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RESUMEN

El presente trabajo desarroll6 dietas monoespecificas con microalgas
bentdnicas que permitan mejorar la tasa de crecimiento y supervivencia
en la etapa post larval del Loxechinus albus, erizo verde. El experimento
realizado evalud el efecto del crecimiento y supervivencia de post larvas
de L. albus, utilizando dietas monoespecificas de microalgas benténicas:
Tetraselmis striata, Phaeodactylum tricornutum, Navicula salinicola vy

Chlorella ellipsoidea.

Los resultados se analizaron mediante un ANDEVA, demostrando que
existen diferencias significativas entre los tratamientos (p <0.05), y con la
Prueba de Tukey se mostré que el mejor crecimiento se obtuvo con
Navicula salinicola (917.33 um), y los mejores resultados de supervivencia
se obtuvieron con Phaeodactylum tricornutum (37.16%), al culminar los 30
dias del experimento. Estos resultados evidencian que una dieta mixta de
diatomeas bentdnicas mejora el crecimiento y supervivencia post larval

del Loxechinus albus.

Palabras Claves: Loxechinus albus, acuicultura, microalgas, post larvas,
crecimiento, supervivencia.



ABSTRACT

The present study developed monoespecific diets with benthic microalgae
to improve the growth and survival in the post larvae stage of Loxechinus
albus, green sea urchin. The experiment evaluated the effect of post
larvae growth and survival of L. albus obtained with monoespecific diets
benthic microalgae: Testraselmis striata, Phaeodactylum tricornutum,

Navicula salinicola and Chlorella ellipsoidea.

The results were analyzed by ANOVA , showing that there are significant
differences between treatments (p <0.05), and the Tukey test showed the
best growth was obtained with Navicula salinicola (917.33 pm) , with and
the best survival results were obtained with Phaeodactylum tricornutum
(37.16%), on completion of 30 days of the experiment. These results show
that a mixed diet improves benthic diatoms post larvae growth and survival

of Loxechinus albus.

Key words: Loxechinus albus, aquaculture, microalgae, post larvae,

growth, survival.
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INTRODUCCION

La acuicultura actualmente es considerada como fuente de producciéon de
peces, moluscos y equinodermos en el mundo, debido fundamentalmente
al agotamiento de los bancos naturales por sobrepesca y/o cambios
climaticos. Por otro lado, la demanda insatisfecha del mercado
internacional convierte al cultivo de invertebrados en una actividad
economica innovadora, de alta rentabilidad, capaz de generar empleo y

riqueza en las comunidades costeras.

En el presente trabajo se desarrollaron dietas con microalgas bentdnicas
monoespecificas para ser suministradas en la etapa post larval del
Loxechinus albus, erizo verde; también se analiz6 el valor nutricional de
éstas microalgas, su comportamiento hasta la fase exponencial y
finalmente se detecto el efecto causado en el crecimiento y supervivencia

de las post larvas.

La informacién obtenida, es una importante contribucién a la tecnologia
del cultivo de erizo verde, que permitira optimizar costos y tiempo, al

conocer el alimento mas adecuado en la etapa post larval.



CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA

Loxechinus albus es un recurso econémicamente atractivo para el
mercado, lo cual ha llevado a un agotamiento y deterioro de los
diferentes bancos naturales, debido a su desmesurada explotacion.
Frente a la realidad pesquera de este recurso, es que se prioriza la
necesidad de investigacion en desarrollar técnicas acuicolas en medio

controlado.

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

1.2.1 Interrogante general

,Qué efecto producen las dietas de diferentes microalgas

bentonicas en la tasa de crecimiento y supervivencia de post larvas de

Loxechinus albus?



1.2.2 Interrogantes secundarias

> ¢Qué efecto producen las dietas de diferentes microalgas
bentonicas en la tasa de crecimiento de post larvas del

Loxechinus albus?

> ¢Qué efecto producen las dietas de diferentes microalgas
bentonicas en la tasa supervivencia de post larvas del

Loxechinus albus?

