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Resumen

La ostra de mangle (Crassotrea rhizophorae) ha sido considerada como una especie con un
elevado potencial para la industria acuicola en los paises de la costa Atlantica de Ameérica y su
produccion se realiza, por lo general, a través de la extraccion de bancos naturales o mediante la
captacion de semilla para su cultivo. El estudio tuvo la finalidad de evaluar la sobrevivencia y el
crecimiento de la ostra de mangle C. rhizophorae a partir de semilla producida en laboratorio, que
permita conocer el desempefio de esta especie bajo condiciones de cultivo en sistemas tipo longline.
Este trabajo se realizO durante un periodo de 264 dias, aproximadamente nueve meses comprendidos
entre octubre de 2011 y julio de 2012, en el sector de Punta Cuchillo, Paquera, Golfo de Nicoya, Costa
Rica (9.83292 N y 84.87976 W). Se evalud el crecimiento y sobrevivencia de un lote de semilla de C.
rhizophorae producida en laboratorio y cultivado a dos densidades de siembra: 30 610 individuos/m?y
10 200 individuos/m?, correspondientes a los tratamientos a baja y alta densidad, respectivamente; cada
tratamiento contaba con tres réplicas; suspendidas a 1.5 m de profundidad en un sistema de cultivo tipo
“longline”. EI mantenimiento del cultivo, eliminacién de fouling, determinaciones biométricas y de la
sobrevivencia se realizaron cada 15 dias, mientras que el registro de los parametros fisico-quimicos del
agua (salinidad, temperatura, pH, oxigeno disuelto) se realizé de manera mensual. La integracion de los
parametros ambientales explica de manera estadisticamente significativa el comportamiento del
crecimiento en ambos tratamientos (P<0.05); no se encontré diferencia significativa entre los
tratamientos a baja y alta densidad (P>0.05). La mortalidad experimentada en ambos tratamientos no
pudo ser asociada con los parametros ambientales; sin embargo, la ocurrencia de fendmenos de
floraciones algales nocivas podria afectar a esta especie. Las tallas finales fueron de 36.8mm y 40.8mm
para los tratamientos a baja y alta densidad respectivamente. La proporcion sexual entre machos y

hembras fue de 4:1, y 23.6 mm la talla minima a la que se diferenciaron los sexos.
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1.Introduccion

La ostra de mangle (Crassostrea rhizophorae) pertenece al filo Mollusca que es uno de los
grupos taxondémicos mas extensos y diversos existentes en el planeta. Se conocen alrededor de 50 000
especies de las cuales 30 000 son caracteristicas de ambientes marinos. Dentro de este filo se encuentra
la clase Bivalvia, que retune al menos 7 000 especies que se caracterizan por poseer un cuerpo blando
protegido por un par de estructuras rigidas llamadas conchas y por ser organismos filtradores (Gosling,
2004). En Costa Rica, Magafia & Espinosa (2009) reportan un total de 521 especies de bivalvos, de las
cuales 375 se distribuyen en las aguas de la costa Pacifica (incluyendo la Isla del Coco) y 151 especies

se encuentran en el Caribe costarricense.

La ostra de mangle se encuentra ampliamente distribuida en las zonas estuarinas del mar
Caribe, en todas sus islas y a lo largo de la plataforma continental desde la Peninsula de Yucatan hasta
el norte de Brasil; principalmente, se encuentra asociada a las raices de Rhizophora mangle (Keen,
1971, Nikoli¢, Bosch & Alfonso, 1976) y a sustratos rocosos presentes en estas regiones. El rango en el
que se encuentran en la columna de agua va desde los 0.5 hasta los 4.0 m de profundidad; por lo que el
periodo de exposicion fuera del agua depende de las fluctuaciones mareales (Bardach, Ryther &
MacLarney, 1972).

En Costa Rica, los bancos naturales de esta especie son escasos y pequefios debido,
principalmente, a lo reducido de su habitat como consecuencia de la falta de irregularidades
topograficas en la costa Caribe. Lo anterior ha propiciado que de los ecosistemas de manglar, sélo el
1% se ubiquen en la vertiente Caribe dentro del territorio nacional (Pizarro y Angulo, 1993; Nielsen y
Quesada, 2006). EI daltimo reducto de manglar relativamente extenso se encuentra en el Refugio de
Vida Silvestre Gandoca-Manzanillo (Carbonell, Gémez y Torrealba, 2002) en el Caribe Sur

costarricense.

Se conocen cuatro sitios en el pais donde se ha encontrado la especie tratada en este estudio,
todos ubicados en la provincia de Limén: el primero se ubica en el manglar de Gandoca mencionado
antes y existen dos poblaciones mas en los pilotes de concreto de los puentes sobre la desembocadura
de los rios que conforman Estero de Vizcaya y Estero Negro (Alarcén, 1991); también, se sabe de la

existencia de otra poblacién en el sector de Moin, la cual desaparecid probablemente a causa de la



contaminacion por hidrocarburos debido a la actividad de desembarque de combustibles fosiles en ese
sector (Alfaro, Quesada, Zamora, Madrigal y Pacheco, 1985).

La ostra de mangle ha sido considerada como una especie con un elevado potencial para la
industria acuicola en los paises de la costa Atlantica de América (Hernandez, Troccoli y Millan, 1998;
Pereira, Henriques y Machado, 2003). En los lugares que existen actividades econdmicas asociadas a
esta especie, su produccion se realiza a través de la extraccion en bancos naturales o por el cultivo,
mediante el uso de semillas provenientes del medio natural, en su mayoria, y en una menor proporcion

producidas en laboratorio (hatchery).

C. rhizophorae es la ostra méas cultivada en el Caribe y en Cuba es la Unica especie comercial,
empero, ha presentado una disminucién significativa en los uUltimos afios tras depender casi
exclusivamente de la extraccion pesquera directa en los bancos naturales, y no de la produccion en
granjas. Si bien Cuba contaba con laboratorios especializados en produccion de semilla de esta especie,
una serie de condiciones de orden econémico (incremento en costos de produccion, disminucion del
precio de venta de la ostra y un deficit de materiales para desarrollar el cultivo durante la década de
1990) y ambiental (impactos derivados de la contaminacion costera y represamiento de aguas fluviales
para su uso agropecuario) produjeron una desactivacion progresiva de las granjas y laboratorios que

producian semilla libre de C. rhizophorae (Betanzos, Rivero y Mazén, 2014).

En Brasil esta ostra es una de las especies en las que se basa la ostricultura junto con C. gigas
(Lenz y Boehs, 2011); en Venezuela es considerada un importante recurso alimenticio y de sustento
econémico para una gran cantidad de pobladores de la zona costera (Lodeiros, Alio y Marcano, 2005;
Gonzalez, Grad, Villalobos, Gil y Vasquez, 2009) y en regiones de Colombia, como Santa Marta, fue
considerada un recurso pesquero sociocultural y econémico. Sin embargo, la sobreexplotacion, aunada
a desbalances hidricos y un aumento en la contaminacion, propiciaron la casi total desaparicion de esta
especie para finales de la década de 1990 (Velasco y Barros, 2008). Esta situacion indujo a la
realizacion de estudios para la obtencion de semilla proveniente de laboratorio para emplearse con fines

de repoblamiento (Caez y Vélez, 2000; Velasco, Vega, Acosta y Barros, 2010).

Los bancos naturales de esta especie ubicados en territorio costarricense son tan pequefios que

no permitirian el desarrollo de una actividad productiva a partir de la obtencion de semillas proveniente
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de ellos, por lo que una alternativa para poder desarrollar el cultivo de C. rhizophorae como una
actividad econdémica, deberia ser a partir de la produccién de semilla en laboratorio.

1.1. Antecedentes

La acuicultura estd en constante crecimiento y constituyd la actividad productiva del sector
alimenticio de mayor incremento a nivel mundial para el afio 2014. Los cultivos de moluscos bivalvos
significaron 16.1 millones de toneladas a nivel mundial (FAO, 2016) y ya en el 2008 los moluscos y
particularmente los bivalvos representaban el tercer grupo de mayor importancia en lo que respecta a la
produccion acuicola de la region (Lovatelli, Vannuccini y McLeod, 2008). En América Latina se ha
presentado un estancamiento de la produccion de moluscos provenientes de las pesquerias y existe un
incremento constante en la demanda que podria suplirse con la produccion acuicola (Lovatelli et al.,
2008).

Los primeros intentos para cultivar la ostra de mangle en la region se realizaron en Cuba en el
afio 1951. En la década de 1970 este pais ya desarrollaba cultivos de manera comercial empleando
semilla colectada del medio (Betanzos et al., 2014). Para inicios de la década de 1960, Venezuela
realizé sus primeros cultivos piloto; en 1972 Brasil reporta sus primeras experiencias para el cultivo de

esta especie (Menzel, 1991); en todos los casos se empleo la semilla captada del medio natural.

