen significativamente en el crecimiento de los erizos,
es necesario realizar nuevas experiencias que determinen la densidad adecuada a

diferentes tamanos, hasta alcanzar la talla comercial.

6. El engorde hasta tamafio comercial no seria rentable a nivel industrial debido a que el
precio actual de los erizos en el mercado no compensaria la inversion y el tiempo
necesarios, aunque si podria rentabilizarse un preengorde en batea de los erizos

juveniles alimentados con una dieta de algas para su uso en repoblacion.
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4.3. Crecimiento de juveniles de P. lividus obtenidos en
criadero, alimentados con algas.

4.3.1. Objetivo.

Comprobar la tasa de crecimiento de erizos juveniles de distintas tallas obtenidos en
criadero y alimentados con algas, con vistas a su uso en repoblaciones o a conseguir

erizos de tamano comercial.

4.3.2. Materiales y métodos.

En este segundo experimento trabajamos con distintos grupos de erizos juveniles que
nos llegan desde el CIMA (Centro de Investigaciones Marinas) de Ribadeo en dos
tandas diferentes, en la primera de ellas tenemos dos grupos de erizos diferenciados por

su tamano:

A.- Erizos pequeiios de la primera tanda:
Contamos con 390 ejemplares nacidos el 30-9-2006, estos erizos se llevaron a la
batea el 10-7-2007, en esta fecha presentaban un diametro de 5-10 mm
(8,43+1,04), y un peso de 0,29+0,12 g Se disponen en una cestilla ostricola
dividida por cuarterones a densidades de 200 (5120 ind/m?), 100 (2560 ind/m?),
60 (1536 ind/m”) y 30 (768 ind/m?) individuos por cuarteron.

B.- Erizos grandes de la primera tanda:
Tenemos 203 individuos nacidos y trasladados a la batea en la misma fecha que
los anteriores, con un diametro de 10-15 mm (12,34£1,55) y un peso de
0,87+0,34 g Se disponen en una cestilla ostricola con cuarterones a densidades
de 100 (2560 ind/m?), 50 (1280 ind/m?), 30 (768 ind/m®) y 23 (592 ind/m?)

erizos por cuarteron.
Estos erizos juveniles se alimentan ad libitum con algas de los géneros Laminaria spp. y

Ulva spp. Las medidas morfométricas se tomaron una vez al mes empleando para ello

los mismos instrumentos descritos en el apartado 3.4. del capitulo Materiales y métodos.
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La primera toma de medidas morfométricas se realiza el dia 14 de septiembre de 2007.
Es destacable el hecho de que los erizos se trasladen de los cuarterones de mayor
densidad a los de densidad mdas baja (los cuarterones no tenian tapa), como hemos
podido comprobar; también se observan desplazamientos desde el panier de los
individuos pequefios al panier de los erizos grandes. Aparentemente no existe
mortalidad pero si fugas, a pesar de que las cestas fueron reforzadas con gomas en su
cara externa con el fin de minimizar el espacio existente entre las mismas al ser

apiladas.

Posteriormente recibimos una segunda tanda de erizos juveniles procedentes del CIMA.

C.- Erizos de la segunda tanda:
En este segundo envio se recibieron también dos grupos de erizos, el primer
grupo formado por erizos de talla comprendida entre 10 y 15 mm y un segundo
grupo de erizos cuyo didmetro superaba los 15 mm; el primero de ellos fue
introducido en una caja experimental que se perdi6 después de la segunda
medida realizada el 11 de noviembre, por lo que no fue posible continuar con el

estudio de estos individuos.

En el segundo grupo hay 180 individuos nacidos entre enero y mayo de 2007 y llevados
a la batea el 19-10-2007, con un didmetro de 15 mm (15,3842,17) y un peso de
1,85+0,69 g. Se disponen en una cestilla ostricola sin separacion por densidades (1.440

ind/m?).

El dia 19 de octubre de 2007 se realiza la primera toma de medidas morfométricas de
estos erizos. Las medidas morfométricas se siguen tomando con una periodicidad de un
mes hasta el final del experimento, la mortalidad en este grupo de erizos es
practicamente nula, aunque se producen desplazamientos entre los cuarterones e incluso
de uno a otro panier, lo que hace variar las densidades de cultivo, debido a este
problema el 23 de mayo de 2008 decidimos sacar los cuarterones de los paniers para

unificar las densidades de los erizos en una sola.

Por otra parte, el dia 17 de enero de 2009 desdoblamos las tres cestas que contienen los

erizos juveniles procedentes de cultivo con el fin de disminuir la densidad de las mismas
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al haberse producido un incremento considerable en el tamafio de los individuos,
pasamos los erizos de cada cesta a otras dos que contendran la mitad de los ejemplares
cada una, asi nos quedaran seis cestas todas en la misma torre que numeramos de 1 a 6
empezando por abajo, las cestas 1 y 2 contienen los erizos grandes (10-15 mm de
diametro) de la primera tanda, las cestas 3 y 4 contienen los erizos pequefios (5-10 mm
de diametro) de la primera tanda y las cestas 5 y 6 corresponden a los erizos juveniles

de la segunda tanda.

El 2 de julio de 2008 se llevan a la batea 4.244 nuevos erizos nacidos en el CIMA de
Ribadeo al principio del proyecto, son colas del afio 2007. Se miden la talla, la altura y
el peso de estos nuevos individuos y se mantienen alimentados con algas con objeto de
reponer las posibles pérdidas que se produzcan en las cestillas ostricolas experimentales.
El dia 20 agosto de 2008 se vuelven a tomar medidas morfométricas de este grupo de
erizos, al contabilizarlos nuevamente comprobamos que quedan 3.300 ejemplares de los
4.244 que se introdujeron en la batea el 2 de julio, el resto se supone que murieron o
escaparon desde esta fecha. Estos individuos se distribuyen en dos grupos de cestas
ostricolas, el primero de ellos compuesto por cinco paniers con 200 individuos cada uno
(1.000), y un segundo grupo formado por otros seis paniers, cinco de ellos con 400
erizos y el panier superior con 300 (2.300); ambos grupos son alimentados con algas. Al
observar los datos obtenidos en la toma de medidas morfométricas podemos comprobar
que existe una dispersion de tallas muy grande en este grupo de erizos. El 23 enero de
2009 se llevan otros 500 erizos a la batea, son individuos juveniles nacidos en el CIMA

de Ribadeo en 2007 que constituyen los restos de las puestas de ese afio.

A continuacién se presentan los resultados de crecimiento obtenidos (tabla 4-39) para
cada uno de los grupos experimentales durante el tiempo de duracion del engorde de los
erizos (1370 dias en el caso de los erizos de la 1* tanda y 1269 dias los erizos de la 2*

tanda):
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Tabla 4-39.- Datos de crecimiento de los erizos durante el tiempo de cultivo en batea.

(%/dia)

GRUPO Pequeiios Grandes 2" tanda
1? tanda 1?* tanda
Didmetro inicial de caparazéon (mm) 8,43+1,04 12,34+1,55 15,38+2,17
Didmetro final de caparazon (mm) 43,68+7,98 44,34+4,56 42,78+8,80
Tasa de crecimiento lineal (um/dia) 25,88 23,49 21,73
Peso humedo inicial (g) 0,29+0,12 0,87+0,34 1,85+0,69
Peso humedo final (g) 38,00+£19,14 | 37,00+£12,20 | 36,50+23,12
Tasa de crecimiento especifico 0,12 0,09 0,08

4.3.3. Resultados y discusion.

4.3.3.1. Evolucion del peso y del didmetro de los erizos juveniles procedentes de

criadero.

Peso (g)

O ==t : : : : : : : : : : : : :
jun-07 sep-07 dic-07 abr-08 jul-08 oct-08 ene-09 may-09 ago-09 nov-09 mar-10 jun-10 sep-10 dic-10 abr-11

4—Erizos de la2?tanda —#—Erizos pequeios de la 1% tanda Erizos grandes de la 12 tanda

Figura 4-28.- Evolucion del peso de los 3 grupos de erizos juveniles procedentes de criadero.
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Figura 4-29.- Evolucion del diaAmetro de los 3 grupos de erizos juveniles procedentes de criadero.

En la representacion grafica de la evolucion del peso y del didmetro de los erizos vemos
que las series son heterocedasticas, observandose que la variabilidad de la serie aumenta

a lo largo del tiempo.

No parecen existir diferencias de crecimiento importantes entre las distintas densidades
al inicio del cultivo, mientras éstas se mantuvieron; se hace necesario el desdoble de las
cestas a medida que progresa el cultivo debido al aumento de tamafo de los individuos.
La mortalidad es casi nula, pero si se producen escapes de los erizos juveniles, por lo
que es necesario mejorar las infraestructuras de confinamiento. Se produce una
homogenizacion del crecimiento de los diferentes grupos, con tasas de crecimiento
superiores en los individuos que parten de un tamafio més pequeno. Observando la
evolucion del aumento de diametro de los erizos juveniles de la primera tanda nacidos el
30 de septiembre de 2006 (Fig 4-29), y considerando que un tamafio de 20 mm de
diametro es adecuado para que los erizos juveniles destinados a repoblacién sobrevivan
a los depredadores, se podrian obtener individuos aptos para repoblar zonas
sobreexplotadas en un afio y tres meses aproximadamente. En la figura 4-30 podemos
ver la representacion grafica integrada de la evolucion del peso y del didmetro de los

tres grupos de erizos.
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Evolucion de peso y diametro de los erizos
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Figura 4-30.- Grafico que integra la evoluciéon del peso y del didmetro de los erizos de los tres
grupos.

Hemos calculado ademés la tasa de crecimiento lineal (Fig 4-31) para cada grupo

experimental, expresada en micrémetros/dia y considerada mes a mes:

100 Tasa de crecimiento lineal
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Figura 4-31.- Evolucion de la tasa de crecimiento lineal de los erizos desde el inicio del experimento.
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Como podemos observar, las dos representaciones graficas nos indican que el
crecimiento se reduce con el tiempo, es decir, la velocidad con la que crecen los erizos,
o tasa de crecimiento lineal, es inversamente proporcional al tamafo de los individuos,
obteniéndose valores maximos de crecimiento al comienzo del experimento, de 107,42
um/dia hasta valores de 21,73 pum/dia al finalizar el mismo. Si se representara
graficamente el crecimiento de los erizos juveniles procedentes del medio natural a lo
largo del experimento y se comparara con el crecimiento de los erizos procedentes de
criadero veriamos que ambos siguen la misma tendencia y casi llegan a unificarse en los

ultimos meses.

4.3.3.2. Tratamiento estadistico.

Para este experimento se han calculado los crecimientos absoluto (CA) y relativo (CR),
ademas de las tasas de crecimiento absoluto (TCA) y relativo (TCR) de acuerdo con las
féormulas propuestas por Busacker ef al., 1990. Se evalué también la tasa instantanea de
crecimiento (Ricker, 1979), la cual se denomina también tasa de crecimiento especifico
(TCE). Realizamos también un andlisis estadistico de los datos obtenidos. La tabla 4-40

contiene la informacion de los estadisticos descriptivos mas relevantes:

1* Tanda. Erizos grandes.

Tabla 4-40.- Estadisticos descriptivos de los erizos grandes de la 1” tanda.

DIAMETRO PESO

Minimo: 10.58 0.500
1¥ cuartil: 20.52 3.695
Mediana: 27.27 8.100
Media: 28.52 12.531
3% cuartil: 36.20 17.900
Maximo: 54.20 65.000

En este grupo de erizos se hicieron 39 mediciones desde el 10/07/2007 al 01/04/2011.
El didmetro promedio de la muestra al inicio del experimento era de 12,34 mm, el
diametro promedio final es de 44,34 mm. En el caso del peso, al inicio del experimento

el peso promedio era de 0,87 g, el peso promedio final es de 37,00 g. En la tabla 4-41 se
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presentan los datos de crecimiento absoluto (CA) y relativo (CR), asi como las tasas de
crecimiento absoluto (TCA) y relativo (TCR) y la tasa instantdnea de crecimiento

(TCE).

Tabla 4-41.- Datos de CA, CR, TCA, TCR y TCE del diametro de los erizos grandes de la 1* tanda.

FECHA Promedio de CA CR TCA TCR TCE
DIAMETRO (mm) (mm) (%) (mm/dia) (%) (%/dia)

10/07/2007 12,34

12/08/2007 14,94 2,59 21,01% 0,08 0,64% 0,58
14/09/2007 17,17 2,24 14,97% 0,07 0,45% 0,42
19/10/2007 18,65 1,47 8,59% 0,04 0,25% 0,24
10/11/2007 20,00 1,35 7,22% 0,06 0,33% 0,32
13/12/2007 21,71 1,71 8,55% 0,05 0,26% 0,25
17/01/2008 22,70 0,99 4,58% 0,03 0,13% 0,13
08/02/2008 2430 1,60 7,03% 0,07 0,32% 031
23/02/2008 31,67 7,38 30,36% 0,49 2,02% 1,77
21/03/2008 26,26 541 -17,09% -0,20 -0,63% -0,69
18/04/2008 2541 -0,86 -3,26% -0,03 -0,12% -0,12
23/05/2008 27,96 2,55 10,04% 0,07 0,29% 0,27
20/06/2008 27,94 -0,01 -0,05% 0,00 0,00% 0,00
20/07/2008 28,07 0,13 0,46% 0,00 0,02% 0,02
21/08/2008 30,36 2,29 8,16% 0,07 0,25% 0,25
27/09/2008 37,15 6,78 22,34% 0,18 0,60% 0,55
25/10/2008 32,16 499 -1342% -0,18 -0,48% -0,51
22/11/2008 33,96 1,80 5,60% 0,06 0,20% 0,19
20/12/2008 36,21 2,25 6,62% 0,08 0,24% 0,23
17/01/2009 35,19 -1,02 -2,83% -0,04 -0,10% -0,10
20/04/2009 34,96 -0,23 -0,65% 0,00 -0,01% -0,01
16/05/2009 39,05 4,09 11,70% 0,16 0,45% 0,43
26/06/2009 40,27 1,22 3,12% 0,03 0,08% 0,08
25/07/2009 39,72 -0,56 -1,38% -0,02 -0,05% -0,05
05/09/2009 41,02 1,30 3,28% 0,03 0,08% 0,08
11/10/2009 42,96 1,94 4,72% 0,05 0,13% 0,13
30/11/2009 40,76 -2,20 -5,11% -0,04 -0,10% -0,10
09/01/2010 43,70 2,94 721% 0,07 0,18% 0,17
09/02/2010 39,19 451 -1033% -0,15 -0,33% -0,35
13/03/2010 40,57 1,38 3,53% 0,04 0,11% 0,11
10/04/2010 42,99 2,42 597% 0,09 0,21% 0,21
12/05/2010 39,70 -3,29 -7,66% -0,10 -0,24% -0,25
13/06/2010 40,03 033 0,83% 0,01 0,03% 0,03
11/07/2010 41,74 1,72 428% 0,06 0,15% 0,15
21/08/2010 4725 5,51 13,19% 0,13 0,32% 0,30
25/09/2010 4391 -3,34 -7,08% -0,10 -0,20% -0,21
04/12/2010 45,84 1,94 441% 0,03 0,06% 0,06
01/01/2011 44,92 -0,92 -2,02% -0,03 -0,07% -0,07
01/04/2011 4434 -0,57 -1,28% -0,01 -0,01% -0,01

En la tabla se alternan datos de crecimiento positivos y negativos.
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A continuacidn se presenta la tabla 4-42 de valores de crecimiento relativo al peso de

los erizos grandes de la 1* tanda.

