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Palabras clave RESUMEN | La ostra del Pacifico Crassostrea gigas es uno de los moluscos con mayor
Hipoclorito produccion a escala global y el éxito de su cultivo depende principalmente de la
Vitamina C produccion de semillas bajo condiciones controladas, siendo la calidad del agua utilizada
Larvas pediveliger un factor preponderante. Se evalu6 la produccion de postlarvas, tanto en el desarrollo
Tratamiento del agua larvario como en etapa postlarvaria temprana, bajo distintos tratamientos fisicos y
Tratamiento UV quimicos cominmente utilizados en el cultivo de invertebrados, teniendo como base la

filtracion y exposicion del agua a la luz ultravioleta-UV (tratamiento 1-control) y sus
variantes con adicion de: hipoclorito + tiosulfato, hipoclorito + vitamina C, hipoclorito +
tiosulfato + &cido etilendiamino tetraacético-EDTA, hipoclorito + tiosulfato + vitamina C
+ EDTA vy antibi6tico oxitetraciclina. Los resultados en menor tiempo del desarrollo
larvario, mayor tasa de crecimiento y talla de larvas competentes demuestran la eficacia
del tratamiento fisico del agua filtrada e irradiada con UV en flujos de 10 L min, y de la
terapia basada en oxitetraciclina para aumentar la supervivencia, asi como también
afectar positivamente en la tasa de asentamiento; sin embargo, no recomendamos el uso
de antibidticos en la produccion de semillas de C. gigas, por generar menor condicion
fisiologica de las larvas (retardo de 2 dias en el desarrollo larvario) y sus efectos de crear
resistencia dentro y fuera de la hatchery. Se recomienda para la produccién de postlarvas
de C. gigas el uso del agua filtrada hasta 1 um y posterior exposicién a luz UV, asi como
estudios para la bisqueda de alternativas de desinfeccion o fortalecimiento inmunoldgico
con el uso de productos naturales y probidticos para la optimizacion del desarrollo
larvario y postlarvario.

Keywords ABSTRACT | The Pacific oyster Crassostrea gigas is one of the mollusks with greater
Hypochlorite production on a global scale. The success of its cultivation depends mainly on the
Vitamin C, production of seeds under controlled conditions, for which the quality of water used is a
Pediveliger larvae preponderant factor. Production of C. gigas spat was evaluated, both in the larval and
Water treatment pediveliger stages, under physical and chemical treatments commonly used in the
UV treatment production of invertebrates. The different water treatments were based on the filtration

and exposure of water to ultraviolet light-UV (1-control treatment) and its variants with
the addition of hypochlorite + thiosulfate, hypochlorite + vitamin C, hypochlorite +
thiosulfate + ethylenediaminetetraacetic acid -EDTA, hypochlorite + thiosulfate +
vitamin C + EDTA and oxytetracycline antibiotic. The results, expressed in less time of
larval development, higher growth rate and size of larvae competent to the settlement,
demonstrate the effectiveness of the physical treatment of the filtered water and irradiated
with UV in flows of 10 L min-1, and of the therapy based on oxytetracycline to increase
the survival, as well as positively influencing the settlement rate. However, we do not
recommend the use of antibiotics in the spat production of C. gigas, because it generated
a lower physiological condition of the larvae (2-day delay in larval development) and its
effects on promoting resistance inside and outside the hatchery. For the production of
postlarvae of C. gigas the use of filtered water up to 1 pm and subsequent exposure to
UV rays is recommended, as well as studies searching for alternatives of disinfection or
immune strengthening with the use of natural products and probiotics for optimization of
larval and postlarval development.
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INTRODUCCION

Los moluscos producidos por cultivo suponen una remarcable cifra en la produccién mundial, contando
para el afio 2017 unos 17.4 millones de toneladas. Dentro de este volumen, la ostra del pacifico u ostra
japonesa Crassostrea gigas figura como una de las especies mas importantes, aportando mas de 600.000 t,
siendo Asia (China, Corea, Japon y Taiwan), Europa (Francia) y Estados Unidos los principales productores
(FAO 2020), lo cual es indicativo de la utilizacion de procesos optimizados para la produccion de semillas a
gran escala y del consecuente engorde en el mar y estuarios.