Costa Rica registra las primeras actividades dirigidas al desarrollo del cultivo de moluscos
bivalvos a partir del afio 1969, impulsado por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) para promover el cultivo del mejillon Mytella speciosa (Naegel,
1980); posteriormente, en 1978, la Universidad de Costa Rica (UCR) realizo las primeras experiencias

sobre el crecimiento y sobrevivencia de C. gigas cultivadas en el Golfo de Nicoya (Villalobos, 1984).

Para la década de 1980, la Universidad Nacional (UNA) inici6 los primeros estudios con la
ostra de mangle C. rhizophorae. Las investigaciones se realizaron en el sector Caribe costarricense,
particularmente en el area de Estero Vizcaya y Estero Negro, y posteriormente se implementaron
experiencias en la region Pacifico Central. Durante esta etapa se pueden diferenciar tres lineas de

investigacion que se desarrollaron:



La primera se enfocO en aspectos bioecoldgicos de la especie, lo que generd informacién muy
valiosa sobre su estructura poblacional en estero Vizcaya (Madrigal, Alfaro, Quesada, Pacheco y
Zamora, 1985); también, se determind la talla de primera madurez que fue de 13 mm; la tasa de
crecimiento promedio fue de 10.9 mm mes; y la madurez sexual mostré un desplazamiento progresivo
en funcién de la edad (Pacheco, Cabrera y Zamora, 1983). Las épocas reproductivas para las
poblaciones en Estero Negro y Vizcaya (Alarcon, 1991) coincidieron con los meses de febrero-marzo y
setiembre-octubre que marcan la época seca, con temperaturas cercanas a los 33°C y salinidades de 25-
30 ppt. Madrigal, Pacheco, Zamora, Quesada y Alfaro (1985) determinaron que la tasa Optima de
filtracion para la ostra de mangle fue de 4.71 L h'! a una salinidad de 25 ppt y 28°C.

La segunda linea de investigaciones se dirigio hacia la determinacion del potencial de cultivo de
C. rhizophorae, por lo que se evalud la captacion de semilla natural empleando diferentes sustratos
para el asentamiento de las larvas pediveliger de C. rhizophorae (Alfaro, Salas, Cabrera y Vargas,
1984; Alfaro et al., 1985; Alfaro y Zamora 1986; Quesada, 1987). De igual modo se realiz6 la
implantacion y monitoreo de semilla captada de medio natural en algunas zonas del Pacifico Central
costarricense (Quesada, 1987) para determinar su desempefio bajo condiciones de cultivo; se realizaron
ensayos para evaluar el comportamiento de esta especie en sistemas de cultivo empleando balsas
flotantes (Cabrera, Zamora y Pacheco, 1983), que determinaron la talla comercial en 60 mm, con un
peso aproximado de 23 g. Ademas, se realizaron las primeras pruebas para la depuracion bacteriana de
esta especie, con las que se comprob6 la efectividad de la luz ultravioleta para disminuir la

concentracién de coliformes hasta niveles aptos para su consumo humano (Madrigal, 1986).

La tercera y Ultima etapa investigativa se enfocd en el desarrollo de protocolos para la
produccion artificial de semilla de C. rhizophorae (Yukihira y Alarcon, 1987), en los que se realizaron
estudios sobre la respuesta del crecimiento y sobrevivencia de estadios larvales con diferentes
temperaturas (Picado, 1989), salinidades (Requena, 1989), dieta y racién alimenticia (Vargas, 1989).
Durante esta etapa, también, se realizé la evaluacién econdmica a partir de cultivos pilotos, con el

objetivo de estimar proyecciones sobre la sostenibilidad de la produccion (Pacheco, 1987).

En la década de los noventa, la UNA continud la investigacién en el mejoramiento de
metodologias y estructuracién de protocolos para la produccién de semilla de C. rhizophorae y
Crassostrea gigas. Se logro la produccion de semilla a ciclo cerrado y los estudios experimentales del

cultivo en el Golfo de Nicoya (Arias, Zufiiga, Zamora y Zurburg, 1998). A partir del afio 2000, con la
4



tecnologia validada para la produccion de semilla en laboratorio, el crecimiento y sobrevivencia del
ostion japoneés cultivado en sistemas suspendidos, se inicid la transferencia a comunidades costeras por
medio de la modalidad de proyectos pilotos en el cultivo de esta especie; este trabajo fue realizado con
la agrupacion APROPESA (Asociacion de Proyectos Pesqueros), CAMAPUM (Cémara Puntarenense
de Pescadores y Molusqueros), el CONICIT y la UNA (G. Zlfiga, comunicacion personal, julio de
2015).

Desde 1990, la investigacion de C. rhizophorae ha permanecido inactiva en Costa Rica, aun asi,
en la region se continuo el desarrollo de investigaciones enfocadas principalmente, en determinar el
potencial de esta especie empleando distintos sistemas de cultivo (Buitrago, Lunar y Moreno, 2000;
Bastos, Guzenski & Ferreira, 2005; Alvarenga & Cunha, 2006; Lodeiros, Buitrago y Guerra, 2006;
Bastos, Ferreira & Guzenski, 2007; Prieto, Montes y Ruiz, 2008; Nufiez, Lodeiros, Ramirez, Narvaez y
Graziani, 2010; Betanzos et al., 2014), asi como la influencia de los parametros ambientales en el
crecimiento, desarrollo y sobrevivencia de la ostra de mangle (Villarroel, Buitrago y Lodeiros, 2004;

Buitrago, Buitrago, Freites y Lodeiros, 2009; Betanzos, Siam y Arancibia, 2010).

En la actualidad, la ostra de mangle también ha demostrado ser apta como una especie
centinela, que permite monitorear los niveles de contaminacion en ecosistemas estuarinos y determinar
el estado de salud de estos a nivel regional. EI monitoreo puede realizarse considerando componentes
quimicos (Rios, Marins, Oliveira y Lacerda, 2016; Aguirre-Rubi et al., 2017), asi como
microbioldgicos y patogénicos asociados a riesgos en la salud pablica (Ribeiro et al., 2015; Cabral et
al., 2017).

1.2. Justificacion

Las ostras cuentan con un enorme potencial para el desarrollo acuicola, asi como para otras
areas como tratamiento de efluentes o monitoreo ambiental. La tecnologia de cultivo requerida para
estos organismos utiliza materiales de bajo costo y algo muy importante, es que su desarrollo en zonas
rurales es adaptable (Angell, 1986); ademas, se elimina el costo de produccién mas elevado asociado a
muchos organismos cultivados como lo es la alimentacion; al ser organismos filtradores no existe la
necesidad de incurrir en gastos de peletizados; por lo que, para economias del tipo comunitario,

proporcionaria una gran ventaja no brindada por otros organismos como peces y camarones.
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La ostra de mangle es una especie explotada de manera comercial en practicamente todos los
paises donde se encuentra distribuida, desde Cuba hasta Brasil, incluyendo a Colombia y Venezuela;
este aprovechamiento del recurso se da, esencialmente, a partir de la extraccién de bancos naturales
(como ha ocurrido histéricamente); y en menor medida, mediante el cultivo a partir de la captacién de
semilla del medio. La creciente demanda y la disminucién de las poblaciones naturales de esta especie
debido a la sobreexplotacion, contaminacién y reduccion de su habitat, aunado a los costos ambientales
que implica la extraccion a nivel comercial de los bancos naturales (ubicados en ecosistemas tan
importantes como lo son los manglares) son inequivocas razones para implementar modelos de

aprovechamiento de este recurso de una manera mas eficiente.

La costa Caribe de Costa Rica, a diferencia de la mayoria de los paises del area, no presenta el
nivel de irregularidad necesario para que existan suficientes ecosistemas de manglar, por lo que los
bancos de C. rhizophorae son escasos (ya que los manglares son el héabitat natural de la ostra de
mangle). Lo anterior implica que el desarrollo de proyectos productivos a partir de la captaciéon de

semilla del medio, como se realiza en la mayoria de paises, no seria viable (Pacheco, 1987).

A través de los afios se generd una gran cantidad de informacion de linea base sobre la ostra de
mangle en el pais. Esto, ligado al desarrollo posterior de paquetes tecnoldgicos para el cultivo de la
ostra del Pacifico (C. gigas), implica un adelanto significativo que permitiria la implementacién a un
mediano plazo de un paquete tecnoldgico para propiciar el desarrollo del cultivo de la ostra de mangle
que, a la vez, podria ser dirigido hacia las comunidades del Caribe costarricense como una alternativa

productiva para mejorar su calidad de vida.

Este trabajo tuvo la finalidad de evaluar el desempefio de C. rhizophorae bajo condiciones de
cultivo en un sistema tipo longline, mediante la determinacion de su crecimiento y sobrevivencia. Lo
anterior permitira contar con parte de la informacion que en un futuro cercano facultaria la

implementacion del cultivo de esta especie.



1.3. Objetivos

1.3.1 Objetivo General:

e Evaluar la sobrevivencia y el crecimiento de la ostra de mangle C. rhizophorae a partir de
semilla producida en laboratorio, que permita conocer el desempefio de esta especie bajo

condiciones de cultivo en sistemas tipo longline.