Tabla 4-42.- Datos de CA, CR, TCA, TCR y TCE del peso de los erizos grandes de la 1? tanda.

FECHA df‘l;"E“;e(;i‘(‘L) CA () CR(%)  TCA(gdia)  TCR (%) (°/Toﬁ1];:a)

10/07/2007 0,87

12/08/2007 137 0,50 58,00% 0,02 1,76% 1,39
14/09/2007 955 0.89 65,10% 0,03 1,97% 1,52
19/10/2007 3,13 0.86 37,95% 0,02 1,08% 0,92
10/11/2007 3,72 0.59 18,88% 0,03 0,86% 0,79
13/12/2007 4,56 0,84 22,64% 0,03 0,69% 0.62
17/01/2008 5.73 1,16 25,50% 0,03 0,73% 0,65
08/02/2008 6,11 0.39 6,76% 0,02 0,31% 0.30
23/02/2008 15,17 9,06 148,17% 0,60 9.88% 6,06
21/03/2008 8,98 -6,19 -40,.81% 20,23 1,51% -1,94
18/04/2008 7,63 135 -15,07% 20,05 -0,54% 20,58
23/05/2008 8,71 1,09 14.27% 0,03 0.41% 0.38
20/06/2008 10,25 1,54 17,67% 0,05 0,63% 0,58
20/07/2008 10,25 0,00 -0,02% 0,00 0,00% 0,00
21/08/2008 10,76 0,51 4,93% 0,02 0,15% 0,15
27/09/2008 19,96 9,21 85,59% 0,25 2,31% 1,67
25/10/2008 14,45 5,51 27,61% 20,20 -0,99% 1,15
22/11/2008 17.26 281 19.45% 0,10 0,69% 0,63
20/12/2008 20,60 3,34 19,35% 0,12 0,69% 0.63
17/01/2009 19,79 -0,81 -3,93% 20,03 -0,14% 20,14
20/04/2009 17,44 235 11,87% 20,03 -0,13% 20,14
16/05/2009 22,00 4,56 26,15% 0,18 1,01% 0,89
26/06/2009 2382 1,82 8.27% 0,04 0.20% 0,19
25/07/2009 23,96 0,14 0,59% 0,00 0,02% 0,02
05/09/2009 23,60 2036 -1,50% 20,01 -0,04% 20,04
11/10/2009 28,06 4,46 18,90% 0,12 0,52% 0,48
30/11/2009 2538 2,68 -9,55% 20,05 -0,19% 20,20
09/01/2010 30,74 5,36 21,12% 0,13 0,53% 0,48
09/02/2010 23,60 7,14 23.23% 20,23 -0,75% 20,85
13/03/2010 29,06 5.46 23,15% 0,17 0,72% 0,65
10/04/2010 30,44 1,38 4,74% 0,05 0,17% 0,17
12/05/2010 27,48 2,97 -9,74% 20,09 -0,30% 20,32
13/06/2010 28,70 1,23 4,46% 0,04 0,14% 0,14
11/07/2010 31,57 2.87 10,00% 0,10 0,36% 0,34
21/08/2010 34,84 307 10,36% 0,08 0,25% 0,24
25/09/2010 30,65 4,19 -12,03% 20,12 -0,34% 037
04/12/2010 39,50 8,85 28,.87% 0,13 0.41% 0,36
01/01/2011 35,12 438 -11,09% 20,16 -0,40% 20,42
01/04/2011 37,00 1,88 5,35% 0,02 0,06% 0,06
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1* Tanda. Erizos pequefios.

Tabla 4-43.- Estadisticos descriptivos de los erizos pequeiios de la 1* tanda.

DIAMETRO PESO

Minimo: 6.46 0.1118
1% cuartil: 16.17 2.000
Mediana: 23.32 5.175
Media: 25.62 10.729
3% cuartil 33.96 15.100
Maximo: 60.17 73.000

Este grupo de erizos se mantuvo en la batea durante el mismo periodo que los erizos
grandes, desde el 10/07/2007 al 01/04/2011. Cuando se inici6 el experimento el
diametro promedio de la muestra era de 8,43 mm y el didmetro promedio final es de
43,68 mm; en el caso del peso, al inicio del experimento el peso promedio de la muestra

era 0,29 g y el peso promedio final es de 38,00 g.

A continuacion se presenta la tabla 4-44 con los datos de crecimiento relativos al

diametro de este grupo de erizos.
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Tabla 4-44.- Datos de CA, CR, TCA, TCR y TCE del diametro de los erizos pequefios de la 1*

tanda.

Promedio de . ) . .
FECHA DIAMETRO & TCA, S ECE L
) (mm) (mm/dia) (%) (%/dia)

10/07/2007 8,43

12/08/2007 11,97 3,54 42,07% 0,11 1,27% 1,06
14/09/2007 12,63 0,66 5,53% 0,02 0,17% 0,16
02/10/2007 11,86 -0,77 -6,13% -0,04 -0,34% -0,35
19/10/2007 14,58 2,72 22,97% 0,16 1,35% 1,22
10/11/2007 14,97 0,39 2,67% 0,02 0,12% 0,12
13/12/2007 18,98 4,01 26,79% 0,12 0,81% 0,72
17/01/2008 19,03 0,05 0,27% 0,00 0,01% 0,01
08/02/2008 20,65 1,62 8,49% 0,07 0,39% 0,37
23/02/2008 32,02 11,38 55,10% 0,76 3,67% 2,93
21/03/2008 24,69 -7,33 -22,89% -0,27 -0,85% -0,96
18/04/2008 22,73 -1,97 -7,97% -0,07 -0,28% -0,30
23/05/2008 2491 2,19 9,62% 0,06 0,27% 0,26
20/06/2008 26,44 1,53 6,14% 0,05 0,22% 0,21
20/07/2008 27,83 1,39 5,26% 0,05 0,18% 0,17
21/08/2008 27,45 -0,38 -1,38% -0,01 -0,04% -0,04
27/09/2008 29,23 1,78 6,49% 0,05 0,18% 0,17
25/10/2008 32,48 3,25 11,12% 0,12 0,40% 0,38
22/11/2008 32,47 -0,02 -0,06% 0,00 0,00% 0,00
20/12/2008 31,78 -0,69 -2,13% -0,02 -0,08% -0,08
17/01/2009 33,09 1,31 4,12% 0,05 0,15% 0,14
20/04/2009 35,90 2,82 8,52% 0,03 0,09% 0,09
16/05/2009 39,39 3,49 9,71% 0,13 0,37% 0,36
26/06/2009 41,03 1,64 4,15% 0,04 0,10% 0,10
25/07/2009 39,97 -1,06 -2,57% -0,04 -0,09% -0,09
05/09/2009 42,17 2,20 5,49% 0,05 0,13% 0,13
11/10/2009 41,04 -1,13 -2,67% -0,03 -0,07% -0,08
30/11/2009 41,14 0,10 0,23% 0,00 0,00% 0,00
09/01/2010 42,74 1,60 3,89% 0,04 0,10% 0,10
09/02/2010 41,73 -1,01 -2,37% -0,03 -0,08% -0,08
13/03/2010 40,75 -0,98 -2,34% -0,03 -0,07% -0,07
10/04/2010 42,06 1,31 3,21% 0,05 0,11% 0,11
12/05/2010 40,95 -1,11 -2,63% -0,03 -0,08% -0,08
13/06/2010 40,12 -0,83 -2,03% -0,03 -0,06% -0,06
11/07/2010 41,12 1,00 2,50% 0,04 0,09% 0,09
21/08/2010 44,14 3,01 7,33% 0,07 0,18% 0,17
25/09/2010 46,94 2,80 6,34% 0,08 0,18% 0,18
04/12/2010 46,09 -0,85 -1,81% -0,01 -0,03% -0,03
01/01/2011 46,69 0,60 1,30% 0,02 0,05% 0,05
01/04/2011 43,68 -3,01 -6,45% -0,03 -0,07% -0,07
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Tabla 4-45.- Datos de CA, CR, TCA, TCR y TCE del peso de los erizos pequeiios de la 1* tanda.

Promedio de CR TCA TCE
PESO (g2) (&) (g/dia) (%/dia)

10/07/2007 0,29
12/08/2007 0,78 0,49 169,82% 0,01 5,15% 3,01
14/09/2007 1,03 0,25 31,63% 0,01 0,96% 0,83
02/10/2007 0,77 -0,26 -25,45% -0,01 -1,41% -1,63
19/10/2007 1,57 0,80 104,43% 0,05 6,14% 4,21
10/11/2007 1,73 0,16 10,16% 0,01 0,46% 0,44
13/12/2007 3,19 1,46 84,09% 0,04 2,55% 1,85
17/01/2008 3,69 0,50 15,74% 0,01 0,45% 0,42
08/02/2008 4,09 0,40 10,80% 0,02 0,49% 0,47
23/02/2008 14,94 10,85 265,28% 0,72 17,69% 8,04
21/03/2008 7,48 -7,46 -49,91% -0,28 -1,85% -2,56
18/04/2008 5,50 -1,98 -26,50% -0,07 -0,95% -1,10
23/05/2008 6,53 1,03 18,70% 0,03 0,53% 0,49
20/06/2008 8,40 1,87 28,67% 0,07 1,02% 0,90
20/07/2008 9,60 1,20 14,26% 0,04 0,48% 0,44
21/08/2008 8,59 -1,01 -10,52% -0,03 -0,33% -0,35
27/09/2008 10,74 2,15 25,07% 0,06 0,68% 0,60
25/10/2008 13,72 2,98 27,75% 0,11 0,99% 0,87
22/11/2008 15,36 1,64 11,95% 0,06 0,43% 0,40
20/12/2008 14,62 -0,74 -4,82% -0,03 -0,17% -0,18
17/01/2009 15,20 0,58 3,97% 0,02 0,14% 0,14
20/04/2009 17,45 2,25 14,80% 0,02 0,16% 0,15
16/05/2009 21,00 3,55 20,34% 0,14 0,78% 0,71
26/06/2009 26,15 5,15 24,52% 0,13 0,60% 0,53
25/07/2009 23,44 -2,71 -10,36% -0,09 -0,36% -0,38
05/09/2009 25,72 2,28 9,73% 0,05 0,23% 0,22
11/10/2009 26,07 0,35 1,36% 0,01 0,04% 0,04
30/11/2009 29,63 3,56 13,66% 0,07 0,27% 0,26
09/01/2010 28,60 -1,03 -3,48% -0,03 -0,09% -0,09
09/02/2010 27,90 -0,70 -2,45% -0,02 -0,08% -0,08
13/03/2010 29,39 1,49 5,33% 0,05 0,17% 0,16
10/04/2010 29,17 -0,22 -0,74% -0,01 -0,03% -0,03
12/05/2010 29,87 0,70 2,41% 0,02 0,08% 0,07
13/06/2010 27,52 -2,35 -7,87% -0,07 -0,25% -0,26
11/07/2010 29,72 2,20 7,99% 0,08 0,29% 0,27
21/08/2010 31,31 1,59 5,35% 0,04 0,13% 0,13
25/09/2010 35,52 421 13,45% 0,12 0,38% 0,36
04/12/2010 40,00 4,48 12,61% 0,06 0,18% 0,17
01/01/2011 39,01 -0,99 -2,48% -0,04 -0,09% -0,09
01/04/2011 38,00 -1,01 -2,59% -0,01 -0,03% -0,03
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2% Tanda. Erizos grandes.

Tabla 4-46.- Estadisticos descriptivos de los erizos grandes de la 2° tanda.

DIAMETRO
Minimo: 11.67 0.810
1% cuartil: 19.76 3.175
Mediana: 31.82 12.200
Media: 31.23 16.325
3 cuartil 40.48 25.725
M3éximo: 61.26 84.200

En el caso de los erizos de la 2 tanda se hicieron 37 mediciones, se mantuvieron en la
batea desde el 02/10/2007 al 01/04/2011. Cuando se inicid el experimento el diametro
promedio de la muestra era de 15,53 mm, el didmetro final es de 42,78 mm. El peso
promedio de la muestra al inicio del experimento era de 1,68 g, al final del experimento

el peso promedio de los erizos es de 36,50 g.

En las tablas que siguen (tablas 4-47 y 4-48) se presenta el crecimiento absoluto (CA) y
relativo (CR), asi como las como las tasas de crecimiento absoluto (TCA) y relativo
(TCR) y la tasa instantdnea de crecimiento (TCE) de los erizos grandes de la 2° tanda en

relacion al didmetro y al peso.
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Tabla 4-47.- Datos de CA, CR, TCA, TCR y TCE del diametro de los erizos grandes de la 2° tanda.