En Ecuador la ostra Japonesa fue introducida en 1990 (Alvarez et al. 2008), no obstante, recientemente
es que su cultivo ha comenzado a desarrollarse, gracias al incentivo de produccién de las comunidades
costeras promovido por el gobierno nacional y regional, particularmente en las costas de la provincia de
Santa Elena, asi como de algunas iniciativas privadas e investigaciones que registran su gran factibilidad de
cultivo tanto en el mar como en los estuarios (Lombeida 1997, Lodeiros et al. 2018, Trevifio et al. 2020),
todo ello preve a futuro préximo una posible expansion a gran escala, por lo que se necesitara una
produccion masiva de semillas de la especie.

Aunque existen varios estudios de la produccion de semillas de C. gigas, particularmente en zonas
templadas y subtropicales, en el tropico estos estudios son préacticamente inexistentes. Dentro de los
estudios realizados en otras latitudes, se dan a conocer la afeccion de variables exdgenas en el cultivo de C.
gigas, como por ejemplo la acidez, cuyo aumento en el agua afecta severamente el desarrollo embriogénico,
larvario y la calcificacion a nivel general (Kurihara et al. 2007, Barros et al. 2013, De Wit et al. 2016). Asi
mismo, sustancias téxicas como el cobre, cromo, arsénico, niquel, mercurio y zinc causan una afectacion
significativa (Martin et al. 1981, Jones 2006), por otra parte, la necesidad de mantener una buena calidad
fisico-quimica del agua utilizada es muy importante para control de patégenos, e inclusive para la expresion
genética (Sussarellu et al. 2018).

De esta manera, la composicion quimica del agua asi como sus cambios fisicos, quimicos y biolégicos
son muy complejos e influyentes (Boyd et al. 2016), por ello la importancia de la desinfeccion y el buen
manejo del agua de cultivo, siendo fundamental ademas para prevenir la introduccion y propagacion de
enfermedades infecciosas en acuicultura (Kasai et al. 2002).

Existen muchos métodos utilizados de desinfeccién, por ejemplo, para el tratamiento del agua, es
frecuente utilizar hipoclorito en criaderos de larvas de crustaceos, y su uso esta extendido a escala global
(Boyd and Massaut 1999, Kasai et al. 2002), otros métodos de desinfeccién como la ozonizacion,
hipoclorito por electrdlisis, permanganato, agua pasteurizada, etc., cuyo uso incluye la desinfeccion de
superficies, tanques y pequefios accesorios, ademas de antisépticos como el alcohol y jabén liquido usados
por el personal de manejo son también importantes. Por otra parte, la irradiacion adecuada del agua de mar
con UV es también muy utilizada y ha mostrado resultados que han mejorado la produccién acuicola, ya
que su eficacia pueden disminuir en > 95% las bacterias Gram negativas (Kasai et al. 2002). Otra forma de
control de calidad de agua es el uso de antibidticos como tratamiento antibacteriano, lo cual no es
recomendado por la resistencia que éstos podrian generar en los cultivos de moluscos bivalvos y en la
microbiota aledafia (Miranda et al. 2013, Dubert et al. 2016).

Helm et al. (2004) mencionan entre los factores que influyen en el asentamiento y metamorfosis de
bivalvos, la superficie del sustrato, reduccion de la temperatura del agua y la disponibilidad de reservas de
energia acumuladas durante la fase larvaria, pero no mencionan la calidad fisico-quimica del agua como un
factor influyente en el proceso, lo cual es de importancia para el éxito de los cultivos.

El presente estudio tiene como objetivo determinar la influencia del tratamiento fisico-quimico del agua
cominmente utilizada en la produccidon de larvas de organismos acuéticos sobre el crecimiento, la
supervivencia y la tasa de asentamiento de larvas de C. gigas.
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MATERIALES Y METODOS
Cultivos previos a los bioensayos

Los desarrollos larvarios se establecieron mediante la induccion de organismos de Crassostrea gigas de
80-100 mm, procedentes del banco de reproductores del Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones
Marinas de la Escuela Superior Politécnica del Litoral de Ecuador (CENAIM-ESPOL), mantenidos en
acondicionamiento en el reservorio de la estacion experimental Palmar (2° 00’ 51,40” S ; 80° 43’ 21,17" O),
finca experimental de engorde de camardn con influencia estuarina. En el laboratorio, la induccion se
realiz6 bajo procedimiento estandarizado del CENAIM-ESPOL; asi unos 50 animales se limpiaron
externamente, eliminando epibiontes de la concha, para someterlos a un proceso de desecacion por 12 h.