1.3.2. Objetivos Especificos:

e Determinar la tasa de crecimiento de C. rhizophorae bajo dos densidades de siembra en un

sistema de cultivo tipo “longline”.

e Estimar la tasa de mortalidad de C. rhizophorae bajo dos densidades de siembra diferente en un

sistema de cultivo tipo “longline”.

¢ Relacionar la influencia de algunos parametros fisicos-quimicos en el crecimiento y la

mortalidad que C. rhizophorae bajo dos densidades de cultivo.

1.3.4. Hipdtesis

Ho: (D1= D2). No existen diferencias entre las tasas de crecimiento y la sobrevivencia de C.
rhizophorae sometida a dos densidades de cultivo.
Hi: (D1# D). Existe diferencia entre el crecimiento o sobrevivencia de C. rhizophorae

sometida a dos densidades de cultivo.

Densidad baja (D1): Semillas con calibre de 2.8mm sembradas a una densidad inicial de 6 000
individuos por piso (30 558 individuos m?) y con reajustes de densidad
del 25% cada 15 dias.

Densidad alta (D2): Semillas con calibre de 2.8mm sembradas a una densidad inicial de 2 000
individuos por piso (10 186 individuos m?)y con reajustes de densidad del
25% cada 15 dias.



2. Metodologia

2.1. Areay periodo de estudio

El ensayo se realizd en una granja ostricola, ubicada 9.83292 N y 84.87976 W, en Punta
Cuchillo, Paquera, Golfo de Nicoya, Costa Rica (Figura 1), en donde se evalud el desempefio de la
ostra C. rhizophorae bajo condiciones de cultivo en un sistema suspendido tipo longline. El estudio se

llevo a cabo durante un periodo de 264 dias, que abarcaron desde octubre de 2011 hasta julio de 2012.
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Figura 1. Ubicacion geografica de la granja ostricola en Punta Cuchillo, Paquera, Golfo de
Nicoya, Costa Rica.

2.2. Seleccion y cuantificacion de la semilla

Para el desarrollo de la prueba se empled semilla libre producida en el Laboratorio de Cultivo y
Reproduccion de Moluscos (LCRM), ubicado en la Estacion de Biologia Marina Juan Bertoglia
Richards, Puntarenas, UNA, obtenida a partir de un lote de organismos silvestres provenientes de la
poblacién de estero Vizcaya (9.9088 N y 82.9862 W), en el sector del Caribe Sur costarricense.

Después de aproximadamente tres semanas del proceso de asentamiento larval, una vez que la

semilla alcanzo la talla requerida, se procedio a seleccionarla para la realizacion de la prueba mediante
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la utilizacion de una criba de acero inoxidable con luz de malla de 2.0 x 2.0 mm. Esta implica una talla
efectiva de 2.8 mm, correspondiente a la diagonal obtenida a partir del poligono que forma la abertura

de la malla del tamiz.

Una vez seleccionadas las semillas segin su talla, se contabilizaron mediante la extrapolacion
del peso de una cantidad conocida de semillas a la totalidad de la muestra. Para lo anterior, se procedio
a contar cuatro submuestras de 200 individuos cada una. Con el fin de discriminar entre los animales
vivos y muertos se empled el criterio de que todos los organismos con las valvas abiertas serian
considerados como animales muertos, mientras que aquellos con las valvas cerradas estarian vivos. Las
observaciones se realizaron utilizando una lupa (2100mm y 3X). A cada submuestra se le extrajo el
exceso de humedad empleando toallas de papel absorbente, para posteriormente, ser pesadas en una
balanza semi analitica, marca UME (+0.05g). Se determind el peso promedio de 200 semillas de ostras.

Finalmente, se separd la muestra experimental de 30 000 semillas para su empleo en este trabajo.

2.3. Siembra de las semillas de ostras

Las semillas fueron transportadas al sitio de cultivo empleando recipientes isotérmicos. El
traslado de los animales se realizé en una hora y la preparacion de los sistemas de siembra y colocacion
de los organismos implicd tres horas, por lo que los animales desde el momento en que salieron del
LCRM en Puntarenas hasta su siembra en la granja ubicada en Punta Cuchillo, Paquera, permanecieron
fuera del agua cuatro horas.

La siembra de los organismos se hizo en linternas, es decir, estructuras cilindricas subdivididas
en cuatro niveles y cuya estructura mantiene su forma gracias a la disposicion de molduras rigidas de
alambre galvanizado en cada uno de sus niveles, y a una maya de nylon que recubre y entrelaza los
distintos componentes del sistema; cada uno de estos niveles cuenta con un éarea efectiva de 0.196m?,
separados por un espacio de 0.2 m (Figura 2). Estos mismos sistemas son utilizados para el cultivo de
C. gigas; son elaborados de manera artesanal y localmente por los grupos de ostricultores ubicados en

el Golfo de Nicoya.
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Figura 2. Prototipo esquematizado de las linternas empleadas en las pruebas de
crecimiento y sobrevivencia de C. rhizophorae. Fuente: Elaboracion propia

Se emplearon dos linternas para realizar el experimento; en una de ellas se colocaron 6 000
semillas totales distribuidas de manera equitativa en cada uno de los tres primeros niveles de la linterna
(2 000 individuos/0.196m?) que correspondieron a las repeticiones del tratamiento a “densidad baja”;
en la otra linterna se colocaron 18 000 semillas totales distribuidas equitativamente entre los tres
primeros niveles (6 000 individuos/0.196m?) que correspondieron a las repeticiones del tratamiento a
“densidad alta”. Para evitar la pérdida de organismos debido a su reducido tamafio, se emplearon bolsas
de siembra con una luz de malla de 0.5mm, con un &rea efectiva equivalente a la de los niveles de la

linterna de 0.196m?2.

Una vez que los animales fueron distribuidos en las linternas, estas fueron colocadas en una
linea madre flotante (sistema tipo longline) de aproximadamente 100 m de longitud, con anclajes de
concreto, boyas para la flotabilidad y sefializacion (Figura 3). Las linternas se colocaron con una

separacion de 1.5m entre ellas y se mantuvieron a una profundidad de 1.5m.

10



Figura 3. Esquema del sistema de cultivo tipo longline empleado para la realizacion del ensayo.
Fuente: Elaboracion propia

2.4. Parametros ambientales

De manera mensual se registraron in situ los parametros fisico-quimicos del agua
correspondientes a temperatura (°C), salinidad (ppt), pH y la concentracion de oxigeno disuelto (mg L
1), empleando un multipardmetros Thermo-Fisher modelo Orion5Star; las determinaciones se
realizaron a 1.5 m de profundidad. Ademas, se incluyeron los registros de precipitacion diaria
reportados por el Instituto Meteoroldgico Nacional de Costa Rica (IMN) para el periodo del ensayo y
se utilizaron los valores de las estaciones meteoroldgicas méas cercanas al sitio de cultivo (Paquera y

Puntarenas). Estos valores son presentados como la acumulacion pluviométrica mensual.

Otro aspecto que se consider6 fue el fendmeno de floraciones algales potencialmente nocivas
(FAN’s) de tres especies de microalgas (Alexandrium monilatum, Cochlodinium catenatum vy
Gymnodinium catenatum) ocurrido en el sitio de cultivo durante el periodo de estudio. Este fendmeno
fue reportado por el Laboratorio de Fitoplancton Marino (LFM), ubicado en la Estacién de Biologia
Marina de la UNA. Este laboratorio analiz6 muestras de agua tomadas a 1 y 5 metros de profundidad
en busca de células microalgales con el potencial de generar floraciones nocivas; los valores son

expresados en células litro™.
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Para este estudio se consideraron las mayores concentraciones registradas por parte del LFM, de
las tres especies de microalgas mencionadas anteriormente, independientemente de la profundidad a la
que la muestra fue colectada. Para el analisis y la graficacion se aplico la transformacion logaritmica de

los datos (Logao).

2.5. Manejo del cultivo y toma de datos

2.5.1. Manejo del cultivo

El mantenimiento de los organismos de investigacion se ejecutd cada 15 dias. La metodologia
aplicada en este trabajo fue la implementada por el LCRM para el manejo de reproductores de C. gigas
(Arias et al., 2017), que consistié en la eliminacion manual de epibiontes y fouling tanto de la
poblacion de estudio como de los sistemas de cultivo, ademas de inmersiones en agua dulce durante
periodos desde 5 hasta 30 minutos que inicio desde la primera vez que se le dio el manejo a los
organismos y, de manera paulatina, se incrementd el tiempo conforme aument6 la edad de la semilla
(Figura 4).

R 5 e R AN ¥\
Figura 4. Tratamiento de limpieza realizado para ambos tratamientos de C. rhizophorae durante el periodo de

estudio; (a) exposicion con agua dulce, (b) remocion de organismos incrustantes, (¢ y d) ostra previo y posterior a
la eliminacion de fouling
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Cada vez que se realizé el mantenimiento de los organismos, se procedio, a realizar un ajuste de
la densidad, lo que redujo en un 25% la cantidad de individuos vivos registrados en cada una de las
réplicas de ambos tratamientos. Este procedimiento de reajuste de la densidad se realizé hasta alcanzar
una densidad de 300 y 100 individuos por réplica en los tratamientos de “densidad alta” y “densidad

baja” respectivamente, correspondientes al Ultimo ajuste de la poblacion experimental.