Promedio de CA CR TCA TCE

DIAMETRO ym) (%) | (mm/dia) (%/dia)
02/10/2007 15,53 e
19/10/2007 15,38 0,15 -0,96% -0,01 -0,06% 20,06
10/11/2007 15,75 0,37 2,41% 0,02 0,11% 0,11
13/12/2007 18,83 3,07 19,51% 0,09 0,59% 0,54
17/01/2008 21,03 2,20 11,68% 0,06 0,33% 0,32
08/02/2008 22,51 1,49 7,06% 0,07 0,32% 0,31
23/02/2008 33,70 11,19 49,72% 0,75 3,31% 2,69
21/03/2008 28,82 4,88 -14,48% 0,18 -0,54% -0,58
18/04/2008 27,43 1,39 -4.84% -0,05 20,17% 20,18
23/05/2008 30,21 2,78 10,14% 0,08 0,29% 0,28
20/06/2008 27,55 2,66 -8.80% -0,09 031% 033
20/07/2008 30,08 2,53 9,20% 0,08 0,31% 0,29
21/08/2008 28,40 -1,68 -5,59% -0,05 20,17% 20,18
27/09/2008 32,78 437 15,39% 0,12 0,42% 0,39
25/10/2008 30,79 -1,98 -6,06% 0,07 0,22% 0,22
22/11/2008 30,61 0,18 -0,59% -0,01 -0,02% 0,02
20/12/2008 33,226 2,65 8,67% 0,09 0,31% 0,30
17/01/2009 33,91 0,65 1,96% 0,02 0,07% 0,07
20/04/2009 3833 442 13,03% 0,05 0,14% 0,13
16/05/2009 39,42 1,09 2,84% 0,04 0,11% 0,11
26/06/2009 39,75 0,33 0,84% 0,01 0,02% 0,02
25/07/2009 44,45 4,70 11,82% 0,16 0,41% 0,39
05/09/2009 41,40 3,05 -6,86% 0,07 0,16% 0,17
11/10/2009 42,38 0,97 2,35% 0,03 0,07% 0,06
30/11/2009 4536 2,98 7,03% 0,06 0,14% 0,14
09/01/2010 43,69 -1,66 3.67% -0,04 -0,09% 20,09
09/02/2010 39,03 -4.,66 -10,67% 0,15 0,34% 20,36
13/03/2010 37,62 141 3,62% 0,04 0,11% 0,12
10/04/2010 43,04 5,42 14,39% 0,19 0,51% 0,48
12/05/2010 40,33 2,70 6,29% 20,08 -0,20% 0,20
13/06/2010 42,71 2,38 5,90% 0,07 0,18% 0,18
11/07/2010 42,01 0,70 -1,64% -0,03 -0,06% -0,06
21/08/2010 44,30 2,29 5,45% 0,06 0,13% 0,13
25/09/2010 44,59 0,29 0,66% 0,01 0,02% 0,02
04/12/2010 4333 -1,26 2.83% -0,02 20,04% 20,04
01/01/2011 46,20 2,88 6,64% 0,10 0,24% 0,23
01/04/2011 42,78 343 7.41% -0,04 20,08% 20,09
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Tabla 4-48.- Datos de CA, CR, TCA, TCR y TCE del peso de los erizos grandes de la 2* tanda.

Promedio de CA(g) CR
PESO (g) (%

02/10/2007 1,68

19/10/2007 1,85 0,18 10,47% 0,01 0,62% 0,59
10/11/2007 1,91 0,06 3,15% 0,00 0,14% 0,14
13/12/2007 2,83 0,91 47,88% 0,03 1,45% 1,19
17/01/2008 4,53 1,70 60,35% 0,05 1,72% 135
08/02/2008 4,59 0,05 121% 0,00 0,06% 0,05
23/02/2008 17,13 12,55 273,61% 0,84 18,24% 8,79
21/03/2008 11,45 -5,69 -33,19% -0,21 -1,23% -1,49
18/04/2008 8,40 -3,05 26,61% -0,11 -0,95% -1,10
23/05/2008 9,94 1,54 18,31% 0,04 0,52% 0,48
20/06/2008 8,90 -1,04 -10,44% -0,04 -0,37% -0,39
20/07/2008 10,92 2,02 22,70% 0,07 0,76% 0,68
21/08/2008 10,05 0,87 -7,97% -0,03 -0,25% 0,26
27/09/2008 13,81 3,76 37,41% 0,10 1,01% 0,86
25/10/2008 11,65 2,16 -15,64% -0,08 -0,56% -0,61
22/11/2008 12,93 1,28 10,99% 0,05 0,39% 0,37
20/12/2008 15,81 2,88 22,27% 0,10 0,80% 0,72
17/01/2009 17,27 1,46 9,23% 0,05 0,33% 0,32
20/04/2009 20,15 2,88 16,68% 0,03 0,18% 0,17
16/05/2009 20,50 0,35 1,74% 0,01 0,07% 0,07
26/06/2009 22,25 1,75 8,54% 0,04 0,21% 0,20
25/07/2009 29,84 7,59 34,11% 0,26 1,18% 1,01
05/09/2009 24,51 -5,33 -17,86% -0,13 -0,43% -0,47
11/10/2009 29,27 4,76 19,42% 0,13 0,54% 0,49
30/11/2009 33,49 422 14,42% 0,08 0,29% 0,27
09/01/2010 31,30 2,19 -6,54% -0,05 -0,16% 0,17
09/02/2010 24,00 -7,30 -23,32% -0,24 -0,75% -0,86
13/03/2010 24,89 0,89 3,70% 0,03 0,12% 0,11
10/04/2010 31,96 7,07 28,41% 0,25 1,01% 0,89
12/05/2010 28,59 -3,37 -10,55% -0,11 -0,33% -0,35
13/06/2010 34,37 5,78 20,23% 0,18 0,63% 0,58
11/07/2010 32,07 2,30 -6,69% -0,08 -0,24% -0,25
21/08/2010 31,43 -0,64 2,00% -0,02 -0,05% -0,05
25/09/2010 33,68 2,25 7,16% 0,06 0,20% 0,20
04/12/2010 34,00 0,32 0,95% 0,00 0,01% 0,01
01/01/2011 36,66 2,66 7,82% 0,10 0,28% 0,27
01/04/2011 36,50 0,16 -0,44% 0,00 0,00% 0,00

Los valores del crecimiento son oscilantes debido a que se selecciona un nimero de

individuos al azar de cada cestilla para la toma de medidas morfométricas.
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4.3.4. Conclusiones.

1. Se necesita mejorar los sistemas de confinamiento de los erizos pequeios, tanto para

realizar experiencias con diferentes densidades, como para evitar los escapes.

2. El engorde de erizos juveniles en batea mediante el uso de macroalgas, hasta que
alcancen un tamafio adecuado para su introduccion en el medio natural, es una

alternativa viable para realizar programas de repoblacion.

4.4. Efecto de diferentes dietas experimentales sobre el indice

gonadal de P. lividus.

4.4.1. Objetivo.

Cuantificar el incremento en porcentaje corporal de las gonadas de los erizos durante la
duraciéon del experimento, de forma comparativa entre los diferentes grupos de

alimentacion.

4.4.2. Materiales y métodos.

Con esta experiencia pretendemos averiguar la influencia que tiene la alimentacion de
los erizos en el tamafio de sus gonadas; para ello comparamos el indice gonadal de
erizos de tamafio comercial procedentes del medio natural, con el IG de erizos

alimentados en la batea con piensos que elaboramos en el laboratorio.

El tamafio de las gonadas en relacion al erizo viene determinado por el indice
gonadosomatico, que se define como la razén entre el peso fresco o seco de las gonadas
y el peso fresco o seco del individuo. Esta medida se obtuvo secando previamente los
erizos en un papel absorbente durante cinco minutos para eliminar el agua sobrante, y

pesandolos después empleando para ello una balanza de precision; posteriormente se
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disecciona el erizo mediante un corte circular y se extraen las cinco goénadas
cuidadosamente, éstas se pesan también para obtener el indice gonadosomatico del
erizo. La informacién morfométrica recabada de cada erizo es por lo tanto su peso
fresco, el peso de sus gonadas, su didmetro y su altura, obteniendo asi la informaciéon
necesaria para determinar con la mayor precision posible el aumento de tamano de los
ejemplares. El indice gonadosomatico se ha calculado de distintas formas en diversos
trabajos (Moore, 1934; Lawrence et al., 1965; Fuji, 1967; Fenaux, 1968; Gonor, 1972;
Régis, 1979; Semroud & Kada, 1987; Grosjean et al., 1998), en este estudio
calcularemos el indice gonadal basandonos en el trabajo de Grosjean et al., 1998; por

tanto el porcentaje gonadal se calcula mediante la siguiente ecuacion:

IGS (%) = (peso gonadal / peso del erizo) x 100

4.4.2.1. Engorde de gonadas. Experiencia preliminar.

Esta primera experiencia de un afio de duracion consistié en comparar la evolucion del
indice gonadal de erizos procedentes del medio natural (Finisterre), con el indice
gonadal que presenten los erizos estabulados en la batea, procedentes de la misma
localidad, y alimentados con tres tipos de dietas: dos piensos fabricados por nosotros en
el laboratorio con un contenido del 20% y del 30% de proteina (Rey-Méndez et al.,
2009) y otro grupo alimentado con algas de los géneros Ulva spp. y Laminaria spp. El
objetivo de esta experiencia preliminar es determinar qué porcentaje de proteina del

pienso es el mas adecuado para incrementar el IG de los erizos.

Con el fin de conocer el incremento del porcentaje gonadal de los erizos en el tiempo, se
midieron los indices gonadosomaticos de diez ejemplares de cada grupo a estudiar al
principio del experimento. Estas medidas se realizan a diez individuos de cada grupo
con una periodicidad de un mes durante la duracion del experimento para comprobar la

evolucion diferencial de cada dieta. El 4 de enero de 2008 se tomaron las primeras
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medidas de peso, didmetro, altura y peso gonadal de los erizos, y se calculo el indice
gonadal correspondiente a los erizos de tamafio comercial mantenidos en la batea, con el
fin de comparar mensualmente estos datos con los obtenidos de los erizos extraidos del
medio natural y comprobar asi el efecto que tienen las distintas dietas sobre este

parametro.

Por otro lado obtendremos los datos de un grupo de erizos procedentes de la misma
localidad (Finisterre) que son extraidos del medio natural con una periodicidad mensual.
La medida del IG de estos erizos se realiza en las instalaciones del CIMA de Ribadeo
desde donde nos son facilitados los datos, el primero de los cuales se obtiene el 31 de
diciembre de 2007. Este experimento se mantiene durante un afio (diciembre 2007-

enero 2009) obteniéndose las medidas del IG una vez al mes.

4.4.2.2. Engorde de gonadas.

En esta segunda fase nos centramos en buscar el incremento del IG a corto plazo, los
grupos experimentales se mantienen un maximo de dos meses con un mismo tipo de
pienso (variaciones del pienso inicial del 30% de contenido proteico), para observar si el

incremento o la disminucién de ciertos componentes pueden influir sobre el IG.

El primer experimento bimensual comienza el dia 23 de febrero de 2009. Una vez que
se ha determinado el IG de los erizos de tamafio comercial procedentes de Finisterre,
éstos se distribuyen en los siete grupos experimentales que seran alimentados con
diferentes piensos o con algas, a continuacién se detalla la composicion de las dietas

suministradas en este experimento:

- DIETA 1: 30% de contenido proteico (antigua). Esta dicta estd compuesta
fundamentalmente por una combinacion de diferentes harinas (maiz, trigo,
soja), harina de pescado y gelatina de cerdo.

- DIETA 2: variacion de la anterior con algas.

- DIETA 3: igual a la dieta 2 pero con mas harina de trigo sustituyendo a la

maicena y a la harina de soja.

- DIETA 4: igual a la dieta 2 pero con mas harina de pescado, se utilizan la

microalga Dunaliella salina y 1a Cantaxantina como fuente de carotenos.
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- DIETA 5: igual a la dieta 4 con harina de trigo sustituyendo a la maicena y
a la harina de soja.
- DIETA 6: igual a la dieta S con la diferencia de que en esta dieta la harina

de trigo sustituye también al almidon.

- DIETA 7: Mezcla de Ulva rigida y algas laminariales.

|

Figura 4-32.- Piensos 2, 4 y 5 elaborados en el laboratorio. (Foto: J. Rodriguez-Castro).

Cada grupo se distribuye en dos paniers o cestas ostricolas. La alimentacion se
suministrd semanalmente, en cantidad suficiente para que no desapareciera totalmente
al final de los siete dias. EI 21 de marzo y el 18 de abril se toman las medidas de peso,
diametro, altura, color y peso de las gonadas de los erizos comerciales mantenidos en la

batea.
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El 25 abril de 2009 comienza el segundo experimento bimensual con nuevos erizos
comerciales y tres nuevas dietas: A, B y C, que sustituyen a las antiguas 1, 3 y 6. Se
mantienen 2, 4 y 5 debido a su mayor efectividad en relacion al incremento del indice
gonadal de los erizos, ademas de las algas. En total contamos con 229 erizos de los
cuales utilizamos 12 individuos para calcular su indice gonadal inicial y los 217
restantes se confinan en la batea distribuidos en 7 grupos de 31 erizos cada uno. Las

nuevas dietas que se suministran a estos grupos de erizos son las siguientes:

- DIETA A: similar a la dieta 1, las harinas de trigo y de pescado son
sustituidas por harina de soja.

- DIETA B: variacion de la anterior, las harinas de trigo y de pescado son
sustituidas por un 50% de algas y un 50% de harina de soja.

- DIETA C: igual a la dieta B con la diferencia de que se utiliza 1/3 de algas,
1/3 de harina de soja y 1/3 de gelatina de cerdo para sustituir a las harinas

de trigo y de pescado.

El 23 de mayo y el 20 de junio, se toman los datos correspondientes a este experimento

bimensual.

El 4 de julio de 2009 se recibe una nueva partida de erizos de Finisterre para hacer una
réplica de la experiencia anterior (los erizos se alimentan con las dietas: 2, 4, 5, A, B, C
y algas). El 9 de agosto y el 7 de septiembre, se toman los datos correspondientes de
manera similar a las experiencias anteriores. La cuarta experiencia es muy parecida a la
anterior, la unica diferencia entre ellas consiste en que se elimina la dieta C y se
sustituye por la dieta 4C, que es igual a la 4 con la diferencia de que la harina que lleva
es experimental (facilitada por el IIM de Vigo) y estd compuesta por cazon. Esta cuarta
experiencia comienza el 12 de septiembre de 2009 y las medidas se toman el 11 de
octubre y el 14 de noviembre respectivamente. Se elimin6 la dieta C por ser la que
(junto con A y B) presento6 peores resultados al observar el conjunto de las 4 mediciones
llevadas a cabo en los dos experimentos anteriores, con la excepcion del 20 de junio del
2009, fecha en la que la dieta C presenta una mayor recuperacion del indice gonadal

(IG: 9,45) que las dietas A (IG: 7,77) y B (IG: 7,83).
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El dia 8 de diciembre de 2009 comenzamos una réplica de esta cuarta experiencia con
nuevos erizos procedentes de Finisterre, ese mismo dia se obtienen las medidas del 1G
inicial de los erizos, que se mantendran alimentados con las mismas dietas de la
experiencia anterior, los dias 9 de enero y 9 de febrero de 2010 se realizaran las dos

mediciones correspondientes del IG de los ejemplares de esta nueva partida.

El ultimo experimento de incremento del indice gonadal de los erizos alimentados con
siete dietas diferentes da comienzo el 13 de marzo de 2010, dia en el que recibimos una
nueva partida de erizos comerciales procedentes de Finisterre. Nuevamente se trata de
una réplica de las experiencias anteriores, las dietas utilizadas en esta tltima réplica son
las mismas: algas, 2, 4, 5, A, B y 4C. Las medidas del indice gonadal de los erizos se

obtienen los dias 10 de abril y 10 de mayo de 2010.

4.4.3. Resultados y discusion.

4.4.3.1. Experiencia preliminar.

En la figura 4-33 se representan las medidas del indice gonadal de los erizos obtenidas
durante los meses transcurridos desde el inicio del experimento, exceptuando el mes de

agosto durante el cual no se obtuvieron medidas del indice gonadal.