Luego de este primer estimulo, los organismos se expusieron a shock térmico, haciendo cambios de
temperatura de 24 a 31°C y viceversa, obteniéndose el desove de 4 hembras y 25 machos. Los organismos
en desove se separaron por sexo ubicandolos en recipientes de 20 L. La fertilizacion se realizd en
proporcién 10:1 (espermas:ovocito), y en unos 5 min se observé >90% de los dvulos fertilizados
(observacion de la formacién del primer cuerpo polar), validando la produccion de ovocitos competentes
para su desarrollo; seguidamente, luego de 15 min empezaron las divisiones celulares y los embriones se
transfirieron a un tanque de 1000 L, a una densidad de 50 embriones.mL™, donde transcurrieron los
restantes cambios embrionarios.

Las larvas veliger D de C. gigas (26 h postfertilizacién-PF) se recolectaron en tamices con malla de 30
um, para ser luego transferirlas a 3 tanques de 1000 L (5 larvas.mL™?). El agua de mar utilizada fue filtrada
por 10 um (filtro celulosa), 5 y 1 um (filtros de hilo), para finalmente ser irradiada con luz UV, con una
velocidad de circulacion para el llenado de las unidades experimentales de ~10 L.min. En esta etapa la
alimentacion consistié solo de Tisochrysis lutea=Isochrysis galbana a una dosis de 15-20.000 celulas.mL™.

Tratamientos del agua

Los tratamientos utilizados fueron la filtracién y exposicion del agua a la luz ultravioleta como se
describié para los cultivos previos (tratamiento control C) y variantes con adicién de hipoclorito + tiosulfato
(FCT), hipoclorito + Vitamina C (FCV), hipoclorito + tiosulfato + EDTA (FCTE), hipoclorito + tiosulfato +
Vitamina C + EDTA (FCVE) y oxitetraciclina (FO). Todos los tratamientos tanto para el desarrollo larvario
como para el asentamiento y desarrollo postlarvario se realizaron por triplicado.

El hipoclorito de sodio se prepar6 tomando 249 ml de cloro comercial (10%) aforandolo luego a 1000
mL para dosificarlo en dosis de 0,25 mL™.L de agua de cultivo, eliminando posteriormente el residual con
tiosulfato de sodio (0,1 mg.L™), de acuerdo con las recomendaciones de Torrentera y Tacon (1989). Para la
declorinacion con 4acido ascérbico (AA) se titularon las soluciones para obtener la dosis a utilizar,
necesitando una relacion de 2 mg de AA para neutralizar 1 mg de cloro.

El &cido etilendiamino tetraacético (EDTA) se utilizé en dosis de 1 mg. L™, segiin recomendaciones en
Helm et al. (2004). Finalmente, se incluy6 un tratamiento con oxitetraciclina 98% en dosis de 4 mg?.L
siguiendo las recomendaciones en Miranda et al. (2013).

Ensayo en el desarrollo larvario

Transcurridas 72 h PF, se inicid el experimento con larvas colectadas de cada tanque en un tamiz con
malla de 60 um (larvas con tallas dorso-ventral de DV 71,4 + 1,83 um-indices de dispersion expresados en
error estandar), y se transfirieron a unidades experimentales cilindro-cénicas de 50 L donde se desarrollé el
cultivo larvario, a una densidad de 3 larvas.mL™* manteniendo durante todo el ensayo una aireacion
moderada y recambios cada dos dias del 100% (con agua preparada segun el tratamiento). La alimentacion
establecida fue con las microalgas Chaetoceros gracilis y Tisochrysis lutea. Las microalgas fueron
producidas en medio f/2 (Guillard, 1975), enriqueciendo la diatomea con metasilicato de sodio al 1%. Las
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dosis alimenticias de la dieta bialgal se establecieron a partir de 25-30.000 células.mL* en proporcion 3:1
hasta el dia 5 PF, de 30.000-50.000 celulas.mL™ en proporcion 1:1 hasta el dia 11 PF y de 50-70.000
celulas.mL? en proporcion 1:3 hasta la aparicion de larvas pediveliger (15 a 19 dias, dependiendo del
tratamiento).