1.3 JUSTIFICACION

Actualmente, el cultivo de erizo verde ha sido muy poco
desarrollado en nuestro pais, y aunque existe tecnologia al respecto
en otros paises, se ha prestado mayor atencion a estudios sobre el
ciclo y acondicionamiento reproductivo, dietas en la etapa larval, y
dietas artificiales que permitan mejorar la coloracién de las génadas,
tratamiento de induccion al desove, cultivos a diferentes temperaturas;
siendo escasos los estudios existentes sobre la alimentacion en la
etapa post larval, lo cual permitiria superar la ausencia de informacion
sobre diversos aspectos de la biologia tréfica de este recurso y

contribuir a mejorar la tecnologia de cultivo.



1.4 FORMULACION DE OBJETIVOS

1.4.1 Obijetivo general

Evaluar el efecto de diferentes dietas de microalgas bentdnicas en

el crecimiento y supervivencia post larval de Loxechinus albus.

1.4.2 Objetivos especificos

» Caracterizar las microalgas bentdnicas suministradas en la dieta post

larvaria de Loxechinus albus.

» Desarrollar técnicas de cultivo de microalgas bentonicas utilizadas en

la dieta post larvaria de Loxechinus albus.

» Implementar el cultivo post larvario de Loxechinus albus.

» Determinar el crecimiento de post larvas alimentadas con microalgas

bentdnicas.

» Determinar la supervivencia de post larvas alimentadas con

microalgas bentdnicas.



1.5 FORMULACION DE HIPOTESIS

1.5.1 Hipotesis general

La alimentacion con diferentes microalgas bentonicas causa

efecto en el crecimiento y supervivencia de post larvas de

Loxechinus albus.

1.5.2 Hipotesis especificas

Ho:

H;:

Ho:

No existe efecto de la alimentacion con diferentes dietas de
microalgas bentdnicas en la tasa de crecimiento de post larvas

de Loxechinus albus.

Existe efecto de la alimentacibn con diferentes dietas de
microalgas bentdnicas en la tasa de crecimiento de post larvas

de Loxechinus albus.

No existe efecto de la alimentacion con diferentes dietas de
microalgas benténicas en la tasa de supervivencia de post

larvas de Loxechinus albus.



Hi: Existe efecto de la alimentacion con diferentes dietas de
microalgas bentonicas en la tasa de supervivencia de post

larvas de Loxechinus albus.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes del estudio

2.1.1 Descripcion de Loxechinus albus

Loxechinus albus es un equinodermo que se caracteriza por poseer
una caparazon mediana a grande, de color verde, ocasionalmente con
tonalidades rojizas o moradas en ambulacros e interambulacros, placas
ambulacrales entre 6 y 11 geminadas, cada una con un tubérculo
primario, sistema apical diciclico; numerosas placas periproctales mas
bien grandes, ano central, espinas primarias mas bien cortas en adultos,
conicas; espinas secundarias y miliares numerosas, pedicelarios
globiferos con un cuello entre cabezuela y peddnculo o tallo, con valvas
grandes, con numero variable de dientes laterales, entre uno y cuatro a

cada lado (Larrain, 1975; Bustos, 2001).



Figura 1: Fotografia de Loxechinus albus (Fuente: Propia)

Esta especie es también conocida como: erizo verde en Peru, erizo
blanco, erizo verde, erizo rojo, erizo comestible en Chile, erizo blanco
por la FAO, oursin de mer blanc en francés y White sea urchin en inglés.
(Yamashiro C., Benites C., Zeballos J. & Tafur C., 1996). Es una especie
sedentaria, de habitos gregarios que presenta desplazamientos muy
reducidos, sobre sustratos rocosos o de fondo mixto (Yamashiro et al.,

1996).



2.1.2 Sistematica:

PHYLUM : Echinodermata

CLASE : Echinoidea

SUBCLASE : Euechinoidea

SUPERORDEN : Echinacea

ORDEN : Echinoida

FAMILIA : Echinidae

GENERO : Loxechinus

ESPECIE : Loxechinus albus (Molina, 1782)

(Lawrence, 2007)

2.1.3 Distribucién Geografica

Loxechinus albus se distribuye desde la Isla Lobos de Afuera hasta
el Estrecho de Magallanes al Sur de Chile, con una distribucion
batimétrica que abarca desde la zona intermareal que se extiende hasta
el infralitoral y submareal, a 340 m de profundidad (Larrain,1975). Sin
embargo, Moreno & Molinet (2011), indican que hasta ahora el Unico
registro de L. albus ha sido hasta 106 m de profundidad. De otro lado, se

inform6 sobre la presencia de L. albus en el borde de la plataforma



continental argentina, en latitudes comprendidas entre los 37°35'S y

54°33'0O (Fenucci, 1967).