2.5.2. Crecimiento

Se registrd el crecimiento de 5 669 individuos (2 578 correspondieron al tratamiento “densidad
baja” y 3 091 individuos al tratamiento “densidad alta”), lo que implicé 22 676 datos biométricos

colectados durante el periodo comprendido entre octubre de 2011 y julio de 2012.

Para estimar el crecimiento, se realizaron determinaciones biométricas cada 15 dias a una
muestra de entre 30 a 150 organismos, empleando la metodologia utilizada por Galtsoff (1964) y
Carriker (1996) en funcién de las dimensiones de la concha en su eje méximo antero-posterior (altura),
dorso-ventral (longitud) e intervalvar (espesor). Para esto se emple6 un vernier marca General
(0.05mm) (Figura 5); la determinacion del peso fresco total de los organismos muestreados se hizo con
una balanza de campo marca UME modelo HGM-2000 (0.05 g), (Figura 6).

Figura 5. Determinaciones biométricas realizadas a los ejemplares de C. rhizophorae cultivados
baja las dos densidades de cultivo; (H) Altura, (L) Longitud y (E) Espesor
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Figura 6. Proceso de medicion y pesaje en campo de las muestras de ambos tratamientos de cultivo de C.
rhizophorae en Punta Cuchillo, Paquera, Golfo de Nicoya, Costa Rica.

Para cada réplica, se calculd el valor promedio y la desviacion estandar de cada una de las

variables biométricas medidas. De estas variables, la altura se utilizd para realizar las determinaciones

del crecimiento y para el célculo de diversos indicadores como la tasa de crecimiento diaria (TCD) y la

tasa de crecimiento instantaneo relativo (TCIR) (Ricker, 1975; Xiao et al., 2005). También, se

determind la tasa de crecimiento absoluto (TCA) y la tasa de crecimiento relativo (TCR) acorde con

Wooton (1991).

TCD= (Y, - Ykt

TCA= (Y- Y)/(t,—t)

TCR = ((Yz - Yl)/Yl)/( t, — tl) x 100

Y.y Y; son la talla final e inicial, respectivamente,
entre dos muestreos consecutivos; t es el nimero de
dias totales de cultivo; t, y t; tiempo final e inicial,
respectivamente, entre dos muestreos consecutivos.

TCIR=((LnY,— Ln Y)/t)x100

Y, y Y: son las talla final e inicial,
respectivamente; t es el intervalo de tiempo (en
dias) entre dos muestreos consecutivos.
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2.5.3. Sobrevivencia

Cada 15 dias se estimé la sobrevivencia mediante el recuento poblacional en cada una de las
réplicas de ambos tratamientos. Para ello se consideré como la totalidad de la poblacion la cantidad de
organismos determinada en el Ultimo ajuste de densidad y como numero final la estimacion o conteo
directo realizada el dia de muestreo; con lo que se obtuvieron los porcentajes de sobrevivencia de cada

periodo.

Durante las primeras semanas, debido al reducido tamafio y la elevada cantidad de organismos,
el conteo directo resultaba inmanejable, por lo que fue realizado de manera indirecta mediante la
extrapolacion de peso de una muestra conocida de organismos para la totalidad de organismos de cada
una de las réplicas para cada tratamiento. Para ello, se tomé una muestra aleatoria de cada una de las
réplicas y se contabilizaron 100 individuos; los organismos que presentaron las valvas abiertas fueron
considerados como muertos. Posteriormente, se realizd un conteo directo conforme la densidad

disminuyd y los organismos aumentaron de talla.

2.5.4. Proporcion y madurez sexual

Para la determinacién de la proporcion sexual y la talla de madurez, se colectd por Unica vez una
muestra aleatoria de 42 organismos, provenientes de ambos tratamientos en igual medida; los
organismos fueron transportados al LCRM donde se realizo la eliminacion del fouling, ademas, se
disectaron, y categorizaron en funcion de la presencia o ausencia de gametos, en inmaduros o maduros

(machos/hembras) mediante la observacién al microscopio de luz de un raspado del tejido gonadal.
Esta caracterizacion se realizé una Unica vez, por lo que los resultados obtenidos presentan un

criterio cualitativo Unicamente; y debido a la imposibilidad de repetirlo a lo largo del estudio, no

permitieron generalizar este comportamiento para la poblacion a lo largo del periodo considerado.
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2.6. Analisis de datos

Se determiné la normalidad de los datos, y se emple6 la prueba “T-student” para determinar
incrementos significativos en las variables morfométricas (H, L, E) y el peso; las pruebas se efectuaron
dentro de cada tratamiento a lo largo del periodo de estudio (correspondiente a muestreos
consecutivos), asi como entre tratamientos (correspondiente al mismo dia de muestreo) para determinar
si existian diferencias entre ellos, tanto a nivel puntual (dia de muestreo) como general. Para evaluar el
efecto de los parametros ambientales (temperatura, salinidad, concentracion de oxigeno, pH, y
precipitacion) sobre el crecimiento y la sobrevivencia, se utilizo el anélisis de regresion maltiple. Se
considerd el crecimiento y la sobrevivencia en cada tratamiento como variables dependientes y los

parametros ambientales como variables independientes.

Se valord el potencial efecto de las floraciones algales nocivas sobre la sobrevivencia en ambos
tratamientos, para lo que se emple6 una regresion multiple en la que se consideraron las tres especies
de microalgas reportadas como variables independientes y la tasa de mortalidad como variable
dependiente. Asi mismo, se determind el coeficiente de correlacion de Pearson (r), entre la
concentracion total de microalgas nocivas y la tasa de mortalidad; para estos analisis, se trabajo con los

valores de concentraciones microalgales transformadas con Logjo.
La tabulacién y graficacion fueron realizadas con el programa Office Excel 2010; para todas las

pruebas ejecutadas se empled un nivel de significancia de a=5%, y los analisis estadisticos fueron

ejecutados con el programa Statgraphics XVII.
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3. Resultados

3.1. Parametros ambientales

La variacion pluviométrica registrada por el Instituto Meteoroldgico Nacional report6 la mayor
precipitacion en el mes de octubre de 2011, equivalente a 646 mm, que correspondié con la
culminacion de la época lluviosa, mientras que para los meses de febrero y marzo no se reportaron
precipitaciones, lo que indica que en estos meses la época seca fue mas marcada; de abril en adelante se
presentaron precipitaciones leves pero en incremento constante conforme se acercaba el periodo de

transicion entre época seca y lluviosa (Figura 7).

La salinidad vari6 entre 28 y 35 ppt (promedio=32.9+1.9), en los meses de octubre y marzo,
respectivamente; presentd un incremento paulatino para estabilizarse durante los Gltimos seis meses del
estudio en 34.17+0.4 ppt; comportandose de manera inversamente proporcional a la precipitacion

(Figura 7). Estos parametros fueron los que presentaron una mayor fluctuacion.
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Figura 7. Valores de precipitacion acumulada (mm) y salinidad (ppt), en Punta Cuchillo, Paquera, Golfo de
Nicoya, Costa Rica, octubre 2011-julio 2012.

La temperatura del agua varié de 25.3 °C a 31.5 °C (promedio=28.4+1.6 °C), correspondiendo
al mes de octubre de 2011 y mayo de 2012, respectivamente (Figura 8), coincidiendo el primero con el

pico de mayor pluviosidad y el segundo con un periodo de muy poca precipitacion.
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Figura 8. Valores de temperatura del agua (°C) registrados en Punta Cuchillo, Paquera, Golfo de Nicoya,
Costa Rica, octubre 2011-julio 2012.

El comportamiento del pH mostrd fluctuaciones entre 8.1 y 8.7 (promedio=8.5+0.2); el valor
maximo se presento en abril y el minimo en julio de 2012; los valores siempre se mantuvieron por

encima de 8 (Figura 9).
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Figura 9. Valores de pH registrados en Punta Cuchillo, Paquera, Golfo de Nicoya, Costa Rica, octubre
2011-julio 2012



Durante el periodo de estudio, la concentraciéon de oxigeno presentd valores minimos de 5.4
mgL™* en el mes de julio del 2012 y maximos de 8.5 mgL* en octubre de 2011; el promedio registrado
fue de 6.8+0.9 mgL™* (Figura 10).
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Figura 10. Niveles de Oxigeno disuelto (mgL™) registrados en Punta Cuchillo, Paquera, Golfo de Nicoya,
Costa Rica, octubre 2011-julio 2012.

3.2. Crecimiento

En ambos tratamientos, las variables morfométricas (H, L, E y P) presentaron un incremento
significativo con respecto a los valores iniciales (P<0.05). No se logr6 determinar diferencia
estadisticamente significativa entre ambos tratamientos, considerandolos a través de todo el periodo de
estudio (P=0.79), previo al fendmeno donde se presentd el pico de mortalidad (P=0.47) o posterior a

este (P=0.87).