Evolucion del indice gonadal de los
erizos
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Figura 4-33.- Grafico comparativo de la evolucion del indice gonadal de los erizos
con diferentes tipos de alimentacion en relaciéon al indice que presentan los erizos
procedentes del medio natural.
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Independientemente de la alimentacién que se suministre a los erizos, podemos
comprobar que el indice gonadal fluctia a lo largo del afio siguiendo la pauta que
presenta el ciclo gonadal de Paracentrotus lividus en las costas de Galicia, es decir,
observamos un pico donde el valor del IG es méximo en los meses de marzo y abril,
después de los cuales tiene lugar el desove anual de los erizos a finales de la primavera
o principios del verano, que tiene como consecuencia una disminucion brusca de dicho
indice; ésta se prolonga durante todo el periodo estival hasta el mes de septiembre,
durante el cual los fagocitos nutritivos comienzan a almacenar sustancias de reserva

dando lugar al inicio de la nueva vitelogénesis.

Es destacable el hecho de que tras el periodo de desove de la gonada, en los erizos
procedentes del medio natural podemos observar una disminucion considerable del 1.G.,
pasando de un valor de 5,5 en el mes de junio a un valor minimo anual de 2,57 en el
mes de julio, del que no empezard a recuperarse progresivamente hasta el mes de
septiembre en el que comienza a incrementarse el tamafio de la gonada debido al nuevo
proceso de vitelogénesis; sin embargo podemos observar que en el caso de los erizos
alimentados con el pienso del 30% no s6lo no disminuye el valor del indice gonadal
sino que aumenta, pasando de un valor de 6,56 en el mes de junio a un valor de 8,22 en
julio, manteniéndose durante todo el periodo estival en un nivel mas de tres veces
superior al valor del I.G. obtenido en los erizos procedentes del medio natural; en el mes
de septiembre se mantiene con un valor de 8,19 y empieza a su vez la recuperacion con

el nuevo proceso de vitelogénesis.

Los erizos alimentados con algas y con el pienso del 20% de contenido proteico
presentan valores intermedios de su indice gonadal durante el verano, siendo éstos de
5,28 y 5,74 respectivamente en el mes de septiembre cuando se empiezan a recuperar a

Su veEz.

Los valores del indice gonadal de los erizos procedentes del medio natural alcanzan su
maximo valor (11,82) en el mes de abril. Curiosamente los erizos alimentados en la
batea presentan un proceso vertiginoso de recuperacion gonadal a partir de septiembre
de 2008, alcanzando picos de 11,96 de indice gonadal en dicembre (pienso del 30%) y
de 11,20 y 12,03 de IG en enero de 2009 (algas y pienso del 20% respectivamente).
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Las experiencias sobre el indice gonadal en los erizos comerciales indican que el pienso
del 30% tiene un efecto de incremento respecto a las otras dietas y a los individuos del
medio natural, con un adelanto de un mes en el pico maximo con respecto al medio
natural. Esto tiene un gran interés desde el punto de vista de la explotacion comercial,
con la posibilidad de utilizar este pienso durante un periodo corto de tiempo con el fin
de incrementar el peso de las gonadas tras el periodo de desove que se corresponde con
el ciclo natural de Paracentrotus lividus, permitiendo ampliar el periodo de
comercializacion y transformacion de los erizos en las mejores condiciones de

explotacion.

4.4.3.2. Analisis estadistico de los datos.

El objetivo de este tratamiento estadistico de los datos es comparar el indice gonadal de
los erizos del medio natural con los indices gonadales obtenidos con las otras tres dietas.
Se presenta una tabla (4-49) resumen de los datos que contiene la informacion de los

estadisticos descriptivos mas relevantes:

Tabla 4-49.- Estadisticos descriptivos de los datos del IG obtenidos con erizos del medio natural y
con erizos alimentados con 3 dietas.

Indice gonadal Medio Natural Algas 20% 30%
Minimo: 1.242 1.983 0.826 2.257
1°" cuartil: 3.283 6.687 6.029 6.264
Mediana: 6.657 7.811 7.847 7.931
Media: 6.792 8.213 8.114 8.608
3 cuartil: 9.258 9.973 10.019 10.813
Maximo: 18.403 16.405 16.711 16.683

Consideramos como variable continua el indice gonadal de los erizos y como variable
explicativa el tipo de dieta. Para averiguar con qué tipo de dieta se obtiene un indice
gonadal més elevado en los erizos calculamos el IG promedio en funcién de cada dieta
y analizamos si existen o no diferencias entre ellas. Con un ANOVA (Analisis Of
Variance) podriamos analizar si las dos variables (indice gonadal y tipo de dieta) son
independientes o no, es decir, si obtenemos valores significativamente diferentes en el
IG seguin el tipo de dieta suministrada a los erizos. Para realizar un ANOVA tenemos

que comprobar que los datos cumplen el requisito de normalidad (tabla 4-50).
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Tabla 4-50.- Resultado de las pruebas de normalidad realizadas para el IG de los erizos del medio
natural y con 3 dietas.

Alimento Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Medio ,076 76 ,200 ,987 76 ,616
natural
Algas ,089 201 ,001 ,953 201 ,000
20% ,100 95 ,021 ,967 95 ,018
30% ,069 96 ,200 ,987 96 ,436

En la tabla 4-50 se muestran las pruebas de normalidad. Para que los datos cumplan este
requisito, el p-valor ha de ser ‘no significativo’ en los dos contrastes, es decir, p >0,05.
En este caso podemos asumir la no normalidad de la variable cuantitativa ‘indice
gonadal’ en los grupos Algas y 20%. Al no cumplirse la prueba de normalidad para
todos los grupos tenemos que emplear una prueba no paramétrica para realizar un
contraste de hipdtesis que evalue hasta qué punto las medias del indice gonadal son

diferentes. Realizamos el test de Kruskal-Wallis (tabla 4-51).

Tabla 4-51.- Resultado del test de Kruskal-Wallis para el indice gonadal de los erizos del medio
natural y alimentados con 3 dietas.

Estadistico Chi-cuadrado 23.3508

Grados de libertad 3
p-valor 3.412e-05

El resultado del test de Kruskal-Wallis nos permite rechazar la hipotesis nula de
igualdad de medias, hay argumentos que relacionen el indice gonadal con los 4 tipos de
dieta analizados. Para saber si todas son distintas tenemos que analizar las dietas dos a
dos; observando los intervalos de confianza para la media en cada dieta (tabla 4-52)

podemos intuir si la media de alguna de las dietas coincide:
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Tabla 4-52.- Resultado del contraste de medias del IG en los erizos del medio natural y alimentados
con 3 dietas.

Limite  Limite
inferior ~superior

201 6,79 3,87 27 625 7,33 1,24 18,40
76 821 262 30 761 8,81 1,98 16,41
96 8,11 3,15 32 748 8,75 83 16,71

95 8,61 324 33 7,95 9,27 226 16,68
468 7,66 3,50 ,16 7,35 7,98 83 18,40

La dieta con pienso elaborado al 30% es la que produce erizos con mayor indice

gonadal. Los erizos del medio natural son los que presentan un indice gonadal mas bajo,
y este grupo es totalmente diferente de los otros tres, su intervalo de confianza es muy
inferior y no interseca ni contiene a ninguno. Los intervalos de confianza de la dieta de
algas y de los piensos al 20 y al 30% son muy superponibles, para saber si son distintas

las medias de las tres dietas los comparamos dos a dos:

Comparacion algas con pienso al 20%:

Planteamos un contraste de hipdtesis en el que Hy, significa que las medias para ambas
dietas son iguales y H; que son distintas. Las dos poblaciones de erizos, los alimentados
con algas y los alimentados con pienso al 20%, siguen distribuciones normales. Tras
aplicar el test de normalidad de Shapiro Wilk, el p-valor en ambos casos es mayor de
0,05. Para contrastar si las medias en ambas dietas son iguales o no, aplicamos el t.test.
El resultado del test es un valor del estadistico de contraste (t = 0,2245), de los grados
de libertad (df = 169,569), y del p-valor = 0,8227. Dado que el p-valor es superior a
0,05, ya podemos concluir que tenemos evidencias en los datos para afirmar con un 95

% de confianza que las medias de las dos dietas son iguales.

Comparacion algas con pienso al 30%:

Procedemos de modo analogo al caso anterior y obtenemos en este caso el valor del

estadistico de contraste (t = -0,8812), los grados de libertad (df = 168,974), y el p-valor
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= 0,3794. En este caso el p-valor vuelve a ser superior a 0,05, por lo que podemos

afirmar que las medias de las dietas de algas y de pienso al 30% también son iguales.

Comparacion pienso al 20% con pienso al 30%:

En este caso los resultados del test nos dan un valor del estadistico de contraste (t = -
1,0675), los grados de libertad (df = 188,726), y el p-valor (p-value = 0,2871). Dado que
es superior a 0,05, ya podemos concluir que tenemos evidencias en los datos para

afirmar con un 95 % de confianza que la media de ambas dietas son iguales.

Las medias del indice gonadal de los erizos del medio natural y de los erizos
alimentados con 3 dietas son distintas pero al compararlas dos a dos el resultado es que
las 3 dietas distintas al medio natural (promedio = 6,79) proporcionan indices gonadales
medios iguales (promediOagss = 8,21; promediosge, = 8,11; promediosge, - 8,61). Esto
significa que alimentando a los erizos con cualquiera de las tres dietas obtendremos un
incremento del indice gonadal de los erizos con respecto al IG de los erizos del medio
natural, sin embargo obtendremos el mismo resultado independientemente de la dieta
que suministremos, con lo cual no seria rentable la fabricaciéon de piensos en el
laboratorio. No obstante, como se comentaba anteriormente, observando la figura 4-33
vemos que hay un periodo del ciclo anual de P. lividus, justo después del periodo de
desove (20 julio-20 septiembre) en el que el indice gonadal de los erizos alimentados
con pienso del 30% aumenta, pasa de un valor de 6,56 en el mes de junio a un valor de
8,22 en julio y se mantiene durante todo el verano en un nivel de mas del triple que el
valor del I.G. que presentan los erizos procedentes del medio natural; esta circunstancia
permitiria alimentar a los erizos recolectados en el medio natural con un pienso
elaborado en el laboratorio durante un periodo corto de tiempo antes del desove de las
gbénadas con el fin de mantener este indice gonadal en niveles elevados durante dos
meses mas y prolongar asi considerablemente el tiempo de comercializacion de los

erizos.
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4.4.3.3. Engorde de gonadas.

A continuacion se presenta la grafica que resume los resultados obtenidos con cada una
de las experiencias bimensuales donde se puede ver la evolucion del indice gonadal en

cada caso (figura 4-34).
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Figura 4-34.- Indice gonadal de erizos comerciales alimentados con diferentes dietas experimentales
y algas, respecto al medio natural.

En esta figura se pueden ver las 6 experiencias realizadas, de 2 meses cada una, con un
total de 10 dietas experimentales y una dieta de algas. Mensualmente se determin6 para
cada experimento el IG obtenido (puntos de diferentes colores) y se compard con el IG

del medio natural obtenido al comienzo de cada experimento.

Se representan en esta figura las medidas del indice gonadal de los erizos obtenidas
durante los seis experimentos bimensuales, asi como la evolucion del IG de los erizos
del medio natural. Los altos valores iniciales del IG de los erizos del medio natural del
primer experimento corresponden al maximo desarrollo gonadal anual. Al comienzo del
desove, se puede observar un descenso general del IG en la primera medida (21 de
marzo), excepto en el caso de las dietas 2 y 4, en las que se aumenta su valor. Las dietas

de algas, la 3 y la 6, son las que sufren un mayor descenso del IG, quedando por debajo
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del 1G de los erizos del medio natural. En el mes siguiente (18 abril), la dieta 3 y la de
algas siguen bajando mientras que el resto de las dietas aumentan el IG, excepto la dieta
4 (que tenia el maximo valor el mes anterior) que ahora desciende aunque sigue

manteniéndose por encima de los valores del medio natural.

En el segundo experimento se observa como durante el primer mes el IG sigue bajando
en todos los casos, manteniendo los mejores valores los erizos con las dietas similares a
la experiencia anterior. Las dietas nuevas (excepto la C) siguen teniendo valores
superiores al medio natural. Durante el segundo mes aumentan los valores de las dietas
5, 4, 2 y C, manteniéndose las dietas A y B con valores muy similares a los de erizos

alimentados con algas.

En la tercera experiencia vemos el efecto de la puesta sobre el IG, podemos observar
como en los meses de julio a septiembre se presenta el minimo IG anual (3,33-4,4%) en
el medio natural, correspondiente a la etapa previa a un nuevo ciclo reproductor, que
contrasta con el aumento del IG observado en todas las dietas, alcanzando un valor 2,5
veces superior al del medio natural en el caso de la dieta 4; las dietas 2, By 5 alcanzan
también el doble del IG comparadas con los erizos del medio natural, las dietas A 'y C
presentan un incremento menor, observandose el peor comportamiento del IG en el caso

de las algas (5,15%).

En el siguiente experimento vemos como se incrementa nuevamente el IG de los erizos
ya que se corresponde con un periodo de acumulacion de sustancias de reserva en la
gbénada, comienza de nuevo la vitelogénesis dentro del ciclo anual de Paracentrotus
lividus. En esta experiencia podemos observar que las dietas que mejor funcionan son la
4 y la 4C (disefiada a partir de la dieta C antigua), los individuos alimentados con estas
dietas mantienen su IG ligeramente mayor que los erizos del medio natural, los IG mas

bajos se corresponden con las dietas A, B y con los individuos alimentados con algas.

El quinto experimento bimensual realizado se corresponde con la época de mayor
crecimiento tanto somatico como gonadal de los erizos que se produce durante los
meses de invierno antes del desove. Como podemos observar, solo las dietas 4, 4C y 2

presentan valores de crecimiento ligeramente superiores a los valores del medio natural.
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El ultimo experimento realizado representa nuevamente el inicio progresivo de la época
de desove. Todos los erizos alimentados con las dietas suministradas, exceptuando la
dieta 2 y la de algas, presentan valores de indice gonadal por encima de los datos
obtenidos en erizos del medio natural; como se puede observar, la dieta que mejor
funciona en cuanto a mantenimiento de los valores del indice gonadal una vez que
comienza el periodo de desove es la dieta A, el IG de los erizos alimentados con esta
dieta desciende ligeramente en el mes de abril para volver a recuperarse en el mes de

mayo, alcanzando un valor de 10,72.

Las diferencias observadas entre los erizos mantenidos en el sistema de cultivo y los del
medio natural, en los meses de junio y julio, podrian ser debidas al acceso de los erizos
que estdn confinados en la batea a recursos alimenticios abundantes, haciendo que
presenten un incremento del IG incluso fuera del periodo reproductivo (Ebert, 1966;

Byrne, 1990; Fernandez, 1998; Fernandez & Boudouresque, 2000).