2.1.4 Ciclo de vida:

L. albus es un organismo con sexos separados que no presenta
dimorfismo sexual; durante el periodo reproductivo liberan los gametos
masculinos y femeninos al medio, donde se fecundan después de un
minuto; se inicia la etapa embrionaria hasta las 48 horas
aproximadamente, instante en que se inicia la etapa larvaria,
atravesando por la fase prisma, 4, 6 y 8 brazos durante 25 dias
aproximadamente; posteriormente se produce la metamorfosis seguido
del asentamiento y cambio de vida planctonica a benténica (Arrau,
1958; Zamora, 1994; Bustos y Olave, 2001; Astudillo et al. 2005); éstas
dos etapas (embrionaria y larvaria) conforman el cultivo inicial y se
desarrolla en condiciones controladas de temperatura, aeracion y agua

de mar estéril (microfiltrada e irradiada).

La etapa post larvaria conforma el cultivo intermedio, abarcando un
periodo aproximado (37 dias) de desarrollo asentadas en superficies
colonizadas con diatomeas (Zamora y Stotz, 1994) hasta alcanzar 1 mm.
diametro total, para ser considerados como organismos juveniles.

(Figura 2).
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Figura 2: Ciclo de Vida de Loxechinus albus. (Fuente: IMARPE, 2014)

2.1.5. Desembarque de Loxechinus albus

Actualmente, el erizo verde Loxechinus albus es el equinoideo que
presenta los mas altos niveles de captura y constituye una de las
pesquerias benténicas mas importantes a nivel mundial. Segun datos de
la FAO (2013), las capturas industriales de este recurso han causado la
extincion de muchas poblaciones naturales. En el Perq, esta especie ha
sido intensamente explotada, producto de la gran demanda de sus
gonadas, especialmente en el mercado japonés, ya que las génadas de
erizo es el producto marino que alcanza el precio mas alto (50-100
US$/Kg) en los mercados internacionales y su volumen de produccion es
de alrededor de 80.000 t anuales. Los desembarques de erizo en el Pera

fluctuaron entre 90 y 3 000 TM /afio entre 1998 y 2007.
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Desembarque de Loxechinus albus

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Anos

Figura 3: Desembarques nacionales de L. albus (Fuente: Propia)

2.2 Bases teoricas

2.2.1 Trabajos realizados en cultivo de erizo

Hinegardner, (1969) realiz6 el ciclo de vida Lytechinus pictus en
laboratorio; Basuyaux y Blin, (1998) probaron 6 dietas para evaluar el
crecimiento y mortalidad de ejemplares adultos del erizo Paracentrotus
lividus, basado en un circuito cerrado con recirculacion del agua;
James, (2006b) comparo las ventajas y desventajas de la utilizacién de
cajas de cultivo situadas en el medio marino o en tierra, con respecto a
la cantidad de ovas y calidad de génadas del erizo marino Evechinus

chloroticus.
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2.2.2 Trabajos realizados con Loxechinus albus

Actualmente, el equinodermo de mayor importancia comercial en
Peri y Chile es el Loxechinus albus; siendo asi de vital interés
desarrollar su cultivo, es por ello que se han realizado trabajos de
investigacion, como el de Gonzales et al. (1987), en el que determinaron
que el uso de dieta mixta de pequefias microalgas flageladas en
combinacion con un aumento de la temperatura es un elemento
incidente en un mayor porcentaje de supervivencia larval y fijacion de

juveniles.

Zamora y Stotz (1994), establecieron que la calidad de las especies
de microalgas empleadas como alimento, inciden en el crecimiento y
mortalidad larval al no reunir todos los requerimientos nutricionales.
Ademas, realizaron trabajos de asentamiento en diferentes tipos de
sustrato, determinando que se da una mejor fijacion en placas de
policarbonato, siendo su sistema de cultivo en sets de estas placas
previamente biologizadas con bacterias, microalgas y diatomeas

bentdnicas en tanques bajo condiciones controladas.

Bustos y Olave (2001), indican que en condiciones controladas el
mejor inductor para la metamorfosis es la presencia de diatomeas

pennadas como sustrato.