Pese a esto, durante parte del periodo de estudio se encontraron diferencias significativas para los
parametros morfométricos entre tratamientos (P<0.05) hasta el dia 201; posteriormente, las poblaciones

de ambos tratamientos mostraron con mayor frecuencia una igualdad de medias (Figura 11).
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Figura 11. Valores absolutos en tamafio de concha y el peso total de C. rhizophorae sometidos a dos densidades de
cultivo con sus respectivas desviaciones estandar. Letras diferentes representan diferencias significativas de las
medias entre los dias de muestreo dentro de cada uno de los tratamientos (P<0.05). Asterisco (*) representa
igualdad de medias entre tratamientos (P<0.05) para el mismo dia de muestreo. La linea punteada roja marca el
momento en que se detectd la maxima mortalidad.
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Durante la primera mitad del estudio se identifico una mayor frecuencia en el incremento de las
variables biométricas entre periodos consecutivos de muestreo dentro de cada tratamiento; conforme
transcurrid el tiempo, disminuyd esta frecuencia y prevalecieron periodos o fases de estancamiento en
que los organismos no incrementaron su tamafio o peso de manera significativa. Estas fases de
estancamiento en el crecimiento fueron mas prolongadas a partir del mes de abril (dia 179), donde para
ambos tratamientos se observaron periodos de entre 50 y 85 dias en los que no hubo un incremento en

las variables biométricas (Figura 11).

Las dimensiones de altura, longitud y espesor aumentaron en 13.3; 10.5 y 10 veces
respectivamente, en relacion con los valores iniciales. Con respecto a la altura, se obtuvo un valor
medio 39.9 £ 9.9 mm, con un intervalo de tallas de 23.0 a 69.9 mm, para ambos tratamientos. Los
animales presentaron una tasa de crecimiento de 4.3 mm mes™ (4.7 mm mes™' y 3.9 mm mes™! para el
tratamiento de alta y baja densidad, respectivamente). El peso fresco total de los organismos tras 264
dias de seguimiento present6 un valor final 15.5 + 8.5g; lo que representa un incremento de mas de 200

veces el valor inicial de las semillas al realizarse la siembra (Figura 11d).

Las tasas de crecimiento estimadas en funcion de la altura de los organismos, si bien difirieron
levemente entre si, presentaron, en ambos tratamientos, un comportamiento similar, por lo que los
valores mas elevados coincidieron durante los primeros dias del experimento, para después tender a

una disminucion paulatina, encontrandose para el final del experimento los valores minimos (Cuadro

1).
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Cuadro 1. Indicadores de crecimiento de C. rhizophorae en funcidn de la altura, cultivadas bajo un sistema tipo
longline en Punta Cuchillo, Paquera, Costa Rica. TCA=tasa de crecimiento absoluto, TCR= tasa de crecimiento
relativo, TCIR= tasa de crecimiento instantaneo relativo. Las casillas marcadas corresponden al dia en que se
detectd la mortalidad masiva.

Fecha Dia de Densidad alta Densidad baja

muestreo = Altura(mm)  TCA TCR TCIR.  Altura(mm) TCA TCR TCIR
20/10/11 0 3.00 3.00
31/10/11 11 6.81 0.35 11.54 7.45 7.46 0.41 13.52 8.28
14/11/11 25 12.44 0.40 5.91 4.30 14.59 0.51 6.83 4.79
28/11/11 39 15.05 0.19 1.50 1.36 17.48 0.21 141 1.29
13/12/11 54 16.82 0.12 0.78 0.74 17.38 -0.01 -0.04 -0.04
28/12/11 69 17.16 0.02 0.13 0.13 2221 0.32 1.85 1.63
16/01/12 88 20.92 0.20 1.15 1.04 25.82 0.19 0.86 0.79
06/02/12 109 21.35 0.02 0.10 0.10 27.32 0.07 0.28 0.27
21/02/12 124 22.67 0.09 0.41 0.40 29.63 0.15 0.56 0.54
13/03/12 145 27.34 0.22 0.98 0.89 3134 0.08 0.27 0.27
26/03/12 158 28.82 0.11 0.42 0.41 3177 0.03 0.11 0.11
16/04/12 179 33.14 0.21 0.71 0.66 34.46 0.13 0.40 0.39
08/05/12 201 38.35 0.24 0.72 0.66 35.76 0.06 0.17 0.17
22/05/12 215 39.82 0.10 0.27 0.27 35.67 -0.01 -0.02 -0.02
07/06/12 231 40.24 0.03 0.07 0.07 36.18 0.032 0.09 0.09
18/06/12 242 40.96 0.06 0.16 0.160 36.91 0.066 0.18 0.18
10/07/12 264 40.81 -0.01 -0.02 -0.02 36.80 -0.005 -0.01 -0.01

En referencia a la tasa de crecimiento instantaneo relativo (TCIR), se observa la misma tendencia
que en las demas medidas de crecimiento, incluso presentdndose valores negativos durante los ultimos

dias de muestreo (Figura 12).
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Figura 12. Tasa de crecimiento relativo Instantaneo (TICR) para la altura de C. rhizophorae en cultivo
suspendido tipo longline en Punta Cuchillo, Paquera, Golfo de Nicoya, Costa Rica. La linea punteada roja marca
el momento en que se detecto la maxima mortalidad.
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Segin el modelo generado para conocer la influencia de los pardmetros ambientales sobre el
crecimiento de C. rhizophorae, la integracion de los pardmetros ambientales en los modelos permitid
explicar de manera estadisticamente significativa (P<0.05) la variabilidad de los parametros
morfométricos durante el periodo de estudio. Sin embargo, bajo las consideraciones del modelo
generado a partir de la regresion multiple, la salinidad y la temperatura fueron las variables ambientales
que explican en mayor proporcion el crecimiento de la especie sometida a dos densidades de cultivo en
sistemas suspendidos tipo longline, apareciendo en la mayoria de los casos, Unicamente no
contemplandose la temperatura para la longitud en el tratamiento a baja densidad. Por otra parte, el
oxigeno fue la variable que con mayor frecuencia fue excluida del modelo, figurando solamente en la

altura y longitud del tratamiento a baja densidad.

Cuadro 2. Modelo explicativo para las fluctuaciones de las variables morfométricas con respecto a los
parametros ambientales, obtenidos mediante analisis de regresion multiple

Tratamiento Parametro Modelo R? GL P

Altura -97.10 + 4.45 (S) + 1.28 (T) - 8.35 (pH) + 1.88 (O,) 95.7 5 0.007

Baja Longitud -85.67 + 3.64 (S) - 5.25 (pH) + 1.47 (Oy) +0.01 (P) 96.3 5 0.006
densidad Espesor -31.96 +2.28 (S) + 0.60 (T) - 6.18 (pH) + 0.01 (P) 96.1 5 0.006
Peso -15.05 +2.42 (S) + 0.67 (T) - 9.49 (pH) +0.02 (P) 96.2 5 0.006

Altura -90.33 +5.20 (S) + 0.02 (P) + 2.31 (T) - 15.50 (pH) 95.8 5 0.007

Alta Longitud -81.35+4.31 (S) + 1.40 (T) - 10.04 (pH) + 0.02 (P) 95.5 5 0.008
densidad Espesor -29.11 +2.31 (S) + 0.86 (T) - 7.64 (pH) + 0.01 (P) 96.2 5 0.005
Peso 8.97 +2.23 (S) + 0.98 (T) - 12.66 (pH) + 0.01 (P) 96.6 5 0.004

S: Salinidad, T: Temperatura; pH: Nivel de acidez del agua; O,: Oxigeno disuelto en el agua, P: Precipitacion

3.3. Sobrevivencia

Es importante considerar que para el dia 109 de la prueba se registré una mortalidad del 56% y
63% para los tratamientos a densidad baja y alta, respectivamente (Figura 13); debido a este factor se
suspendieron los ajustes de densidad mediante releas del 25% para ambos. Dada la elevada mortalidad,

las densidades finales obtenidas estuvieron entre un 80-90% por debajo de las proyectadas.
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Figura 13. Variaciones de las densidades para C. rhizophorae sometida a dos densidades de cultivo en Punte
Cuchillo, Paquera, Golfo de Nicoya, Costa Rica. El periodo denotado correspondio a los dias en los que se pudo
realizar el reajuste de densidad y la linea vertical punteada marca el momento en que se detect la maxima
mortalidad.

Con respecto a la tasa de sobrevivencia relativa, ambos tratamientos presentaron un patron similar;
el mes de febrero se registraron los minimos valores: 44% y 37% para los tratamientos de baja y alta

densidad, respectivamente (Figura 14).
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Figura 14. Sobrevivencia relativa de C. rhizophorae desde octubre de 2011 hasta junio de 2012 en Punta
Cuchillo, Paquera, Golfo de Nicoya, Costa Rica. La linea vertical punteada marca el momento en que se detectd
la méxima mortalidad.
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El andlisis de regresion multiple empleado para determinar el efecto de los parametros ambientales
(salinidad, temperatura, pH, concentracion de oxigeno y precipitacion) sobre la mortalidad para ambos

tratamientos no logré establecer una relacion con significancia estadistica que lograra vincularlos.