Cabe destacar que el IG del 15.56% obtenido con una de nuestras dietas (Fig. 4-34,
experimento 1, dieta 4) es superior al de otros estudios de alimentacién en erizos
grandes tanto en Escocia, donde Cook & Kelly (2007) obtuvieron un 10,4%, como en
Francia (Ferndndez y Boudouresque, 1998). Los valores de IG conseguidos en esta
experiencia son mayores que los habituales en erizos salvajes de Galicia (12,2%)

(Montero-Torreiro y Garcia-Martinez, 2003).

4.4.3.4. Analisis estadistico de los datos.

Al realizar el tratamiento estadistico de los datos del indice gonadal obtenidos con cada
dieta en los 6 experimentos, pretendemos comparar los indices gonadales finales de los
erizos, con el fin de ver si son significativamente distintos en funcidon de las dietas

suministradas, partiendo del indice gonadal inicial de los erizos del medio natural.

Experimento 1:

Se presenta una tabla resumen (tabla 4-53) de los datos promedio del indice gonadal de

los erizos del medio natural y de los erizos alimentados con las otras 7 dietas.
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Planteamos un contraste de hipotesis en el que Hy significa que las medias para ambas
dietas (medio natural con el resto) son iguales y H; que son distintas. En la siguiente
tabla se muestran los resultados de los p-valores en la segunda fila. En el caso de que el
p-valor sea superior a 0.05, ya podemos concluir que tenemos evidencias en los datos
para afirmar con un 95 % de confianza que las medias de ambas dietas son iguales, por
el contrario, si el p-valor < 0.05, las medias de ambas dietas seran significativamente

distintas.

Tabla 4-53.- Resultado del contraste de hipotesis entre las medias de IG de los erizos del primer
experimento.

Experimento Medio Algas Dietal  Dieta2 Dieta3  Dieta4d DietaS Dieta6
1 Natural

Media: 11,23 10,82 14,84 13,49 10,27 12,28 13,59 14,19

p-valor 0,695 0,007 0,083 0,442 0,314 0,069 0,009

Una vez mas la variable continua o variable respuesta es el indice gonadal, la variable
tipo factor vuelve a ser el tipo de dieta. La dieta 3 y la dieta de Algas presentan un valor
de indice gonadal menor que el de los erizos procedentes del medio natural. Por el
contrario las dietas: 4, 2, 5, 6 y 1 tienen un valor de IG superior al de los erizos del
medio natural. Observando los valores del p-valor obtenidos tras el contraste de
hipdtesis, podemos rechazar la hipétesis nula, hay pruebas que relacionan el indice

gonadal con los 8 tipos de dieta analizados.

Los IG de los erizos alimentados con las dietas 2, 3, 4, 5, y Algas no son
estadisticamente diferentes (p-valor > 0.05) de los IG de los erizos del medio natural,
su media no es estadisticamente significativa. Las dietas: 1 y 6 son las unicas cuya
media es estadisticamente distinta que la media del IG de los erizos procedentes del

medio natural, (p-valor < 0.05).
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Experimento 2:

A continuacién se presenta una tabla resumen (tabla 4-54) de los datos promedio del
indice gonadal de los erizos procedentes del medio natural y del IG de los erizos

alimentados con las otras 7 dietas.

Volvemos a hacer un contraste de hipotesis (tabla 4-54) en el que Hy significa que las
medias para ambas dietas (medio natural con cada una de las dietas artificiales) son
iguales y H; significaria que las medias son distintas. Una vez mas, si el p-valor es
superior a 0.05, podremos afirmar que las medias de las dietas son iguales

estadisticamente, en caso contrario seran distintas.

Tabla 4-54.- Resultado del contraste de hipétesis entre las medias de IG de los erizos del segundo
experimento.

Experiencia Medio Algas Dieta2 Dietad  DietaS DietaA DietaB DietaC
2 Natural
Media: 4,34 7,72 10,34 1044 10,28 7,77 7,83 9,15
p-valor: 6,53E- 6,82E- 1,66E-  2,68E-  3,08E- 7,30E- 1,87E-
05 06 06 06 04 05 05

En este caso todas las dietas incrementan de manera significativa el valor del indice
gonadal. El p-valor de todas ellas es menor que 0.05, las medias del IG son
significativamente distintas de la media de IG de los erizos procedentes del medio
natural. Las dietas mas eficaces incrementando el indice gonadal de los erizos son la 2 y

la 4.

Experimento 3:

A continuacion se presenta la tabla 4-55 con los datos de las medias y los p-valores

obtenidos al realizar el contraste de hipotesis en la tercera experiencia.
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Tabla 4-55.- Resultado del contraste de hipétesis entre las medias de IG de los erizos del tercer
experimento.

Experiencia Medio Algas Dieta2 Dieta4 Dieta5 DietaA  DietaB  DietaC
3 Natural
Media: 4,19 5,15 8,23 10,27 9,17 7,59 8,58 7,06
p-valor: 3,13E- 1,19E- 8,20E-
0,193 04 8,12E-06 04 0,001 05 0,002

Todas las dietas suministradas a los erizos aumentan el valor del indice gonadal con
respecto a los erizos del medio natural, sin embargo, en el caso de la dieta de Algas, este
aumento no es estadisticamente significativo, p-valor > 0.05, la media de los IG de los
erizos alimentados con Algas no se diferencia de la media de los IG de los erizos del

medio natural.

Experimento 4:

En la tabla 4-56 aparecen los valores medios del indice gonadal con las distintas dietas,

asi como los p-valores resultantes del contraste de hipotesis.

Tabla 4-56.- Resultado del contraste de hipétesis entre las medias de IG de los erizos del cuarto
experimento.

Experiencia Medio Algas Dieta2  Dietad DietadC Dieta5 DietaA DietaB

4 Natural
Media: 6,62 5,62 6,46 7,04 7,47 6,35 5,80 5,93
p-valor: 0,072 0,828 0,573 0,329 0,714 0,127 0,304

Observando los valores medios del IG vemos que las dietas: Algas, A, B, 5y 2
presentan un tamafio menor del indice gonadal que los erizos procedentes del medio

natural. Por el contrario las dietas 4 y 4C aumentan su valor.
Sin embargo debido a los valores que obtenemos al realizar el contraste de hipotesis

podemos afirmar que las medias de todas las dietas son estadisticamente iguales (p-

valor > 0.05) que la dieta del medio natural.
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Experimento 5:

Tabla 4-57.- Resultado del contraste de hipotesis entre las medias de IG de los erizos del quinto
experimento.

Experiencia Medio Algas Dieta2 Dietad DietadC DietaS DietaA DietaB

5 Natural
Media: 10,97 9,43 12,27 11,71 11,36 10,48 9,79 10,46
p-valor: 0,023 0,223 0,375 0,695 0,666 0,181 0,559

El tamafio del indice gonadal de los erizos (tabla 4-57) es menor que el IG de los erizos
del medio natural con las dietas: Algas, A, B y 5; sin embargo los erizos alimentados

con las dietas: 4C, 4 y 2 presentan un 1G mas elevado.

Una vez realizado el contraste de hipdtesis vemos que las medias de todas las dietas son
estadisticamente iguales que la media del medio natural, excepto la dieta de Algas (p-
valor = 0,023 < 0,05) que es la que presenta el indice gonadal mas bajo. La dieta de
Algas es significativamente distinta a las demds porque la media del IG de los erizos
alimentados con ella es estadisticamente menor que las del resto de dietas. Hay que
tener en cuenta que el experimento 5 se desarrolla durante una época del afio que

coincide con una etapa de recuperacion gonadal dentro del ciclo anual de P. lividus.

Experimento 6:

Tabla 4-58.- Resultado del contraste de hipotesis entre las medias de IG de los erizos del sexto
experimento.

Experiencia Medio Algas Dieta2 Dietad DietadC Dieta5 DietaA DietaB

6 Natural
Media: 4,49 6,91 3,87 8,34 9,64 8,69 10,72 8,47
p-valor: 0,013 0,745 0,003 0,018 0,067 0,008 0,015

Exceptuando la Dieta 2, con todas las dietas se consigue aumentar el valor medio del IG
de los erizos (tabla 4-58), el mayor aumento se produce con la Dieta A. Las dietas 2 y 5
presentan una media de IG estadisticamente igual que la de los erizos del medio natural.

Para las demas dietas se obtiene un p-valor < 0,05 al realizar el contraste de hipotesis,
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por lo que se puede afirmar que son significativamente distintas a la dieta del Medio

Natural.

4.4.4. Conclusiones.

1. Las dietas disefiadas en el laboratorio para engorde de génadas en la experiencia
preliminar cumplieron su objetivo, siendo la que mejor funciona la dieta del 30% de
contenido proteico, ya que se obtuvieron valores de indice gonadal 2,5 veces superiores

a los de los erizos del medio natural.

2. El engorde de erizos con la dieta del 30% durante un periodo previo al desove

permitiria ampliar el periodo de comercializacion y transformacion de los mismos.

3. De las 10 dietas disefadas para la experiencia de engorde de gonadas, las que mejor
funcionan son las dietas 4 y 4c. La alimentacion de erizos con estas dietas nos permitiria
mantener su IG en valores comerciales durante al menos dos meses después de que se
produzca el desove de los erizos en el medio natural, asi como una recuperacion muy
rapida de este indice al comenzar la vitelogénesis (233% de incremento del IG con la

dieta 4 en el mes de septiembre).
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4.5. Analisis preliminar de la diferenciacion genética de

poblaciones de erizo de mar, Paracentrotus lividus, a partir de

RAPDs (Random Amplified Polimorphyc DNA).

4.5.1. Objetivo.

Determinar la diversidad genética de distintas poblaciones de Paracentrotus lividus
mediante un estudio de genética poblacional a partir de muestras de las tres
comunidades autéonomas, Galicia, Asturias y Canarias, con el fin evaluar la posible

utilizacion de erizos de Asturias y Galicia para realizar repoblaciones en Canarias.

4.5.2. Materiales y métodos.

4.5.2.1. Muestreo.

Las localidades donde se recogieron los erizos para realizar este experimento aparecen
detalladas en el apartado 3.2.4.1. de Materiales y Métodos. Para su recoleccion y
transporte se actué como se describe en el apartado 3.2.1 del mismo capitulo. Una vez
en el laboratorio se procedid a abrir los erizos y a preservar las gonadas en etanol para

evitar su degradacion.

4.5.2.2. Analisis de datos.

Para realizar el analisis con RAPDs se seleccionaron las muestras que presentaban
menor degradacion y cuyo estado de conservacion era similar entre si. Una vez que
visualizamos los productos amplificados en el gel de agarosa se observan una serie de
bandas correspondientes a cada muestra, éstas se encuentran a distintas alturas
dependiendo del tamano de los fragmentos de ADN de la muestra analizada. Se
realizaron agrupamientos de las secuencias amplificadas con cada cebador utilizando el
software Quantity One (Bio-Rad), a partir de los cuales se construyeron dendrogramas
para cada cebador, basados en la presencia o ausencia de bandas compartidas entre

muestras, mediante el método de agrupamiento de pares con media aritmética no
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ponderada UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic averages) (Sneath
& Sokal, 1973). En el método UPGMA las secuencias, llamadas OTUs (unidades
taxondmicas operativas) son tratadas como taxones, las muestras con patrones de
bandas similares se agrupan por pares, se recalcula la matriz de distancias y se repite el
proceso secuencialmente hasta que todas las muestras se encuentran conectadas a un
unico grupo o ancestro comun. El resultado es un dendrograma enraizado donde se
representan las relaciones filogenéticas mas probables entre individuos de las

poblaciones analizadas.

4.5.3. Resultados y discusion.

Se han observado diferentes grados de degradacion en las muestras aisladas debido a
condiciones también diferentes y no adecuadas de preservacion de las mismas (Fig. 4-

35).

Figura 4-35.- Juego de ADNs aislados a partir de las muestras obtenidas.

En la figura 4-35 se aprecian bandas en las que el ADN se encuentra totalmente integro,
como se puede ver en las muestras 10 y 11, mientras en otros casos esta casi totalmente

degradado (muestras 16 y 17).
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A continuacién se muestran las fotografias de los patrones de bandas de RAPDs

obtenidos al amplificarlos con los distintos cebadores (Figuras 4-36 a 4-41).

En la figura 4-36 se observan distintos patrones de bandas, podemos ver que éstas se
distribuyen a distintas alturas dependiendo del tamafio del fragmento amplificado. Para
cada genotipo de P. lividus se generd un conjunto de patrones de bandas caracteristico o
huella genética que lo diferencia de los demas y a su vez permite establecer rangos de
similitud entre los distintos genotipos con el fin de agruparlos siguiendo el método

UPGMA.
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Figura 4-36.- Patrones de bandas de RAPDs tras la amplificacion con el cebador 1. (Muestras

analizadas de la peninsula Ibérica 1-16, Canarias:17-29).
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Figura 4-37.- Arbol de UPGMA mostrando las relaciones de similitud entre los patrones de RAPDs
obtenidos con el cebador 1. Abreviaturas: GAL-Galicia, AST-Asturias, CAN-Canarias. La
numeracion de las muestras se corresponde con la que aparece en la tabla 3-2 de Materiales y
Métodos. Cada rama representa una OTU.
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Figura 4-38.- Patrones de bandas de RAPDs tras la amplificacion con el cebador 2. (Muestras
analizadas de la peninsula Ibérica 2-16, Canarias: 17-29, Marcador 100pb: 1y 30).
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Figura 4-39.- Arbol de UPGMA mostrando las relaciones de similitud entre los patrones de RAPDs
obtenidos con el cebador 2.
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Figura 4-40.- Patrones de bandas de RAPDs tras la amplificacion con el cebador 3. (Muestras
analizadas de la peninsula Ibérica 2-16, Canarias: 17-29, marcador 100pb: 1y 30).
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Figura 4-41.- Arbol de UPGMA mostrando las relaciones de similitud entre los patrones de RAPDs
obtenidos con el cebador 3.

La resolucion de los fragmentos amplificados con el cebador 1 para RAPDs muestra
una clara diferenciacion entre los patrones de bandas de las muestras de Canarias
respecto a los de la peninsula Ibérica (Figura 4-36). Como resultado del anélisis
comparativo de las bandas detectadas y la reconstruccion grafica de la similitud entre
patrones mediante UPGMA, se observan dos grupos divergentes (Figura 4-37). El grupo
superior contiene casi exclusivamente individuos de Canarias, mientras que el grupo

inferior contiene las muestras peninsulares.

De forma similar los arboles obtenidos con los cebadores 2 y 3 muestran que las
muestras de Canarias se agrupan preferentemente en una rama divergente de la rama

que agrupa a las muestras peninsulares.

Estos resultados son esperables bajo una restriccion del flujo génico entre las
poblaciones peninsulares y la poblacion canaria. Sin embargo, el analisis con RAPDs

estd basado en similitud entre muestras y no necesariamente refleja relaciones
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filogenéticas. Por ello, con el fin de explorar estos resultados con mas detalle se decidid
estudiar las poblaciones mediante secuenciacion del gen mitocondrial de la subunidad I

de la citocromo ¢ oxidasa (COI).