13



Palacios et al. (2012), obtuvieron una mejor longitud larval de
Loxechinus albus, con una dieta mixta de Chaetoceros calcitrans e
Isochrysis galbana y una mayor sobrevivencia con Chaetoceros
caciltrans y Tetraselmis suecica; ademas, determinaron que la mejor

sobrevivencia se da a densidades de 5 larvas.mL™.

2.2.3 Trabajos realizados con microalgas bentdnicas

Buitrago y Lodeiros (2005), tuvieron una mayor ganancia en peso
del 60% en post larvas del erizo Lytechinus variegatus alimentadas con
Navicula sp. en comparacion con Amphora sp. Ademas, indicaron que la
metamorfosis de L. variegatus se puede inducir con peliculas de
diatomeas benténicas (Navicula sp. y Amphora sp.) en un 100% a las 96

horas.

Araya et al. (2010), utilizaron una mezcla multiespecifica de
diatomeas bentonicas como Amphora capitellata, Nitzschia ovalis arnott,
Cylindrotheca closterium y Navicula cryptocephala; para optimizar la

fijacion larval y el crecimiento del abalén Haliotis rufescens.

14



CAPITULO lll: MARCO METODOLOGICO

3.1 TIPO Y DISENO

3.1.1 Tipo de investigacion

Aplicada.

3.1.2 Disefio de investigacién

Experimental.

3.2 NIVEL DE INVESTIGACION

Explicativo.

3.3 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

3.3.1 Variable independiente

Dieta

3.3.2 Variables dependientes

» Crecimiento de post larvas de Loxechinus albus.

» Supervivencia de post larvas de Loxechinus albus.
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3.4 POBLACION Y MUESTRA
3.4.1 Poblacién

Post larvas de Loxechinus albus cultivadas en el Laboratorio de

Investigacion en Moluscos-IMARPE Sede llo.
3.4.2 Muestra

Post larvas de Loxechinus albus en 3 sets de fijacion por

tratamiento.

3.5 TECNICAS E INSTRUMENTOS PARA LA RECOLECCION DE

DATOS

El desarrollo de esta tesis fue llevado a cabo en el Laboratorio de
Investigacion de Moluscos, IMARPE - Sede llo. Se utilizaron 4 cepas de
microalgas bentodnicas, previamente aisladas y puras, las cuales fueron
suministradas por el Area de Cultivo de Microalgas; y las larvas pre
metamorficas procedentes de los cultivos de erizo Loxechinus albus
realizados en el Laboratorio de Investigaciéon en Moluscos, ambas areas

de IMARPE-Sede llo.
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3.5.1 Disefio Experimental

Se aplicaron tres tratamientos y un control, cada uno con tres

repeticiones, como se muestra en el siguiente esquema:

1. Control : Phaeodactylum tricornutum
2. Tratamiento 1: Especie 1
3. Tratamiento 2: Especie 2
4, Tratamiento 3: Especie 3

- EDEE

Tratamiento 1. { R1 ][ R2 ]{ R3 ]

Tatamiento 2 { R1 ]{ R2 ][ R3 ]
Tatamiento 3: [ R1 ] [ R2 ][ R3 ]

Figura 4: Disefio experimental. (Fuente: Propia)
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3.6 METODOS Y TECNICAS PARA LA PRESENTACION Y ANALISIS

DE DATOS

3.6.1 Caracterizacién de microalgas benténicas suministradas en la

dieta post larvaria de Loxechinus albus

3.6.1.1 Identificacién de microalgas bentonicas

Las microalgas utilizadas en los 3 tratamientos fueron almacenadas
en Eppendorf, conteniendo 500 uL. de cada especie con una
concentracién de 10® cel.mL™ y preservadas en glicerol al 15%,
debidamente rotuladas y cubiertas con parafilm; posteriormente se
trasladaron a la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann (Tacna)
con la finalidad de enviar las muestras a MACROGEN Advancing
Through Genomics (Korea del Norte) para su identificacion molecular;
mientras que, para la descripcion se seleccion6 informacién bibliogréfica,
tales como claves, tesis, trabajos de investigacion, revistas cientificas y
otros articulos de fuentes confiables. Las microalgas fueron fotografiadas
con una camara digital SONY 14 megapixeles y su tamafo fue

determinado con ayuda de un micrémetro ocular.
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3.6.1.2 Perfil bioquimico de microalgas bentdnicas

Para la determinacion del perfil bioquimico, se acumulé biomasa
microalgal proveniente del cultivo inicial con una concentracion de
1.5x10" cel.mL™, colectada el dia de méximo crecimiento durante la fase
exponencial, en recipientes de plastico de 150 mL., los cuales fueron
refrigerados para evitar la presencia de cuerpos extrafios vy
contaminacion. Al sedimentar la microalga, se retir6 el volumen de agua
mediante pipetas Pasteur desechables; y se refriger6 la muestra hasta
gue seque. La biomasa seca, se desprendié con ayuda de una espatula
y se depositO en un mortero para su posterior homogenizacion de

manera mecanica.