La evaluacién del ensayo se realiz determinando la supervivencia y el crecimiento larvario, en cada
réplica de los tratamientos; cada 2 dias las larvas fueron concentradas en un tamiz de tamafio de poro
adecuado, resuspendiéndose en un beaker de vidrio de 1 L. La relacion entre la cantidad de larvas y el
volumen total del recipiente permitid estimar la supervivencia tras un recuento de 3 réplicas de 1 mL en un
porta objeto (vidrio-reloj). Esta misma muestra fue fotografiada, y las capturas de imagenes se usaron para
la medicién y andlisis visual para determinar el porcentaje de larvas competentes al asentamiento
(desarrollo de mancha ocular) utilizando una camara LANOPTIK conectada a un microscopio trinocular
Olympus, siendo las imagenes procesadas con el software Nahwoo iworks 2.0.

Ensayo en el asentamiento y desarrollo postlarvario

Cuando las larvas alcanzaron en >50% de la etapa pediveliger, se colocaron en jarras plasticas de 2 L
(n=3) con fondo de malla 150 um, a densidad de 1 larva.mL™. El sustrato consistié en valvas molidas de
organismos adultos de la misma especie en tamafios de 200-250 um. Durante 5 dias se mantuvieron las
postlarvas en estos sistemas, con recambios del 50% del agua (con agua preparada segin tratamiento),
adicionando una dosis de alimento diario de 25.000 células.mL™ (T. lutea y C. gracilis) en proporcién 1:3,
manteniendo las unidades experimentales con aireacién moderada.

El asentamiento se evalud segln el nimero de organismos fijados al sustrato en relacion con la cantidad
de larvas pediveliger, y el crecimiento en dimension de concha luego de transcurridos 5 dias de ser
transferidos a los sistemas de fijacién. La longitud de las larvas pediveliger antes de la metamorfosis
(prodisoconcha 1), de las postlarvas (prodisoconcha ll+disoconcha), y de la disoconcha (deposicion de
concha luego de la metamorfosis) se midieron tomando la dimensién dorso-ventral méxima segn Gosling
(2015), tal y como se observa en la Fig. 1. La medicion se realiz6 mediante captura de iméagenes como fue
descrita para las larvas, pero conectada a un estéreo microscopio Olympus. La tasa de crecimiento diario
TCD (um.dia?) se determiné siguiendo las recomendaciones sefialadas en Abasolo-Pacheco et al. (2009).

Longitud total de semilla

" Longitud DV
de disoconcha

Figura 1 Postlarva de Crassostrea gigas luego de 5 dias del asentamiento mostrando en eje dorso-ventral, la longitud
total, compuestas por las longitudes de la prodisoconcha Il y disoconcha, la cual es separada por la linea de crecimiento
limite larvario.

Anadlisis estadistico

Los promedios de los tratamientos tanto en el crecimiento alcanzado en larvas competentes, su tasa de
incremento diario y la supervivencia larvaria, asi como la tasa de asentamiento, tamafio de prodisoconcha
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I1, disoconcha y longitud dorso-ventral total de las semillas obtenidas fueron contrastadas entre tratamientos
con una ANOVA simple con andlisis a posteriori de Tukey. Previamente al analisis se comprobéd la
normalidad y homogeneidad de varianzas con Shapiro Wilks y Bartlett test, respectivamente. La data de
supervivencia fue transformada por logaritmo inverso en funcion de ser normalizada. Se establecié una
probabilidad de significancia de P=0.05 y los andlisis se establecieron siguiendo las recomendaciones en
Zar 2010.

RESULTADOS
Desarrollos larvarios

La Tabla 1 muestra la tasa de crecimiento, la longitud y supervivencia alcanzada en larvas competentes
para el asentamiento, asi como el tiempo del desarrollo larvario en los diferentes tratamientos.

Tabla 1 Tasa de crecimiento (um/diat) durante el desarrollo larvario, longitud maxima y supervivencia (%) alcanzada
en las larvas pediveliger (um) y tiempo alcanzado para culminar el desarrollo larvario, en los diferentes tratamientos.

. Tasa crecimiento . Supervivencia Tiempo
Tratamientos (um/dia‘?) Longitud concha (um) (%) (dias)

C 19 £0,372 285,5 + 4,352 13,1 £0,49° 15

FCT 14 +0,41° 266,3 + 4,80° 10,6 +0,18° 19
FCV - 198,7 + 3,09¢ 0,3 +0,06° *
FCTE 13,1 +0,67¢ 249,0 £5,89° 2,6 +0,19¢ 19
FCVE 13 +0,78° 248,0 +5,01° 51 +0,68° 19

FO 15,7 +0,46° 266,6 + 4,445 21,7 £0,43° 17

C= filtracion por 10, 5y 1 pm +UV (control); FCT= Control+UV-+hipoclorito+tiosulfato; FCV= Control
+hipoclorito+Vitamina C; FCTE= Control+hipoclorito+tiosulfato+EDTA; FCVE= control+hipoclorito+Vitamina
C+EDTA, FO= Control+UV+Oxitetraciclina.