Durante la ejecucion de este trabajo se presentd un fendomeno de floraciones algales nocivas
(FAN’s), la mayor mortalidad registrada en ambos tratamientos se dio en el mes de febrero (Figura 15),
situaciébn que coincididé con un evento de floracion algal de Alexandrium monilatum, Cochlodinium

catenatum y Gymnodinium catenatum, especies catalogadas como toxicas.

70 r 7
Concentracion Acumulada de MA

601 .. Densidad Alta -6

50 4 — Densidad Baja -5
S
= 40 - -4
=
=
= 30 - -3
=
S
=

20 - / -2

(S077) seS[eoIIA] 2P UODEIIUIIUO)

0 0
—-—-NNN H‘\-rmcc ~~~~~ NNN "1'
ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ N N t\] N N N e e
oct ‘ nov dic ene mar abr |may jun jul

|
Tiempo (meses / dias)

Figura 15. Mortalidad relativa de C. rhizophorae en dos tratamientos de cultivo durante un periodo de
aproximadamente nueve meses, asi como la concentracion acumulada de tres especies de microalgas
potencialmente nocivas (MA) en el sector de Punta Cuchillo, Paquera, Golfo de Nicoya, Costa Rica.

Tras la aplicacion de analisis de regresion multiple, los modelos no lograron explicar la fluctuacion
de la mortalidad en funcién de las concentraciones microalgales para el tratamiento de baja densidad
(P=0.33) ni para el de alta densidad (P=0.10); tampoco se logré la vinculacion de los parametros
ambientales (salinidad, temperatura, concentracion de oxigeno, pH y precipitacion) para los
tratamientos a baja (P=0.19) ni alta (P=0.08) densidad. Sin embargo, el coeficiente de correlacion de
Pearson para ambos tratamientos (densidad Baja r=0,31 densidad alta r=0.23) mostré una correlacion
positiva de baja magnitud en funcién del incremento de la concentracion de las tres especies de micro

algas.
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3.4. Composicion poblacional

Los histogramas de frecuencia de talla para ambos tratamientos presentaron un patron similar;
desde octubre y hasta abril se presentd una distribucion que podria definirse como unimodal; sin
embargo, en febrero se presentd una variacion de este patrén para terminar la experiencia con una

distribucién de clases polimodal (Figura 16).

Hasta el dia 54, ambos tratamientos se comportaron de manera muy similar en lo que respecta a la
distribucion de frecuencias; posterior al dia 69, el tratamiento de alta densidad presentd una mayor
proporcion de organismos con tallas inferiores a 20mm, mientras que el tratamiento a densidad baja
mostrd una mayor cantidad de organismos en el intervalo comprendido entre 20-30mm. Esta condicién
parece potenciarse a partir del dia 109 tras el fendmeno de mortalidad masiva que se presentd; seguido
por una tendencia a la normalizacion de la distribucion de frecuencias en ambos tratamientos que se
mantuvo hasta el dia 179, cuando empezd a mostrar un patrén de distribucion de frecuencias de tipo

polimodal y que se mantuvo hasta la conclusion de este trabajo.
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Figura 16. Distribucion de frecuencias de la altura de C. rhizophorae sometida dos densidades de
cultivo, en un sistema tipo /ongline en Punta Cuchillo, Paquera, Golfo de Nicoya, Costa Rica.
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3.5. Proporcion y madurez sexual

En el dia 88 de cultivo se tomd una muestra aleatoria de 41 organismos. Entre los dos

tratamientos el rango de tallas estuvo comprendido entre 12.4 — 39.9mm de altura (Figura 17). La talla

minima, a la que fue posible identificar el sexo de los organismos fue de 23.6 mm.

Figura 17. Lote de organismos empleado para realizar las determinaciones de proporcion sexual y madurez de
C. rhizophorae bajo condiciones de cultivo en Punta Cuchillo, Paquera, Golfo de Nicoya, Costa Rica.

Se identificaron organismos inmaduros, en los que la géonada se observo traslucida (Figura 18 a)
y con ausencia de gametos; maduros (machos y hembras) con distinto grado de desarrollo gonaddico en
funcion de la coloracion y llenado gonadal. La coloracion de la gonada entre sexos fue la misma; los
grados de madurez tempranos se caracterizaron por un llenado leve con la presencia de venaciones o
ramificaciones blanquecinas (Figura 18 b); conforme el grado de madurez se incremento, estas
venaciones se engrosaron (Figura. 18 c-¢), hasta que resultd imposible distinguir la individualidad de

estas y se observo un area con coloracion homogénea (Fig. 18 f).

30



Figura 18. Grados de desarrollo gonadal encontrados en organismos de C. rhizophorae, (a) inmadura, (b)
desarrollo temprano, (c-e) incremento paulatino en la madurez gonadal y (f) maximo estado de de madurez
encontrado en un individuo (macho)
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De la totalidad de organismos examinados, el mayor porcentaje correspondi6 a los inmaduros
(61%), seguido por los machos (32%) y por un 7% de hembras. La talla minima a la que se logro
identificar el sexo fue de 23.6 mm y correspondi6é a machos; a partir de los 34mm se dio la ocurrencia
de hembras; los organismos inmaduros se encontraron presentes a través de todo el ambito de tallas,

con una tendencia a la disminucion en funcion al aumento de talla (Figura 19).
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Figura 19. Variacion del sexo de C. rhizophorae segin la altura, bajo condiciones de cultivo en Punta
Cuchillo, Paquera, Gofo de Nicoya, Costa Rica
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4. Discusion

4.1. Parametros ambientales

Experiencias en laboratorio con C. rhizophorae han demostrado que es una especie eurioica y
resistente a variaciones amplias tanto de temperatura como de salinidad (Poza y Rodriguez, 1987). Los
rangos reportados para esta especie en distintos paises por Angel (1986) varian entre los 18-34°C y 11-
40 ppt; no obstante, observaciones realizadas por Madrigal et al. (1985) establecen la tasa de filtracion

Optima para esta especie a 28°C y 25 ppt.

Para este trabajo la temperatura promedio estuvo cercana a la 6ptima reportada; sin embargo, la
salinidad promedio fue de 32.9 ppt lo que podria interferir en algunos procesos fisiolégicos (Lunetta y
Grotta, 1982); Pereira, Akaboshi y Soares (1988) encontraron que las mayores tasas de crecimiento y
sobrevivencia se presentan a bajas salinidades, mientras que en Brasil (Vilanova y Fonteles, 1989;
Alvarenga y Cunha, 2006) y en Cuba (Betanzos et al., 2010) se han asociado las altas salinidades a
tallas pequefias de organismos, lo que podria explicar el reducido tamafio que se presentaron en este

estudio ( cercano a 40 mm de altura).

Para especies del género Crassostrea, la temperatura y la disponibilidad de alimento son unos
de los principales factores que explican de mejor manera su crecimiento (Powell, Song, Ellis y Wilson,
1995; Hyun et al. (2001). Villarroel et al. (2004) registraron un crecimiento de 13.3 mm a los seis
meses de cultivo en semillas de 30mm de altura de C. rhizophorae cultivadas bajo condiciones de
surgencias discontinuas, en los que encontraron periodos de poca disponibilidad de alimento; ellos
concluyen que estos factores incidieron en el bajo crecimiento de la poblacion en estudio; de otro
modo, Buitrago et al. (2009) consideraron que en ambientes con elevada biomasa fitoplantdnica, la
disponibilidad de alimento no representa una variable significativa en funcion del crecimiento, asi
como tampoco los pardmetros ambientales con poca variabilidad, siempre y cuando se encuentren

dentro de los valores de tolerancia para la especie.

En el modelo explicativo para las variables biométricas en relacion con los parametros
ambientales, mostrd que la integracion de estos (incluyendo la precipitacion), se relacionaron con el

incremento de las distintas variables biométricas. En el modelo, el parametro de la concentracion de

33



oxigeno disuelto fue excluido con mayor frecuencia, por lo que parece tuvo menor injerencia sobre el
comportamiento de las variables biométricas, no debido a su falta de importancia, ya que es
indispensable para el desarrollo adecuado de los organismos, sino, probablemente asociado a la poca
variabilidad que present6 este durante el periodo de estudio y al encontrarse siempre por encima de los
niveles recomendados. Los valores de la concentracion de oxigeno se mantuvieron sobre los 5 mgL™,

lo que es indicativo de una buena disponibilidad de este (Villarroel et al. 2004).

Durante todo el periodo en que se efectud el estudio, el nivel de pH se mantuvo sobre 8, que son
niveles que se consideran adecuados para el cultivo de moluscos bivalvos; ya que estos niveles se
encuentran por encima del limite en el que puede generarse un deterioro significativo de la concha,
asociado a procesos de descalcificacion (Waldbusser, Steenson y Green, 2011), con lo que podria darse

una desaceleracion del crecimiento.