4.5.4. Conclusiones.

1. El andlisis de los fragmentos amplificados con tres cebadores para RAPDs muestra

una clara diferenciacion entre las muestras canarias y peninsulares.

2. Se recomienda al equipo canario del proyecto que no realice sus repoblaciones con
erizos peninsulares, tal como estaba previsto, y que produzca sus propios juveniles con

reproductores de la zona.
3. Se decide explorar estos resultados con mas detalle, estudiando las poblaciones

mediante secuenciacion del gen mitocondrial de la subunidad I de la citocromo ¢

oxidasa (COI).

4.6. Estudio de poblaciones de P. lividus mediante secuenciacion del

gen de la subunidad I de la citocromo ¢ oxidasa (COI).

4.6.1. Objetivo.

Caracterizacion genética de muestras de distintas poblaciones de Paracentrotus lividus
mediante el estudio de un fragmento del gen mitocondiral COI, con el fin de determinar
la existencia de barreras al flujo génico y proporcionar informacion para la gestion de

este recurso pesquero.
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4.6.2. Materiales y métodos.

Las muestras de la poblacion La Restinga de Canarias no se secuenciaron por estar mal
preservadas y por tanto muy degradado su ADN. Las muestras de Puerto Naos no se
incluyeron en el estudio debido a que se produjo un error de identificacion y sélo una
secuencia de esta poblacion correspondia a P. lividus, el resto fueron extraidas de otra

especie de erizos, Arbacia lixula.

4.6.2.1. Electroforesis y deteccion de los productos de secuenciacion.

Antes de llevar a cabo la electroforesis es necesario eliminar los terminadores marcados
fluorescentemente no incorporados del BigDye terminator y evitar asi interferencias en
la secuenciacion. Se aplico el protocolo descrito en Montage SEQ96-Sequencing Wash
Solution (Millipore, Bedford, MA), que empleando una bomba de vacio filtra los
productos de secuenciacion con la solucion de lavado, éstos quedan purificados en la
placa y se resuspenden posteriormente con la Solucion de Inyeccidn; este protocolo

requiere muy poco tiempo, ademads no es necesaria la centrifugacion.

Los productos de extension fluorescentes se separaron mediante electroforesis y se
detectaron utilizando un secuenciador automdatico ABI 3730x1 (Applied Biosystems).
Finalmente se llevo a cabo una revision visual de los electroferogramas obtenidos con el
fin de corregir cualquier posible error en la lectura de los nucleotidos y un alineamiento
de las secuencias obtenidas usando para ello el programa Clustal X (Thompson et al.,
1994). Una vez alineadas las secuencias se revisaron manualmente con el editor de
secuencias de Bioedit (Hall, 1999) y se recortaron los nucle6tidos extremos de las

secuencias para que todas tuvieran la misma longitud (la de la secuencia mas corta).
4.6.2.2. Caracterizacion de secuencias.

Una vez construido el alineamiento definitivo usamos la herramineta “DNA to
haplotype collapser and converter” que encontramos en el software FABOX 1.40

(www.birc.au.dk). Esta herramienta nos permite colapsar las secuencias en haplotipos y

guardar el resultado en formato ARP.
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El niimero total de mutaciones, el nimero de haplotipos y la diversidad haplotipica y
nucleotidica fueron calculados con ayuda del programa DnaSP v. 5.10.01 (Librado &
Rozas, 2009). La inferencia filogenética se realizd6 mediante andlisis basados en el
criterio de distancias genéticas y en analisis de parsimonia, empleando para ello los
programas Arlequin 3.1.1. (Excoffier et al., 2005) y Network 4.6.1.0 (Bandelt et al.,

1999) respectivamente.

El modelo de sustitucion nucleotidica mas adecuado para analizar nuestros datos lo
calculamos empleando el programa jModeltest version 0.1.1. (Posada, 2008).
Basandonos en la estrategia de seleccion AIC (Akaike Information Criterion),
obtuvimos que el modelo de sustitucion nucleotidica mas adecuado a nuestras
secuencias es la distancia de Tamura-Nei o TMN (Tamura & Nei, 1993). Este modelo
tiene en cuenta la heterogeneidad en las frecuencias nucleétidicas de las secuencias, asi
como las diferentes tasas de sustitucion transicional que presentan las bases purinicas y
pirimidinicas (Tamura & Nei, 1993). Obtenemos un valor de la distribucién gamma de
0.1. Este valor corrige la diferencia existente entre las tasas de sustitucion nucleotidica

de los diferentes sitios (Tamura & Nei, 1993).

Con el programa Arlequin 3.1.1. (Excoffier et al., 2005) realizamos comparaciones
entre pares de poblaciones con 10.000 permutaciones para obtener los indices de
fijacion Fst (Wright 1943, 1951, 1965) y de diferenciacion genética (@srt) (Excoffier et
al., 1992). Realizamos el analisis de la varianza molecular (AMOVA) (Cockerham,
1969, 1973; Weir and Cockerham 1984; Excoffier et al., 1992) para averiguar la
distribucion de la varianza genética poblacional, para el cual se probaron diferentes
combinaciones entre grupos de poblaciones (tabla 4-59), ademas de calcular la varianza

entre las poblaciones sin agrupar.
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Tabla 4-59.- Combinaciones de grupos de poblaciones para el analisis de la varianza molecular.
Aguifio: 1, Carnota: 2, Castropol: 3, Fisterra: 4, Rinlo: 5, Rinconcin: 6, Tufia: 7, Médano: 8.

Combinaciones Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Peninsula y Canarias 1,2,3,4,5,6 7,8

Galicia, Asturias y

Canarias 1,2,3,4 5,6 7,8

Atlantico, Cantébrico y

Canarias 1,2,3 4,5,6 7,8

4.6.2.3. Diversidad haplotipica.

Con el fin de realizar un estudio de las relaciones entre haplotipos de Paracentrotus
lividus en una zona geografica mas amplia, que abarcaria 6 poblaciones del
Mediterraneo, 5 poblaciones de otras zonas del Atlantico y una de Canarias ademas de
las poblaciones de Galicia, Asturias y Canarias estudiadas por nosotros, buscamos en la
base de datos del GenBank las secuencias obtenidas en el trabajo de Durén et al., 2004,
con numeros de acceso AY630792-AY630981. Estas secuencias de 644 pares de bases
corresponden a 127 individuos de los cuales 62 provienen de poblaciones del
Mediterraneo, 54 de poblaciones atlanticas y 11 de Tenerife. Posteriormente realizamos
un alineamiento conjunto después de ajustar estas secuencias al tamafno de las nuestras.
Para el andlisis estadistico de la parsimonia y la representacion de las relaciones entre
los haplotipos de las distintas zonas se utilizo el programa Network 4.6.1.0 (Bandelt et

al,, 1999).

4.6.3. Resultados y discusion.

4.6.3.1. Estructura poblacional.
El fragmento amplificado estda formado por 557 pares de bases (Fig. 4-42)

correspondientes al gen COI (citocromo ¢ oxidasa subunidad I) del ADN mitocondrial

de Paracentrotus lividus (Duran et al., 2004).
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Las 76 secuencias procedentes de individuos de 8 poblaciones de Galicia, Asturias y

Canarias (Tabla 4-60) se colapsaron en 23 haplotipos unicos con 22 sitios variables.
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mitocondrial).

En la tabla 4-60 se puede ver que los valores de diversidad haplotipica oscilan entre
0,8333 en las poblaciones de Tufia o Carnota y 0,9451 en Aguifio, mientras los valores
de diversidad nucleotidica varian desde 0,002590 en Tufia hasta 0,006463 en Finisterre.
Se obtienen valores elevados de diversidad haplotipica en contraposicion a los valores
reducidos de diversidad nucleotidica en todas las poblaciones. Este fendmeno, que se
observa frecuentemente en otras poblaciones de equinodermos (Palumbi & Wilson,
1990; Debenham et al., 2000; Uthicke & Benzie, 2003) y otros organismos

invertebrados marinos (Palero et al, 2008), generalmente se atribuye a que una
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poblacion con un tamafio relativamente pequefio sufre una explosion demografica
(Watterson, 1984) expandiéndose y colonizando nuevos territorios; durante este proceso
se producen mutaciones que favorecen la supervivencia de la especie en las condiciones
ambientales del nuevo habitat, con el tiempo estas mutaciones se fijan dando lugar a
nuevos haplotipos caracteristicos de la nueva zona habitada.

Tabla 4-60.- Indices de diversidad de las poblaciones de erizo de la peninsula Ibérica y Canarias.
Numero de secuencias analizadas (N), nimero de haplotipos existentes en cada poblacion (Nh),

numero de sitios polimorficos (Np) y la diversidad haplotipica (%) y nucleotidica () con su
desviacion estandar.

Poblacion | Cédigo | N Nh |[Np h n
Peninsula

Rinconcin 1 10 7 0.9111 +/- 0.0773 0.005458 +/- 0.003708
Castropol 2 12 8 0.8939 +/- 0.0777 0.005825 +/- 0.003838
Rinlo 3 8 5 0.7857 +/- 0.1508 0.003497 +/- 0.002706
Finisterre 4 11 8 10 0.8909 +/- 0.0918 0.006463 +/- 0.004209
Carnota 5 4 3 2 0.8333 +/- 0.2224 0.003017 +/- 0.002824
Aguifio 6 14 10 9 0.9451 +/- 0.0451 0.005354 +/- 0.003536
Canarias

Médano 7 8 5 0.8929 +/- 0.0858 0.004936 +/- 0.003525
Tufia 8 9 6 5 0.8333 +/- 0.1265 0.003374 +/- 0.002590

El analisis ANOVA es el mas utilizado para detectar diferenciacion genética (Bird ef al.,
2011), en la tabla 4-61 se muestran los resultados de las varianzas y frecuencias
haplotipicas de las poblaciones organizadas en dos grupos: Peninsula y Canarias. El 68%
de la variabilidad genética es intrapoblacional y el valor del indice de fijacion Fsr =
0,01168 es no significativo (p = 0,27), es decir, no encontramos una estructura genética
poblacional en el area estudiada. Al analizar las combinaciones de los grupos de

poblaciones restantes (Tabla 4-59) tampoco se obtuvieron valores significativos de Fsr.

En la tabla 4-62 podemos ver debajo de la diagonal los valores de diferenciacion
genética &gy entre pares de poblaciones, por encima de la diagonal aparece el p-valor.
Los valores de p > 0.05 indican que no hay diferencias genéticas significativas entre las

poblaciones consideradas en el analisis.

En la tabla 4-63 se muestra la matriz de distancia genética entre pares de poblaciones.
Los valores de las distancias genéticas corregidas entre las poblaciones oscilan desde un

valor de -0.13642 entre las poblaciones de Rinconcin (1) y Rinlo (3), hasta 0.19665
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entre Aguifio (6) y Médano (7). Los bajos valores obtenidos apuntan en la misma

direccion que los resultados del analisis anterior. No se ha detectado una diferenciacion

genética significativa entre las poblaciones estudiadas.

Tabla 4-61.- Resultado del analisis de varianza molecular (AMOVA). 10.000 permutaciones.

Fuente de d. |Suma de|Varianza| Varianza Indices de
variacion f. | cuadrados total % fijacion
Entre grupos (Va) 1 0376  -0.03351 -3.28 Fer: -0.03284
Entre poblaciones
dentrode grupos (Vb) ¢ 7618  0.02561  2.51 Fsc : 0.02431
Intrapoblacional (Ve) 68  69.908 1.02805 100.77 Fsr: -0.00774
Total 75  77.901 1.02015
Fsr: 0.01168.

p-valor: 0.26792+/-0.00460.

Tabla 4-62.- Matriz de la diferenciacion genética @gr entre pares de poblaciones de P. lividus
(debajo de la diagonal) y su p-valor correspondiente (encima de la diagonal). Ninguno de los valores
de Pgy fue significativo ( p-valor < 0.05).

1

0.59351
-0.02084
-0.05847 0.00548
0.05055 0.10514
0.03061 -0.03226
-0.00052 0.00531
-0.02598 0.05257
-0.02479 0.01769

3 4 5 6

0.98683 0.15761 0.17830 0.41105 0.63736

0.35729 0.07366 0.65083 0.40659 0.27354
0.08821 0.08148 0.29581 0.62598

0.06702 0.76982 0.39630 0.07435

0.05005 -0.02120 0.18869 0.11692

0.01504 0.00326 0.02767 0.09761

-0.02532 0.09547 0.06253 0.07813

0.01822 -0.04815 -0.04509 -0.05403 0.08941

8
0.61489
0.44421
0.26601
0.88407
0.89823
0.86595
0.08336

Tabla 4-63. Matriz de valores de distancia genética entre las poblaciones de P. lividus. Los valores
por encima de la diagonal muestran la media de las distancias existentes entre pares de poblaciones
(PiXY). Debajo de la diagonal aparecen los valores del promedio corregido de distancias entre
pares de poblaciones (PiXY-(PiX+PiY)/2).

1 2 3 4 5 6 7 8

1 1.75867 | 2.27843 | 1.92852 | 2.27754 | 2.27258 | 2.05310 | 1.75386
2| 0.04925 2.07304 | 1.50337 | 1.75236 | 191173 | 1.77987 | 1.34235
3] -0.13642 | 0.13364 2.21089 | 2.56965 | 2.54188 | 2.28463 | 2.06469
4| 0.12354 | 0.17384 | 0.17593 1.80046 | 1.92219 | 1.90422 | 1.33798
51 0.06889 | 0.01917 | 0.13102 | -0.02830 236543 | 2.27162 | 1.73235
6] -0.00230 | 0.11231 | 0.03703 | 0.02720 | 0.06677 2.38898 | 1.78701
71 -0.04922 | 0.15301 | -0.04767 | 0.18179 | 0.14552 | 0.19665 1.86013
8] -0.02872 | 0.03523 | 0.05213 | -0.06471 | -0.07400 | -0.08558 | 0.16010
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Un resultado similar se obtuvo en el trabajo de Durdn et al., 2004 al comparar la
estructura genética de distintas poblaciones de P. lividus: 6 poblaciones del mar
Mediterraneo, 5 poblaciones del océano Atlantico y una poblacion de Tenerife. En ese
estudio se observo una elevada diversidad haplotipica y valores bajos de diversidad
nucleotidica en todas las poblaciones. Al comparar pares de poblaciones sélo la
distancia genética entre las poblaciones de Tenerife y Cabo de Gata fue significativa, y
en el andlisis de la varianza molecular (AMOVA) agrupando las poblaciones atlanticas
y mediterrdneas se obtuvo un valor no significativo. De todo ello se dedujo que no
existe una estructura genética diferenciada entre las poblaciones de P. lividus de las dos
cuencas oceanicas; en este trabajo tampoco se encontro una diferenciacion genética

significativa entre las poblaciones atlanticas estudiadas.