Las letras superpuestas indican diferencias significativas entre los tratamientos (p< 0,05), (xES)

*Larvas de este tratamiento no llegaron a formar mancha ocular, al dia 19 se observo la mortalidad masiva de las larvas con
este tratamiento.

El Unico tratamiento donde no se consiguié larvas competentes fue el que incluyd el aditivo de vitamina
C (FCV), manifestando una supervivencia del 0,3% y tallas menores a las 200 um al dia 19.

La mayor longitud obtenida (285,5 + 4,35 um), produjo también una significativamente mayor tasa de
crecimiento (19 pm.dia) y fue para las larvas que se desarrollaron con el tratamiento control (C), seguido
por el tratamiento FO (266,6 + 4,44 um y 15,7 + 0,46 ym.dia) y FCT (266,3 + 4,80 um y 14 + 0,41
um.dia?), estos ultimos representan un grupo significativamente igual. El resto de los tratamientos
alcanzaron tallas con tasas de crecimiento inferiores (~250 um; ~13 pm.dia™?).

En el transcurso del desarrollo larvario todos los tratamientos mostraron un evidente descenso
progresivo de la poblacién en cada una de sus réplicas, siendo los animales bajo el tratamiento FO los que
mostraron menor mortalidad, alcanzando supervivencias de 21,7 + 0,43 % al final del desarrollo larvario
(aparicion de >50% de larvas pediveliger competentes para el asentamiento), las cuales fueron
significativamente mayores a los demas tratamientos, y casi el doble del control (13,1 + 0,49 %), que
mostrd supervivencias significativamente iguales al tratamiento FCT (10,6 + 0,18 %); el resto de
tratamientos mostraron supervivencias <6%.

La obtencion de las poblaciones larvarias en mas del 50% en su nivel de larvas competentes se alcanzo
en el tratamiento control a los 15 dias PF, seguido el tratamiento con el antibi6tico (dia 17 PF). En el resto
de los tratamientos el desarrollo larvario finalizo a los 19 dias PF.

Asentamiento y crecimiento postlarvario

Las larvas competentes del tratamiento FO mostraron un significativo mayor porcentaje de asentamiento
(61,3 + 0,15%), seguido del control (C) con 44,8 + 0,16%. Estos porcentajes fueron muy superiores a los
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demaés tratamientos (<3%) (Tabla 2).

Tabla 2 Porcentaje de asentamiento de las larvas pediveliger en los diferentes tratamientos.

Tratamientos Asentamiento (%)
C 44,8 +0,16°
FCT 2,3 +0,10°

*FCV 0
FCTE 0,8 +0,18¢
FCVE 0,2 +0,10¢
FO 61,3 +0,15%

Las letras superpuestas indican diferencias significativas entre los tratamientos (p< 0,05), (ES)
*Larvas de este tratamiento no llegaron a formar mancha ocular, al dia 19 se observé la mortalidad masiva de las larvas con este
tratamiento.

En las postlarvas, la longitud dorso-ventral de la prodisoconcha Il no mostré diferencias significativas
entre los tratamientos; sin embargo, en la longitud DV de la disoconcha, el tratamiento C mostrd valores de
396,6 + 34,8 um, significativamente mayores a los demas tratamientos (<300 pm), estas diferencias
provocaron también una significativa mayor longitud total de semillas (894 =+ 11,5 um) por encima de los
demas tratamientos, le siguieron FCTE (815 + 5 um) y FO (782,6 £13 um), y con igualdad estadistica FCT
y FCVE con valores ~710 um (Fig. 2).

1000 O Lengitud total
a B Longitud prodisoncha
%00 = b 0 Longitud disoconcha
<
500 ]
= d d T
< 700 = ]
5 600
5
9 300 a
5 400 -
2 b
T 300 b . b ;
E aﬂ T
£ 200
T w0
0
C FCT FCIE FCVE FO

Figura 2 Longitud dorso-ventral de prodisoconcha Il, disoconcha y total de las semillas de Crassostrea gigas
cultivadas a los diferentes regimenes de calidad del agua de cultivo.