Finalmente, se depositd la biomasa seca (aproximadamente 20 g.)
en una placa Petri rotulada con Parafilm y cubierta con papel aluminio,
para su posterior entrega al laboratorio quimico de la empresa pesquera
TASA-llo, donde se utilizo el equipo NIR (Near-infrared) para obtener el

contenido de proteinas, grasas, cenizas y cloruros (Figura 5).
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Figura 5: Equipo NIR con muestra de microalga (Fuente: Propia)

3.6.2 Desarrollo del cultivo de microalgas bentdnicas

3.6.2.1 Cultivo inicial

Las microalgas bentonicas fueron cultivadas en 3 envases de
plastico transparente, rectangulares de 23 x 7 cm. por cada especie,
conteniendo un litro de agua de mar estéril enriquecida con 1 mL. de
Solucibn A y B (Ver Anexo 1), suplementada con 0.013 g. de
Metasilicato de sodio, en el caso de las 2 diatomeas utilizadas y el medio

de cultivo aplicado fue F/2 Guillard modificado (Ver Anexo 2).

En el interior de cada envase se dispuso una placa de
policarbonato con una reticula de 150 cuadrados de 1 cm. y un plomo
atado en el medio para mantenerla sumergida; esta etapa se inicié con

un in6culo de 1.5x10" cel.mL™., para favorecer la fijacion de la
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biopelicula microalgal en la superficie de la placa, y para mantener el
intercambio gaseoso se coloc6 un difusor de aire que proporcioné fuljo
moderado, y luz artificial continua (40 watts) en la parte superior, a una
temperatura de 19°C £ 1°C (aire acondicionado) (S. Zevallos,

comunicacion personal, Septiembre 4, 2013).

Figura 6: Cultivo inicial de biopelicula microalgal. (Fuente: Propia)

3.6.2.2 Cultivo intermedio

Las microalgas procedentes de la fase exponencial del nivel
anterior fueron cultivadas en 3 tanques de fibra de vidrio rectangulares de
60 x 30 cm. por cada especie, conteniendo aproximadamente 40 L. de
agua de mar estéril enriguecida con 5.2 mL. de solucibn A y B,
suplementada con 0.52 g. de Metasilicato de Sodio, en el caso de las

diatomeas. En el interior de cada tanque se dispuso un set de fijacion
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para post larvas de erizo, manteniendo las condiciones ambientales del
anterior nivel de cultivo (S. Zevallos, comunicacién personal, Septiembre

4, 2013).

Figura 7: Bandejas de cultivo intermedio. (Fuente: Propia)

El cultivo de microalgas benténicas fue recirculado al 90 % con
agua de mar estéril al cabo de una semana, agregandose nuevamente
los nutrientes; y se rotd el set de fijacién cada 2 dias, para lograr que la
luz alcance a todas las placas, y asi obtener una biopelicula microalgal

homogénea.
3.6.2.3 Determinacion de la curva de crecimiento de microalgas

La densidad celular se cuantifico de forma diaria a partir del tercer

dia de cultivo, diluyendo la biopelicula microalgal de la superficie de 1 cm?
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en 1 mL. de agua de mar estéril y agregandole 5 gotas de sal disodica del
acido etilendiamino tetra-acético (Na;EDTA.2H,0) para desagregar las
colonias de microalgas asentadas en la placa (Leal et al. 2012), fijandolas
con una gota de lugol y homogenizadas para su posterior observacion al
microscopio compuesto Axiostar plus (10x) y recuento celular, usando una

camara de Neubauer.

=
E

Figura 8: Recuento de microalgas en Camara Neubauer (Fuente: Propia)

Para la determinacion de la densidad celular se aplico la férmula

empleada por Andersen (2005) y Moheimani et al. (2013):

Densidad celular = Promedio x 5 x 10000
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Donde:
Densidad celular  : NGmero de células en un volumen (cel.mL™).