Nuestros resultados corroboran los obtenidos por Duran et al., 2004, al no detectar una
diferenciacion genética significativa entre las poblaciones analizadas en Galicia,
Asturias y Canarias, y amplian el nimero de poblaciones atlanticas y canarias

analizadas.

En la bibliografia consultada se encontraron numerosos estudios poblacionales de
equinodermos y otras especies de invertebrados en diferentes regiones geograficas, en la
tabla 4-64 se recogen algunos de ellos y los resultados correspondientes que se
obtuvieron en cuanto a la existencia de diferenciacion genética entre las poblaciones

estudiadas.
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Tabla 4-64.- Resultados obtenidos en otros estudios poblacionales con invertebrados en distintas

zonas geogrificas.

TRABAJOS Organismo Zona Método de | Estructura
PUBLICADOS geografica analisis poblacional
Debenham, 2000 Strongylocentrotus | Pacifico Gen de No

franciscanus noreste bindina
Paracentrotus Sur del mar | COIL 16Sy
Turi et al., 2007 lividus Tirreno ADNr No
nuclear
Quinteiro et al.,2007 Pollicipes Atlantico mtDNA Si
pollicipes noreste
Palumbi & Wilson, |Strongylocentrotus| Atlanticoy mtDNA No
1990 purpuratus Pacifico
Panaciulli et al., 1997 | Chthamalus spp. Atlanto- Alozimas Si
Mediterranea
Lessios et al., 1999 Eucidaris spp. Atléantico y Gen COI No
Pacifico
Atlantico, mtDNA No
Lessios et al., 2001b Diadema spp. Pacifico e alozimas
Indico
Astropecten Atlanto- mtDNA
Zulliger et al., 2009 aranciacus Mediterranea | (12S, 16S) Si
microsatélites
Uthicke & Benzie, Holothuria nobilis Indo- Gen COI No
2003 Pacifico
Palero et al., 2008 Palinurus elephas Atlanto- Gen COI Si
Mediterranea
Mao et al., 2011 Ruditapes Pacifico Gen COI Si
philippinarum noroeste

4.6.2.3. Diversidad haplotipica.

El alineamiento resultante de integrar las secuencias obtenidas en este trabajo con las

secuencias de P. lividus depositadas en GenBank por Duran et al., 2004 se colaps6 en

54 haplotipos con 43 sitios polimorficos, de los cuales 13 haplotipos nuevos fueron

aportados por nuestras secuencias.

En la figura 4-43 se representa el andlisis de parsimonia de los haplotipos resultantes del

alineamiento conjunto de las secuencias obtenidas en este trabajo con las secuencias

resultantes del trabajo de Duran et al., 2004. Encontramos una elevada diversidad de

haplotipos, los mas frecuentes se sitlian en una posicion central de la red, mientras los
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menos frecuentes en general son caracteristicos de una determinada region geografica,
derivados de una mutacion relativamente reciente, y se ramifican en torno a un
haplotipo de mayor frecuencia. Como podemos ver en la figura 4-43 los haplotipos mas
abundantes estan presentes en todas las zonas geograficas estudiadas (Galicia, Asturias
y Canarias), esta circunstancia revela un alto grado de homogeneidad genética entre las
poblaciones (Palero et al., 2008). En la parte inferior de la figura aparece una
agrupacion de haplotipos tnicos derivados de otro mas abundante que son exclusivos de

poblaciones mediterraneas.

Figura 4-43.- Red de haplotipos basada en el analisis de la parsimonia de las secuencias del gen
mitocondrial COI de las muestras de P. lividus. Los nimeros rojos corresponden al numero de
mutaciones que separan a los distintos haplotipos cuando son mas de una. El tamaiio de los circulos
es proporcional al niimero de individuos que comparten ese haplotipo.

OMediterraneo @ Atlantico (Duran et al., 2004) @Atlantico @Canarias O Canarias
(Durén et al., 2004).

La mayor parte de los haplotipos se encuentran en todas las regiones geograficas,
aunque también podemos encontrar haplotipos menos frecuentes especificos de cada

zona. No podemos rechazar que estos haplotipos estén presentes tambien en bajas
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frecuencias en otras regiones y no hayan sido detectados por la baja intensidad de
muestreo. Nuestros resultados son similares a los encontrados en los trabajos de Duran
et al., 2004 y de Calderén et al., 2008, en los que la representacion de la red de
haplotipos muestra una distribucion relativamente homogénea de los mismos en las

zonas del Atlantico y del Mediterraneo estudiadas.

La baja estructura genética detectada podria deberse a que Paracentrotus lividus posee
una elevada capacidad de dispersion por medio de sus larvas planctotroficas, que se
mantienen suspendidas en la columna de agua de 20 a 40 dias antes de fijarse al sustrato
(Pedrotti, 1993). Esta caracteristica contribuye a mantener un elevado nivel de flujo
génico y por lo tanto una relativa uniformidad genética entre zonas geograficas distantes
entre si, aunque existen otros factores bidticos y abiodticos que pueden influir en la
capacidad de dispersion de las larvas (Hereu et al., 2004). Las corrientes marinas suelen
actuar como un canal de dispersion de las larvas planctonicas de determinados
organismos, pero en ocasiones constituyen también una barrera invisible al flujo génico
(Palumbi, 1994). La corriente de las Azores se divide en tres ramas al aproximarse a la
costa occidental de los continentes europeo y africano. Una de estas ramas forma la
corriente ibérica que asciende hacia el Polo Norte y bafia la costa oeste de la peninsula
ibérica y el Golfo de Vizacaya; otra rama constituye la corriente de las Canarias que
desciende paralela a la costa marroqui y una tercera rama cruza el estrecho de Gibraltar
hacia el mar Mediterraneo (Quinteiro et al., 2010). Esta ramificacion de la corriente
podria limitar la dispersion larvaria de P. lividus, y por tanto el flujo génico entre las
tres regiones geograficas estudiadas. Otras posibles barreras al flujo génico de las
especies marinas son los distintos gradientes de salinidad del agua, corrientes circulares
o afloramientos de aguas profundas como ocurre en el interior de las rias gallegas; estas
barreras podrian dar lugar a la existencia de una estructura poblacional en especies con
una elevada capacidad de dispersion (Ward, 1989). Ademas de la capacidad de
dispersion larvaria de una especie es necesario valorar otros aspectos como el
aislamiento genético producido por grandes distancias, la seleccion natural,
determinados acontecimientos historicos, etc. (Palumbi, 1994), aunque para que exista
un aislamiento genético por distancia entre las distintas zonas geograficas estudiadas,
¢ésta debe superar de 2 a 5 veces la distancia que pueden alcanzar las larvas al

dispersarse en la columna de agua.
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El hecho de que el analisis de las poblaciones de P. lividus con RAPDs apunte hacia la
existencia de diferenciacion genética entre Canarias y el NW peninsular y la
secuenciacion del gen COI mitocondrial no haya encontrado diferenciacion genética
entre las mismas poblaciones resulta sorprendente y puede deberse a diversos factores.
Los marcadores RAPDs son menos especificos, van dirigidos a dianas que abarcan todo
el genoma, especialmente el genoma nuclear. Una posibilidad es que la diferenciacion
genética detectada con los marcadores nucleares entre las poblaciones de la peninsula y
de Canarias refleje una divergencia genética reciente, quizd relacionada con la
adaptacion local de las poblaciones en respuesta a diferencias ambientales como la
temperatura, el fotoperiodo, etc. Estos son aspectos que la secuenciacion de un gen
mitocondrial no puede detectar. Otra posibilidad es que las diferencias en los patrones
de RAPDs no reflejen diferencias genéticas, sino consecuencia de la existencia de
diferencias en el estado de preservacion de las muestras procedentes de las distintas
poblaciones, ya que una muestra con el ADN fragmentado puede conducir a la
generacion de artefactos. Sin embargo, el hecho de que cada una de las ramas de los
dendrogramas incluya muestras de diferentes poblaciones tanto en Canarias como en la
peninsula Ibérica, que hayan podido ser manipuladas de manera ligeramente diferente,

apunta hacia la robustez de nuestros analisis.

Para aclarar este punto se podrian plantear diversos trabajos a realizar empleando otros
marcadores moleculares como los microsatélites, que nos aportarian nuevos datos y por
tanto ayudarian a establecer la estructura genética de las poblaciones de P. lividus en las

zonas geograficas estudiadas.

A la vista de los resultados obtenidos, que no permiten descartar la existencia de
diferencias genéticas entre las poblaciones canarias y peninsulares, para futuras
repoblaciones con juveniles de Paracentrotus lividus se aconseja seleccionar a los
individuos reproductores en una zona del litoral maritimo perteneciente al mismo
habitat que se pretende repoblar. Otro aspecto a tener en cuenta es el interés en
preservar una elevada diversidad genética, similar a la observada en las poblaciones
naturales, en las poblaciones restauradas. Las poblaciones de P. lividus que sufrieron
una sobreexplotacion se vieron afectadas también por una pérdida de variabilidad
genética, este proceso se conoce como erosion genética y afecta tanto a especies

animales como vegetales y microorganismos. Un proceso de erosion genética
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continuada conllevaria una gran pérdida de variabilidad genética y por tanto la pérdida
de la capacidad de adaptacion de una especie ante los cambios ambientales (cambios de
temperatura, salinidad, epidemias, etc.), este fenémeno podria desembocar en la
extirpacion local de la especie. Otro problema relacionado con la pérdida de diversidad
genética es la depresion por endogamia derivada de la homocigosis de alelos recesivos
deletéreos, que desembocarian en enfermedades y problemas en cuanto a calidad
genética y evolucion de la especie en general. Por ello se aconseja mantener un elevado
nimero de parentales diferentes en los criaderos y el monitoreo de la diversidad

genética con marcadores moleculares.

4.6.4. Conclusiones.

1. Con los datos obtenidos en este estudio no podemos determminar la existencia de
una estructura poblacional en el drea geografica analizada, seria necesario ampliar el

estudio con otros marcadores genéticos.

2. La distribucion de los haplotipos mas abundantes por todas las zonas geograficas

estudiadas sugiere una elevada homogeneidad genética entre las poblaciones.
3. La repoblaciéon de habitats sobreexplotados debe realizarse con individuos

procedentes de la misma zona, ya que no podemos descartar la existencia de una

estructura genética poblacional.

201






5. DISCUSION GENERAL






La creciente importancia econdmica del erizo de mar en Galicia hace necesario que se
planteen estrategias de cultivo de este equinodermo, tanto para su explotacion industrial
como para repoblacidon, con vistas a mantener las poblaciones naturales de
Paracentrotus lividus en niveles sostenibles. En este trabajo se ha estudiado la posible
viabilidad del cultivo de erizo en batea, sistema tradicional utilizado en Galicia para el
cultivo de mejillon, lo que permitiria una nueva utilizacién de las mismas, asi como la
diversificacion de los cultivos marinos. Para ello, se han disefiado y probado estructuras
de confinamiento de los ejemplares, condiciones de cultivo, nuevas dietas tanto para
crecimiento somatico como para crecimiento gonadal, asi como la caracterizacion

genética de poblaciones de erizos peninsulares y canarios.

Se han disefado numerosas estructuras de cultivo para erizos de mar en diversos
trabajos, tanto para sistemas de cultivo terrestres basados en circuito cerrado de agua
(Hagen, 1996; Basuyaux et al., 1998), como destinadas al engorde de erizos juveniles
en sistemas de cultivo en el mar (Fernandez & Caltagirone, 1994; Fernandez, 1996;
James, 2006b). En los ultimos afios existe una clara tendencia al desarrollo de
estructuras de cultivo de esta especie en el medio marino, disefidandose jaulas
sumergidas (Robinson & Colborne, 1998), asi como sistemas de policultivo con
especies como el salmon (Kelly ef al., 1998), o sistemas multitroficos (Gonzélez, et al.,

2012).

En nuestro caso, las estructuras de cultivo disenadas para el engorde de erizos en batea
son eficaces, manejables y se adaptan bien a las necesidades de un cultivo a pequeia
escala, sin embargo, si se quiere desarrollar una explotacion industrial de mayor
envergadura, seria necesario comprobar, mediante experiencias a escala piloto, la
posible capacidad de carga de erizos en la batea en funcion de su superficie, altura
manejable de estructuras, asi como sistemas de apertura de las mismas rapida y segura
para la alimentacién de los individuos. Ello permitiria la realizacién de un estudio
economico fiable para analizar la viabilidad de cualquier planteamiento de cultivo
industrial, bien sea para cultivo completo hasta tamafio comercial, bien para cultivo
hasta tamafio adecuado para repoblacion, o bien para el engorde de gonadas en periodos
cortos de tiempo. Por supuesto, también se podrian mezclar en una misma batea todos

los sistemas, sea cual sea el objetivo final del cultivo.
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El posible disefio de estructuras de confinamiento para uso en explotaciones
industriales, tendria que tener en cuenta el tamafio inicial de los erizos. En el caso de
erizos pequefios procedentes de criadero (sobre 5 mm de didmetro), se podrian utilizar
cajas apilables de 50 x 50 cm y con altura de 10 cm, que tengan ranuras de ventilacion
de 2 mm, lo que permitiria la sujeccion a la batea por un tinico cabo que pasaria por el
centro de las cajas. Esta fase es la que requiere mas trabajo, ya que deberan ser
cambiadas las cajas cada 15 dias, para proceder a su limpieza y evitar que el fouling
acumulado obstruya o dificulte el paso de agua a través de las rendijas. También es
necesario la clasificacion y desdoble de los erizos, a medida que vayan creciendo, para
introducirlos en cajas similares pero con rendijas mas grandes (prolongando el tiempo
entre limpiezas) y disponerlos en menor densidad. En el caso de cultivo con fines de
repoblacidn, este proceso se prolongaria cerca de un afio y las ranuras finales serian de 8
mm, con densidades iniciales de 20.000 erizos/m” (5.000 erizos/caja) y finales de 1.400
erizos/m” (350 erizos/caja). Las columnas podrian tener un total de 18 cajas, lo que nos
daria una altura de columna de 1,80 m, que seria manejable con sistemas de izado
portatiles (ver figura 3-3), sin depender de grua instalada en una embarcacion, tal como
es habitual en el laboreo del mejillon. El total de erizos por columna seria de 90.000 al

inicio y de 6.300 al final.

En el cultivo de erizos procedentes de criadero y hasta tamafio comercial, al proceso
anterior habria que afiadir el realizar desdobles e ir cambiando el tamafio de ranuras en
las cajas (ahora con altura de 20 cm) hasta los 2 c¢cm, con densidades finales de 160
erizos/m’® (40 erizos/caja), durante 3 afios mas (un total de 4 afios de cultivo desde su
nacimiento). Las columnas serian del mismo tamafio que en el ejemplo anterior, aunque
con la mitad de cajas (9 en total). El total final de erizos por columna seria de 360 erizos

y un peso aproximado de 30 kg.