Las barras indican el error estandar y las letras diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,05). C= filtracién por 10, 5y 1 um
+UV  (control); FCT= Control+UV+hipoclorito+tiosulfato; FCV=Control +hipoclorito+Vitamina  C; FCTE=
Control+hipoclorito+tiosulfato+EDTA; FCVE= Control+hipoclorito+Vitamina C+EDTA; FO= Control+UV+Oxitetraciclina.

DISCUSION

La respuesta en el desarrollo larvario y postlarvario de Crassostrea gigas ante los tratamientos del agua
ensayados fue diferente en todos los parametros evaluados. Los mejores resultados fueron alcanzados con el
tratamiento control (C) y la adicién de antibidtico (Oxitetraciclina 98% en dosis de 4 mg*; FO): mientras en
C se obtuvieron significativamente las mayores tallas en larvas competentes para el asentamiento, con
mayor tasa de crecimiento en el desarrollo larvario en 15 dias y con una mayor longitud postlarvaria; en el
tratamiento FO se obtiene significativamente mayor supervivencia (casi el doble) y mayor tasa de
asentamiento, pero con 2 dias mas que el obtenido con el tratamiento C. Estos resultados sugieren que las
larvas al ser tratadas con el antibidtico sobreviven méas, aunque con menor condicidn, ya que poseen menor
crecimiento y un retardo de 2 dias en el desarrollo larvario. El significativo mayor crecimiento de las
postlarvas en el tratamiento C (sin antibidtico), soporta la hip6tesis de mejor condicién larvaria que en el
tratamiento con el antibidtico.

El objetivo con el uso de antibioticos en desarrollos larvarios de moluscos bivalvos es principalmente
disminuir la carga bacteriana, particularmente la de potencial patogenicidad, como bacterias tipo Vibrio
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(Uriarte et al. 2001, Sowerby and Campa-Cdérdova 2005, Miranda et al. 2013) llegandose a sugerir que el
tratamiento antibiotico mejora la condicidn y supervivencia post-metamorfica debido a que reduce la
cantidad de energia asignada a la defensa de patdgenos bacterianos (Pernet et al., 2006). La notable mejor
supervivencia en el tratamiento con antibiético muestra un evidente problema bacteriano en el desarrollo
larvario; sin embargo, las larvas sin antibiético (control) muestran mejor condicidn, sugiriendo que el
antibiético puede afectar negativamente en el metabolismo y estado fisiologico larvario, lo cual sugiere ain
mas limitar el uso de antibidticos en la produccion de semillas de Crassostrea gigas.

El tercer mejor tratamiento fue el FCT, el cual alcanzo tallas de larvas competentes significativamente
iguales a FO y supervivencias similares a C, pero con longitud postlarvaria menor y una tasa de
asentamiento mucho menor, lo cual muestra una evidente menor condicion de las larvas tratadas con FCT
con respecto al control y a FO. La clorinacion del agua y declorinacion con tiosulfato es una técnica
bastante comun en acuicultura, especificamente en el cultivo de crustdceos donde las dosis recomendadas
van de 5 a 20 ppm (Lio-Po et al. 1989), demostrandose ademas que el cloro podria inactivar bacterias
luminosas potencialmente patogenas (Jawahar et al. 2002), asi como bacterias Gram positivas (Pascho et al.
1995) e incluso virus (Tree et al. 1997); no obstante, en nuestro estudio el cloro y/o tiosulfato de sodio pudo
alterar la composicion quimica del agua y con ello fisiolégicamente las larvas de C. gigas, tal como lo
muestra De Wit et al. (2018) quienes encontraron que al manipular quimicamente el agua de mar el
crecimiento de la concha de larvas de mejillones y ostras se ve afectado negativamente.

De igual manera, podria existir una toxicidad a partir de las reacciones quimicas generadas en el proceso
de clorinacion sobre los organismos acuéticos, situacion confirmada con el sulfato de sodio en moluscos
(Jorge y Moreira 2005), o el sulfato de cobre en crustdceos (Mendoza-Rodriguez 2009, Scelzo 1997) y
peces (Velasco-Santamaria et al. 2006; Wu et al. 2003), en vista de ello, se hace necesario investigaciones
para determinar como interaccionan los quimicos usados para causar su efecto en larvas de C. gigas,
buscando dilucidar la hipétesis de toxicidad.