4.2. Crecimiento y sobrevivencia

Durante los primeros 109 dias del experimento (hasta el momento en que se presentd la
mortalidad masiva), se observaron incrementos constantes significativos en las dimensiones
morfométricas en ambos tratamientos entre periodos de muestreo consecutivos, lo que coincide con
diversos autores que han evaluado el patron de crecimiento en poblaciones naturales en que determind
un crecimiento acelerado durante los primeros meses de vida, tendiendo a disminuir conforme los

organismos incrementaban su edad (Prieto et al., 2012; Gonzélez et al., 2015).

De igual manera. el mismo patrén de crecimiento ha sido reportado en organismos cultivados
(Pacheco et al., 1983; Buitrago et al. 2009). Alvarenga & Cunha (2006) encontraron una caida
exponencial en la tasa de crecimiento instantdnea a través del tiempo y su estancamiento en el
desarrollo a partir del quinto mes de estudio, esto fue atribuido principalmente a niveles de salinidad
superiores a 30 ppt. De la misma manera, en este trabajo se registraron valores superiores a 30 ppt con

excepcion del primer mes de estudio, por lo que podria considerarse como un factor potencial.

Para este estudio se encontré que, el periodo previo al momento de la méxima mortalidad, el
tratamiento de baja densidad presentd una tasa de crecimiento mayor que la del tratamiento de alta

densidad; sin embargo, después de este momento se dio un punto de inflexion en el que este patron se
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invierte, hasta terminar ambos tratamientos con valores muy similares. De Azevedo, Tonini, dos Santos
& Braga (2015) reportan para C. rhizophorae cultivada en efluentes de granjas de camarén, en que las
ostras cultivadas en menor densidad crecieron, un 15% mas que aquellas cultivadas a mayor densidad;
de igual manera se ha reportado un mejor crecimiento de C. gigas en densidades menores (Roncarati,
Felici, Magi, Bilandzi¢ & Melotti, 2017; Marshall & Dunham, 2013). El crecimiento de moluscos
bivalvos se ve afectado de manera negativa con respecto al incremento de la densidad (Hadley &

Manzi, 1984; Alfaro, 2006) por un incremento en la competencia por el espacio y alimento disponibles.

Se dificulté comparar los valores obtenidos en este trabajo con los reportados por otros autores,
debido a tres aspectos fundamentales: la procedencia de la semilla, la talla de siembra y el periodo de
estudio. Para este estudio se emplearon semillas producidas en laboratorio, mientras que la mayoria de
las investigaciones ha utilizado semilla colectada del medio natural, con tallas de siembra de al menos

30 mm, mientras que la talla empleada para este trabajo fue significativamente menor (2.8 mm). La tasa

de crecimiento promedio para esta especie, basandose en informacién publicada por distintos autores
ronda los 5.3 mm mes’!, partiendo de organismos con tallas desde 10-45mm, y empleando distintos

sistemas de cultivo.

Considerando como punto de inicio una talla cercana a los 30 mm empleada por Villaroel et al.
(2004), el incremento total en la altura (H) reportado fue cercano al 45%, mientras que para este trabajo
resultd menor, entre el 19% y 29% para los tratamientos a baja y alta densidad respectivamente, la tasa
de crecimiento mensual para el tratamiento a baja y alta densidad fue de 1.6 mm mes™! y 4.2mm mes!,
respectivamente; lo que implica que durante los ultimos meses (posterior al pico de mortalidad) el
tratamiento a baja densidad experimentd muy poco crecimiento, mientras que el tratamiento a alta

densidad mostrd un crecimiento significativamente mayor.

Es importante recalcar que para las variables biométricas evaluadas, el tratamiento con baja
densidad mostré valores mayores al tratamiento con alta densidad, hasta el dia 109 (momento en que se
dio el maximo pico de mortalidad). Posterior a esto, empezd a invertirse la tendencia y el tratamiento
con mayor densidad presentd mayores tasas de crecimiento que el de baja; esto pudo deberse a una
modificacion de la composicion y densidad poblacional de los tratamientos como efecto de la
mortalidad, con lo que la cantidad de organismos en el tratamiento con mayor densidad disminuy6 lo

suficiente como para que la densidad de individuos dejara de ser un factor limitante en el crecimiento.
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Si bien no se encontré una explicacion para la inversion en las tasas de crecimiento entre los
tratamientos, este podria estar asociado en cierto grado con un fendmeno conocido como ‘“‘crecimiento
compensatorio”, que es la capacidad que tienen algunos organismos de crecer a tasas mas aceleradas
que las normales, después de intervalos de crecimiento. Este patron de crecimiento se encuentra
asociado a condiciones de estrés como la reduccion del suministro de alimento o variaciones en la
temperatura (Schultz, Lakford & Conover, 2002; Ali, Nicieza y Wootton, 2003); también, densidades
de cultivo elevadas son consideradas condiciones de estrés en las que se genera una competencia por

espacio y alimento (Alfaro, 2006).

En moluscos bivalvos se ha encontrado la capacidad de desarrollar este tipo de crecimiento
compensatorio durante estadios tempranos de desarrollo, en que los organismos sobrevivientes al
proceso de estrés como la privacion alimenticia o inanicion presentan la capacidad de tener este tipo de
crecimiento (Yan, Zhang, Huo, Yang y Guofan, 2009; Kheder, Quéré, Moal & Robert, 2010). Seria
necesario realizar investigaciones dirigidas a determinar la potencialidad que esta especie tiene para

manifestar este tipo de crecimiento.

Una posible causa que puede afectar el crecimiento y la sobrevivencia en moluscos bivalvos es
el grado de estrés mecanico que pueden sufrir los animales en funcion del tipo de sistema de cultivo
empleado. Lodeiros et al. (2006) consideran que la perturbacion causada por el oleaje en los sistemas
de cultivo tipo longline es mayor que el experimentado en los sistemas tipo balsas, ya que estas ultimas
estructuras poseen un mayor nivel de amortiguamiento. Por lo anterior, consideraron que el tipo de
sistema de cultivo tuvo un rol preponderante en el menor crecimiento obtenido para C. rhizophorae; de
la misma manera, ocurri6 con Euvola ziczac en la que el estrés generado por el oleaje en el longline

interfirio6 de manera significativa en su crecimiento y sobrevivencia (Freites, Coté, Himmelman &

Lodeiros, 1999).

Distintos autores como Freites, Himmelman & Lodeiros (2000), Villarroel et al. (2004),
Lodeiros y Freites (2008), Buitrago et al. (2009) y Nuifiez et al. (2010), sefialan la presencia de
depredadores (principalmente el gasteropodo del género Cymatium), como uno de los principales
factores asociados a la mortalidad en el cultivo de moluscos bivalvos. Sin embargo, durante todo el
ensayo Unicamente fueron detectados dos de estos gasterdpodos en los sistemas de cultivo, por lo que

para este experimento no representaron un factor que pudiera influir en la sobrevivencia obtenida.
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4.3. Composicion poblacional

Este tipo de analisis no es comun de observarse en estudios similares; no obstante, se considero
importante conocer el comportamiento del crecimiento y la distribucion de frecuencias de tallas ya que,
desde el punto de vista comercial, permite tener un criterio mejor fundamentado para realizar

proyecciones de cultivo.

Ambas poblaciones inician con una distribucion de tallas muy semejante entre ellas, sin
embargo, la “densidad alta” present6 una mayor frecuencia de individuos de menor tamafio y esta
tendencia se mantuvo incluso después de ser registrado el maximo pico de mortalidad; en ninguno de
los dos tratamientos la mortalidad presentd distincion entre las clases de talla. Se observd una
normalizaciéon de la distribucion de frecuencias entre ambos tratamientos, tendiendo hacia la
normalidad hasta cerca del dia 179 en que la frecuencia encontrada en ambos tratamientos mostré una
propension a distribuirse en un mayor nimero de clases debido, probablemente, a lo reduccion de la
poblacién sobreviviente. Al finalizar el ensayo, los organismos con mayores tallas se encontraron en el

tratamiento con mayor densidad, aunque en muy baja frecuencia.

Los histogramas de frecuencia de talla para ambos tratamientos exhibieron un patron similar
entre octubre de 2011 hasta abril de 2012 presentando una distribucién unimodal, con una tendencia en
el tratamiento de mayor densidad a tener un aumento en la proporcion de individuos de tallas menores
que el tratamiento a menor densidad, de Acevedo y otros (2015), el cual encontr6 un mayor

crecimiento en organismos cultivados a menor densidad.

4.4. Proporcion y madurez sexual

Las ostras del género Crassostrea ssp. son consideradas hermafroditas secuenciales sin
dimorfismo sexual y cuya alternancia de sexo estd en funcion de la edad y las condiciones ambientales
presentes (Galtsoff, 1964; Andrews, 1979). El unico registro realizado a la poblacion de estudio
determind una mayor proporcion de machos que de hembras (4 : 1), similar a lo reportado por Pacheco

et al. (1983) para un lote cultivado en Estero Vizcaya, Costa Rica; ademas, se nota una mayor
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prevalencia de machos en tallas menores, lo que coincide con lo reportado por Nascimento, Da Silva,
Ramos y Santos (1980) en Brasil; Velez (1976 y 1982) en Venezuela; y Alarcén y Zamora (1993) en

Costa Rica.