En el proceso de engorde de gonadas, se utilizarian erizos de tamano comercial (mdas de
55 mm de diametro), que se alimentarian durante uno o dos meses con dietas disefiadas
y preparadas en laboratorio. Las columnas, nimero de cajas y erizos, asi como el peso
de los mismos, seria similar al total final del apartado anterior. Las columnas de cajas
deberian disponer de una abertura lateral con puerta, con el fin de permitir su

alimentacion sin tener que desmontar la estructura, lo que facilitaria esta labor con el
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consiguiente ahorro de tiempo. Uno de los modelos disefiados en este sentido se puede

ver en la figura 5-1.

Figura 5-1.- Modelo de columna de cajas disefiado con apertura lateral para facilitar las labores de
alimentacion de los erizos.

Otro dato de interés para la actividad industrial seria la cantidad de columnas que se
podrian instalar en una batea, lo que nos proporcionaria una idea de la produccion.
Aunque este dato depende de la autorizacion que conceda la Xunta de Galicia, en el
momento de autorizar una batea para el cultivo de erizo, estimamos que, siguiendo las
pautas aprobadas para el cultivo de mejillon, se podrian instalar un total de 500

columnas de cajas dispuestas la mitad de ellas a una profundidad de 4 a 5,8 m, y la otra
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mitad entre 6 y 7,8 m, para evitar en lo posible el choque entre las cajas de diferentes

columnas en caso de temporales.

Con esta disposicion de columnas, tendriamos una capacidad final de cultivo, en erizos
de tamafio comercial, de 180.000 erizos, con un peso de 15.000 kg. En el caso de erizos
para repoblacion (2 cm de cidmetro), la capacidad de la batea seria de 3.150.000 erizos
dispuestos para su salida al medio natural, con la posibilidad de convertirse en una
produccion tedrica de 262.500 kg (después de unos 4 afios en el medio natural, aunque
sin contar con la mortalidad que se pueda producir en estas condiciones). Esta posible
produccion obtenida mediante la repoblacion, significa aproximadamente un 37,5% de

la produccion media anual extraida en Galicia (sobre 700.000 kg anuales).
En la tabla 5-1 se muestran las principales caracteristicas de estructuras, tiempos y

produccion de una batea dedicada al cultivo de erizos, dependiendo del uso final del

producto obtenido.

Tabla 5-1.- Estructuras, tiempo de cultivo y produccion de la batea.

Tiempo | Tamaiio | Medidas | Ranura N Erizos | Erizos/ Uso final
(meses) | (mm @) | caja (cm) | (mm) cajas/ /caja | columna erizos
columna
0-6 0-5 CRIADERO
6 5 50x50x10 2 18 5.000 | 90.000
12 20 50x50x10 8 18 350 6.300 Repoblacion
36 20-55 50x50x20 20 9 350 6.300 Comercializacion
1-2 >55 50x50x20 20 9 350 6300 Comercializacion

Erizos de criadero O Erizos destinados a repoblacién o comercializacion O Engorde de gonadas

Existen numerosos trabajos que acreditan la influencia de la alimentacidon suministrada
a los erizos sobre sus posteriores caracteristicas fisiologicas (Lawrence et al., 1989,
1992; Fernandez & Pergent, 1998; Daggett et al., 2005; Liu et al., 2007; Cook & Kelly,
2007), asi como la importancia del aporte proteico de la dieta, indispensable para un

crecimiento Optimo de los individuos (Fernandez, 1998; Fernandez & Pergent, 1998;

208



Fernandez & Boudouresque, 2000; Senaratna et al., 2005; Schlosser et al., 2005). Las
dietas disefiadas en nuestro laboratorio para el engorde de los erizos demostraron tener
un buen comportamiento en cuanto a su durabilidad en el agua de mar y la posibilidad

de conservarlas en frio, siendo ademas bien aceptadas por los mismos.

Los datos de crecimiento de los erizos son buenos en general, ya que alcanzan la talla
comercial (55 mm de diametro) en menos de cuatro afios, cuando los erizos del medio
natural en las costas de Irlanda tardan cuatro afios en alcanzar una talla de 35-50 mm de
diametro y posteriormente ralentizan su crecimiento (Crapp & Willis, 1975); un trabajo
realizado por Catoira en 1999 en las costas de Galicia estimd que harian falta 8 o 9 afios
desde el nacimiento de los erizos para que alcanzaran este tamafio. Los mejores datos de
crecimiento se obtuvieron con dietas naturales basadas en algas (Ulva spp. y Laminaria
spp.). Un cultivo de erizos que abarque su engorde desde la etapa de juveniles hasta que
alcanzan un tamafio comercial no seria rentable en este momento debido a la inversion
que seria necesaria en materiales y al bajo precio de venta del kilogramo de erizo en el
mercado (3 € aproximadamente), sin embargo, seria muy interesante la posibilidad de
realizar un cultivo parcial de los erizos juveniles, procedentes de criadero o del medio
natural, alimentandolos con algas durante un periodo de tiempo determinado con el fin
de que alcancen un tamafo adecuado que les permita protegerse de los depredadores y
sobrevivir en su héabitat natural. En caso de que escasee temporalmente el suministro de
algas, el cultivo podria mantenerse alimentando a los erizos con los piensos disefados,
ya que tienen una buena aceptacion por su parte y los datos de crecimiento que se
obtienen con ellos son elevados, aunque en menor medida que con una alimentacion
basada en algas. Este cultivo permitiria acelerar asi las tareas de repoblacion de

Paracentrotus lividus en su entorno natural.

Los piensos disefiados en el laboratorio para incrementar el indice gonadal de los erizos
de tamafio comercial resultaron ser muy eficaces, destacando las dietas 4 y 4C; estas
dietas se caracterizan por su alto contenido en proteinas, las cuales favorecen una
acumulacion de sustancias de reserva en las gonadas que repercutird a su vez en un
aumento del tamafo de las mismas (Fernandez, 1997; McBride et al, 1997; Liyana-
Pathirana et al., 2002). El IG méas elevado que obtuvimos en esta experiencia alcanzé un
valor del 15.56% del peso fresco del erizo, siendo superior al obtenido en otros trabajos

como el realizado por Cook & Kelly en el afio 2007, en el que se obtuvo un valor del 1G
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del 10,4%. Los erizos salvajes de Galicia presentan normalmente un valor del 1G del

12,2%. (Montero-Torreiro y Garcia-Martinez, 2003).

Los resultados obtenidos en este trabajo son muy alentadores ya que conseguimos un
incremento considerable del indice gonadal de los erizos de cultivo con respecto a los
del medio natural, ademas logramos que el IG mantuviera valores elevados durante al
menos los dos meses posteriores al desove natural de los erizos. Estos resultados nos
permitirian ampliar el periodo de explotacion de P. /ividus mediante una alimentacion
con estas dietas durante un periodo previo al desove natural de los erizos, este engorde
previo duraria como maximo dos meses para que la inversion realizada fuese rentable.
Ademas, el incremento en el IG de los erizos cultivados respecto al medio natural,
repercutiria en un aumento del precio de venta de la gonada en el mercado. Las
cualidades organolépticas de las gonadas procedentes de los erizos cultivados en la
batea son fundamentales para su posterior precio de venta en el mercado, una de las
cualidades mas importantes es el color, si las gonadas son de color amarillento, naranja
palido o marrén oscuro su precio en el mercado se devaluara debido a que su aspecto no

es apetecible para el consumidor (Robinson ef al., 2002).

El color que presentan la mayor parte de las gonadas extraidas de los erizos es de un
naranja brillante debido a la inclusion de pigmentos naturales en las dietas, procedentes
de la microalga Dunaliella salina, y su sabor no se diferencia del sabor de las gonadas

extraidas de los erizos del medio natural.

Los estudios de caracterizacion genética de las poblaciones de P. /ividus de la peninsula
y de Canarias revelan resultados diferentes con los marcadores moleculares utilizados;
el estudio genético poblacional realizado con RAPDs detecta una estructura poblacional
definida, es decir, una diferenciacion genética significativa entre las poblaciones del
noroeste de la peninsula ibérica y las poblaciones de Canarias; sin embargo, los analisis
de las secuencias obtenidas mediante la amplificacion del gen mitocondrial COI del
ADN mitocondrial (Cantatore et al., 1998) no detectaron esta estructura poblacional. El
hecho de que el andlisis genético de estas poblaciones mediante la amplificacion del gen
COI no encontrara resultados analogos, no significa que no exista diferenciacion; es
posible que el uso de este marcador molecular no haya detectado la existencia de

variabilidad genética derivada de los procesos de adaptacion a las condiciones
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ambientales caracteristicas de cada zona geografica. Seria interesante plantear un futuro
trabajo complementario, utilizando microsatélites como marcadores moleculares, o
plantear un estudio de gendmica poblacional empleando técnicas tipo RAD-sequencing
(Baird et al., 2008, Hohenlohe et al., 2010). Estas técnicas permiten caracterizar
decenas de miles de polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) simultaineamente y
han demostrado ser ttiles para identificar loci o regiones gendmicas implicadas en

adaptacion local en varios trabajos publicados hasta la fecha.

Existen gran cantidad de estudios filogeograficos realizados con poblaciones de erizos y
otros invertebrados en diversas areas geograficas, algunos de ellos se presentan en la
tabla 4-64 del apartado 4.6.3.1., cuyos resultados son también muy dispares en cuanto a
la deteccion o no de una estructura poblacional definida. Los trabajos de Debenham,
2000 (Strongylocentrotus franciscanus en el Pacifico noreste) y de Iuri et al., 2007
(Paracentrotus lividus en el sur del mar Tirreno) con distintos marcadores, no
detectaron la existencia de una estructura genética poblacional, sin embargo, el trabajo
realizado por Quinteiro et al, 2007 (Pollicipes pollicipes en el Atlantico noreste)
utilizando ADN mitocondrial como marcador, si detectd la existencia de esta estructura.
La mayor parte de los estudios realizados con Paracentrotus lividus (Duréan et al., 2004;
Calderon et al., 2008; Maltagliati et al,, 2010) comparando poblaciones del océano
Atlantico y del mar Mediterraneo, no encontraron diferenciacion genética significativa
entre las poblaciones atlanticas estudiadas. Como mencionamos anteriormente, esta
circunstancia podria explicarse por la elevada capacidad de dispersion de las larvas
planctotréficas de P. lividus, que propiciaria la existencia de un elevado flujo génico
entre areas geograficas distantes entre si, favoreciendo una homogenizacioén genética de
las poblaciones. Sin embargo, es necesario tener en cuenta otros factores tanto bidticos
como abioticos que pueden influir en el aislamiento genético de las mismas (Quesada et

al., 1995).

Las corrientes predominantes en un area determinada pueden ejercer como corredores
de flujo génico, favoreciendo la dispersion de las larvas en la columna de agua, pero
también como barreras invisibles al intercambio de este flujo génico entre las
poblaciones; la disponibilidad de fitoplancton, los afloramientos, remolinos y otros
fenomenos hidrodindmicos a pequefia escala pueden influir en las tasas de reclutamiento

y en el asentamiento de las larvas. La ausencia de habitat adecuado en grandes
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distancias geograficas u otras barreras biogeograficas contempordneas o historicas
pueden limitar la conectividad genética de las poblaciones. Por ultimo, la seleccion en
contra de genotipos no adaptados localmente es otro mecanismo que puede determinar

el aislamiento genético de poblaciones de una especie (Palumbi, 1994; Williams, 1975).

Los datos relacionados con los indices de diversidad obtenidos en este trabajo
concuerdan con los resultados de los trabajos de Duran et al, 2004; Calderén et al.,
2008 y Maltagliati ef al., 2010; en todos los casos se obtienen indices de diversidad
nucleotidica muy bajos e indices de diversidad haplotipica elevados, con una alta

proporcion de haplotipos de baja frecuencia.

El analisis de parsimonia de los haplotipos cuando combinamos nuestras secuencias con
las secuencias obtenidas en el trabajo de Duran et al., 2004 muestra una red con una
distribucion relativamente homogénea de los mismos. Los haplotipos més frecuentes se
encuentran en poblaciones de las tres zonas geograficas estudiadas, aunque existe
también una alta proporcion de haplotipos caracteristicos de un area determinada. Esta
circunstancia podria deberse a la explosion demografica de P. lividus en el Pleistoceno
tardio, las mutaciones ocurridas durante el proceso de expansion de la poblacion hacia
nuevos territorios, y que suponen una mejor adaptacion al medio de los individuos que
las poseen, se fijan en el genoma originando haplotipos caracteristicos de la nueva

region colonizada.

Los resultados obtenidos en este trabajo no nos permiten determinar la existencia de una
estructura genética poblacional pero tampoco descartarla, por lo que seria aconsejable
que la repoblacion de habitats que hayan sido sobreexplotados se realizase con
individuos juveniles de P. lividus procedentes de la misma region. Ademads se
recomienda que los individuos reproductores mantengan una diversidad genética lo mas
elevada posible con el fin de conservar la biodiversidad de la zona y evitar asi futuros

problemas de erosion genética y depresion por endogamia.
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6. CONCLUSIONES GENERALES






Las estructuras disenadas para el engorde de erizos en batea son eficaces y

manejables, adaptandose bien a las necesidades de un cultivo a pequeiia escala.

La tasa de crecimiento de los erizos procedentes de criadero es mayor que la de

erizos del medio natural, siendo las dietas que mejor funcionan las basadas en algas.

Las dietas disefiadas para el engorde son bien aceptadas por los erizos, mantienen
sus propiedades en el agua de mar al menos una semana y permiten su conservacion
mediante congelacion, pudiendo ser eficaces para mantener el cultivo de erizos en

caso de escasez en el suministro de algas.

Un engorde parcial en batea de erizos juveniles permitiria acelerar las tareas de

repoblacion de P. lividus en su entorno natural.

Las dietas 4 y 4C, disefiadas en el laboratorio para incrementar el indice gonadal de
los erizos de tamafio comercial mediante su utilizaciéon durante uno o dos meses,
permitirian ampliar el periodo comercial de los erizos y aumentar el IG respecto al

medio natural.

El estudio de la genética poblacional con marcadores mitocondriales refleja una
distribucién generalizada de los haplotipos mas abundantes por todas las zonas
geograficas estudiadas, lo que sugiere una elevada homogeneidad genética entre las

poblaciones.

El resultado de los analisis con marcadores moleculares no puede determinar la
existencia o no de una estructura genética poblacional, sin embargo, el andlisis de
secuencias nucleares apunta hacia la posible existencia de una estructura poblacional
fina entre los erizos de Canarias y las otras dos CC.AA. participantes en el proyecto,
por lo que se recomienda la realizacion de estudios complementarios, asi como el
uso de juveniles procedentes de reproductores canarios, para realizar la repoblacion

en las islas.
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