El resto de los tratamientos (FCV, FCTE y FCVE) que involucran la adicién de vitamina y EDTA,
mostraron los menores indices de condicién en las larvas, especialmente el tratamiento con vitamina C, en
el cual no se alcanzd a observar larvas competentes y al dia 19 practicamente existié una mortalidad casi
total (supervivencia del 0,3 %). El uso de vitaminas en larvas de moluscos se limita generalmente a la que
se encuentra en la composicion de las microalgas. Aunque se desconoce actualmente la necesidad
vitaminica en la fase larvaria de moluscos, en Pecten maximus se reporta un requerimiento de &cido
ascérbico que va en incremento durante la fase larvaria (Seguineau et al. 1996). El &cido ascorbico se usa
como un neutralizante eficaz del cloro y las cloraminas (Chu et al. 2010), mas que para aprovechamiento
por parte de las larvas, como es usado para algunos peces donde ademas de eliminar el cloro dafiino, es
usado también para brindar cierta proteccion contra las enfermedades, debido a la mejora del sistema
inmunoldgico (Peterka 1998). En el presente estudio no se observo evidencia de un aporte benéfico al usar
cido ascorbico en el agua de cultivo, por el contrario, estos tratamientos fueron los de menor desempefio
en la fase larvaria y en el asentamiento, lo cual sugiere que el &cido ascérbico no aportaria mejoras al
desarrollo larvario en larvas de moluscos, al menos en C. gigas; una hipétesis alternativa es que la adicion
de acido ascdrbico pueda generar una reaccion quimica en el agua al utilizarlo combinado con otros
elementos, neutralizando su efecto. Experimentos de suministro Unico de este elemento vitaminico,
contrastado con otros tratamientos son necesarios para dilucidar las hipotesis antes sefialadas.

La lixiviacion de metales pesados del agua de mar con EDTA es también muy comun en acuicultura, asi
por ejemplo, la adicién en dosis mayores a 2 ppm parece prevenir una mortalidad significativa, mejorando
la supervivencia de las larvas del crustdceo Penaeus monodon (Licop 1988). En bivalvos Helm et al. (2004)
sugiere el uso de EDTA para reducir metales pesados en el agua del cultivo. En contraparte, Tanyaros
(2011) demostro que el agua no tratada con EDTA produce una mejor tasa de supervivencia en larvas de C.
belcheri, situacidn muy parecida a los resultados obtenidos en esta investigacion.

La respuesta de afeccion de los tratamientos al agua utilizada para la produccion de semillas de
moluscos, sin duda es especie dependiente (Gretchen et al. 2004), inclusive en especies dentro de una
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misma familia taxonémica, por ejemplo Abasolo-Pacheco (2009) observé una respuesta diferencial en los
desarrollos larvarios entre especies de pectinidos: para Nodipecten subnodosus las mejores tasas de
supervivencia y asentamiento larvario fue conseguido cuando el cultivo larvario se realiz6 con agua de mar
filtrada, en Argopecten ventricosus resulté mejor con agua de mar pasteurizada. Por otra parte, con el
tratamiento control utilizado en este estudio, se hace necesario la adicion de antibidticos para el desarrollo
larvario de los pectinoides N. subnodosus (Revilla et al. 2019a) y Spondylus limbatus (Loor et al. 2016), e
inclusive para la osta de roca u ostra nativa Striostrea prismatica (Lodeiros et al. 2017); sin embargo, no es
asi con C. gigas, sugiriendo una mayor resistencia de esta especie ante patégenos larvarios.

Nuestros resultados demuestran la eficacia del tratamiento fisico del agua filtrada e irradiada con UV en
flujos de 10 L min, y de la terapia basada en Oxitetraciclina para aumentar la supervivencia, asi como
también influenciar positivamente en la tasa de asentamiento; sin embargo, no recomendamos el uso de
antibioticos en la produccién de semillas de C. gigas, por generar menor condicion fisiolégica de las larvas
y sus efectos de crear resistencia dentro y fuera de la hatchery, mas bien alentamos a la blsqueda de
alternativas para mejorar y optimizar el desarrollo larvario, sin generar efectos colaterales, como el uso de
aceites esenciales de comprobada efectividad en la mejora de al menos el desarrollo embrionario de
moluscos bivalvos (Revilla et al. 2019b) o el uso de probidticos (Garcia-Bernal et al. 2020).
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