La proporcion sexual y los rangos de talla de los individuos en funcién de su sexo podria ser
atribuible a la estrategia reproductiva de hermafroditismo secuencial de tipo protandrico, reportado
para esta especie por Velez (1982). Esto implica que conforme la cohorte crece la proporcionalidad de
hembras aumentard en el tiempo; la ventaja que presenta estd estrategia reproductiva es que los machos
tienen una mayor capacidad fisiolégica para la recuperacién gonadica en corto tiempo comparados con
las hembras, por tanto, el mayor nimero de hembras representara un mayor €xito reproductivo de la

especie (Lenz y Boehs, 2011).

La variacion en la proporcion sexual es intrinseca de los organismos y esta determinada por
pocos genes (Guo, Hedgecock, Hershberger, Cooper y Allen, 1998). Empero, Yusa (2007) y Lee, Cho,
Jin, Park, & Shin, (2009) reportan que la exposicion a contaminantes quimicos considerados como
interruptores endocrinos (EDC’s) pueden afectar los estimulos hormonales asociados a la regulacion de

los ciclos reproductivos.

En este trabajo se encontr6 que la talla minima a la que fue posible la diferenciacion de gametos
fue de 23.6 mm, cifra semejante a 20-25mm, reportada por Nascimento et al. (1980) en Brasil. Sin
embargo, resulta significativamente mayor que las reportadas por Pacheco ef al. (1983), de 13 mm en
una poblacion en Estero Vizcaya, Costa Rica, y 10mm encontrada por Velez (1976) en Venezuela.
Estudios recientes (Santerre et al., 2013) han demostrado que para C. gigas el incremento en la
temperatura acelera el proceso de diferenciacion sexual, por lo que seria importante valorar si para C.

rhizophorae representa un factor influyente.

38



4.5. Posible efecto causado por floraciones algales potencialmente nocivas

King et al. (2006) encontraron que, para C. gigas en condiciones de cultivo en Reino Unido, la
composicion del fitoplancton disponible influye en la tasa de crecimiento, ademas, puede tener un
efecto en la mortalidad en aquellos casos en que se dé la presencia de floraciones algales
potencialmente nocivas. No solo la composicion del fitoplancton en forma de clorofila a resulta como
fuente de alimento, sino que hay gran cantidad de materia organica particulada que sirve para este fin

(Hyun et al., 2001)

En los resultados se aprecia que el maximo pico de mortalidad coincide con la mayor
concentraciéon acumulada de microalgas potencialmente nocivas, pese a no mostrar una relacion
estadisticamente significativa. La afectacion que puede generar la presencia de dinoflagelados
potencialmente nocivos como Alexandrium monilatum a diferentes especies de moluscos bivalvos, es
especie-especifica (May et al., 2010), es decir, no todas las especies de bivalvos presentan el mismo
nivel de susceptibilidad ante concentraciones elevadas de microalgas potencialmente nocivas. Cuando
los organismos generan una respuesta, esta busca en primera instancia el aislamiento del medio externo

como mecanismo de defensa (Gainey & Shunway, 1988).

Como parte de este mecanismo de defensa, una de las principales variables que se ve alterada
ante la presencia de dinoflagelados téxicos, es la tasa de aclaramiento, asi para C. virginica en
presencia Protogonyaulax tamarensis puede reducirse significativamente (Shumway & Cucci, 1987),
mientras que para otras especies, la tasa de aclaramiento puede aumentar ante la presencia de otra
microalga nociva como Prorocentrum minimum o, incluso, presentar un cierre total de valvas cuando el
mismo molusco se encuentra en presencia de otra especie toxica como Alexandrium fundyense

(Hégaret, Wikfors & Shumway, 2007).

Estudios recientes vinculan la exposicion de C. gigas a especies del género Alexandrium, con
alteraciones en el tejido branquial, actividad valvar, interrupciones en el ritmo biolégico (Castrec et al.,
2018). También procesos metabolicos como la conduccion neuromuscular, canales de intercambio
10nico y digestion pueden verse afectados (Mat et al., 2018); incluso la respuesta inmune debido al
proceso de apoptosis que puede generar sobre los hemocitos puede llegar a verse comprometido (Abi-

Khalil, 2017)
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5. Conclusiones

No se encontro diferencia significativa para el crecimiento registrado entre tratamientos; sin embargo,
el tratamiento con menor densidad presentd una mayor tasa de crecimiento que el tratamiento con alta
densidad previo al fenédmeno de mortalidad masiva; posterior a este pico de mortalidad, la tasa de
crecimiento se invirtié entre los dos tratamientos. Esta alteracion en la composiciéon de la poblacién

pudo haber generado un efecto compensatorio en que la densidad ya no era un factor limitante.

Por otro lado, las poblaciones en ambos tratamientos presentaron una distribucion de frecuencias de
tallas normal, durante la mayor parte del experimento, tendiendo hacia una distribucién polimodal en
los ultimos dos meses. Asimismo, se encontré una mayor proporcion de organismos de menor talla en

el tratamiento de densidad alta, hasta el evento de alta mortalidad.

La mortalidad fue muy elevada para ambos tratamientos. No se logré establecer la causalidad de esta
con ninguno de los pardmetros ambientales que se registraron durante el periodo de estudio, incluyendo

el fendmeno de floraciones algales nocivas; sin embargo, se observa una débil correlacion positiva.

El conjunto de parametros fisico-quimicos del agua logré explicar las variaciones en el crecimiento en
ambos tratamientos. Las condiciones fisico quimicas del agua presentaron niveles que se encuentran
dentro del rango de tolerancia Crassostrea rhizophorae; pero es importante considerar el posible efecto
que pueden tener niveles de salinidad relativamente altos en funcion de la talla final de los organismos

para efectos de produccion y comerciales.

La talla minima en la que se pudo observar la diferenciacion entre organismos masculinos y femeninos
de Crassostrea rhizophorae fue a los 23.6 mm de altura. La proporcion sexual entre machos y hembras
de Crassostrea rhizophorae fue de 4:1, esto significa una mayor cantidad de machos con respecto a las

hembras en las tallas inferiores.
Més de la mitad de los animales examinados resultaron ser indeterminados y tendieron a disminuir en

su proporcion conforme incrementaba la talla, pero permaneciendo presentes a lo largo de todos los

rangos de tallas observados; aunque es importante considerar que los resultados referentes a la
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proporcién sexual de los organismos, responden a un Unico muestreo, por lo que deben ser

considerados con cautela.

6. Recomendaciones

Se puntualizan las recomendaciones atinentes para futuros estudios dirigidos a C. rhizophorae, para
potenciar la informacion de linea base que permita tomar decisiones claras sobre la implementacion de

esta especie en la acuicultura:

e Para continuar con estudios que permitan determinar la implementacion de esta especie a nivel
productivo, es indispensable retomar la investigacion que permita cerrar su ciclo reproductivo

en laboratorio.

e Seria importante retomar investigaciones enfocadas a la determinacién de las densidades de
cultivo éptimos para esta especie, considerando que no se logré encontrar diferencias entre las
densidades probadas, deberian considerarse nuevas densidades de prueba; y en la medida en que
sea posible considerar diversos sitios para contar con una mayor riqueza en los datos que se

puedan generar.

o Realizar estudios para evaluar el efecto de la salinidad sobre el crecimiento de C. rhizophorae,
con la finalidad de poder generar sugerencias sobre sitios aptos para el cultivo, en funcién de
esta variable en sistemas estuarinos como el Golfo de Nicoya, donde, debido a su dinamica,

presenta secciones con niveles de salinidad diferentes a lo largo de toda su extension.

e Para proximas experiencias, seria importante considerar alguna variable asociada
indirectamente a la alimentacién de estos organismos, como podria ser la determinaciéon de
clorofilas o un andlisis de seston para contar con otro tipo de informacion que permita realizar

inferencias mas robustas.

e Seria prudente efectuar investigaciones que permitan conocer el efecto especie-especifico de las

distintas especies de microalgas potencialmente nocivas que tienen capacidad de generar
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florecimientos algales en el Golfo de Nicoya, con la finalidad de conocer si este factor podria
ser limitante para el desarrollo de la ostricultura de esta especie como una actividad

socioeconémica

e EIl desarrollo de la ostricultura de C. rhizophorae tiene un gran potencial que va desde la
posibilidad de establecer cultivos comerciales, el repoblamiento de areas naturales e incluso
como mecanismo para tratamiento de aguas residuales generadas por otros sistemas de cultivo;
pero para cualquier aprovechamiento que se quiera realizar en un futuro, es indispensable el
desarrollo de la tecnologia de cultivo para esta especie, desde la produccién en laboratorio hasta

el mejoramiento de lineas generacionales para potenciar el desarrollo de la actividad.
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