Promedio : Media aritmética del recuento de cuadrantes.

Los datos de crecimiento del cultivo inicial de microalgas fueron ajustados
bajo el modelo corregido de Gompertz citado en Casas et al. (2010) para
graficar la curva de crecimiento hasta su punto maximo durante la fase
exponencial, de la cual se obtuvo la biomasa que fue empleada como

in6culo para el cultivo intermedio.

[ Y=a*exp(-exp(b-c*t))) ]

Donde:
Y: Recuento celular al tiempo T (cel. mL™)
a: Valor maximo de biomasa
b: Diferencia entre la biomasa inicial y final al tiempo “t”
c: Velocidad especifica de crecimiento

t: Tiempo de generacion
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3.6.3 Implementacion de cultivo post larvario de Loxechinus albus
3.6.3.1 Set de fijacion post larval

Se elabordé una estructura cubica de PVC de %", cuyos vértices
estuvieron unidos por codos de 90° a parantes verticales y desmontables,
en los que se dispuso 10 placas onduladas de policarbonato de 50 x 22
cm, con una separacion de 1 cm entre cada placa (separadores de
plastico), tomando como referencia el trabajo realizado por Zamora y

Stotz (1994).

Figura 9: Set de fijacion post larval. (Fuente: Propia)

3.6.3.2 Cultivo post larvario de Loxechinus albus

Los sets de fijacion cubiertos por biopeliculas asentadas en la

superficie de la placa de microalgas bentonicas fueron trasladados a los
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tanques rectangulares de fibra de vidrio (250 L. aproximadamente), previa
observacion microscoépica y tamizado de la columna de agua del cultivo

microalgal, para la identificacién y depuracion de otros microorganismos.

Las condiciones de aeracion para el mantenimiento del cultivo
durante esta etapa fueron moderadas, tratando de suministrar burbujas
del menor tamafo posible, y asi una excelente mezcla gaseosa; la
temperatura ambiental se mantuvo a 18 + 1 °C, y se agregaron nutrientes
de acuerdo al volumen de agua de mar estéril contenido en el tanque de

cultivo, para favorecer el mantenimiento de la biopelicula microalgal.

3.6.3.3 Manejo del cultivo post larvario de Loxechinus albus

Una vez instalados los sets de cultivo post larvario, se agregaron
larvas pre metamorficas procedentes del cultivo experimental del erizo
Loxechinus albus, realizando un previo muestreo para conocer la
densidad a sembrar. Semanalmente se realizé el recambio de agua de
mar estéril a un flujo moderado, con tamices de una abertura de malla de
75 um, para evitar el desprendimiento de la biopelicula microalgal y post
larvas. Ademas, se afiadieron nutrientes y se analizaron muestras de

agua para poder controlar la presencia de algun otro microorganismo.
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Figura 10: Muestreo de cultivo. (Fuente: Propia)

El registro de temperatura del agua de cultivo fue diario, a las 08:00
a.m. y 13:00 p.m., utilizando un termometro digital (-50 a 300) °C.
Semanalmente se colectaron muestras de agua provenientes del
recambio, para realizar el analisis de salinidad (UPS) por el método de
conductividad, utilizando un salinédmetro Portasal Guildline 8410 A, y el
andlisis de oxigeno disuelto (mL.L™.) con el método de Winkler modificado
por Carrit y Carpenter (1966), en el area de Oceanografia e Hidroquimica

del IMARPE-Sede llo.
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3.6.4 Determinacion de crecimiento post larval de L. albus

Una semana después de trasladar los sets de fijacion a los tanques de
cultivo, se midieron 15 postlarvas de cada placa superficial, intermedia y
de fondo, siendo depositadas en una placa multipozos con agua de mar
estéril, para medir su longitud total, utilizando un microscopio. Este

procedimiento se repitié un mes después del asentamiento postlarval.

Figura 11: Medicion de post larva de L. albus. (Fuente: Propia)

Con los datos obtenidos se calculd la tasa absoluta de crecimiento en

longitud (diferencia aritmética) (Gulland, 1971):

TC = (Ltj+q - Lt) / (t + 1-t)
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Donde:

TC = Tasa de Crecimiento (um)

ti = Tiempo (dias) de muestreo cero

tw1 = Tiempo de muestreo subsecuente al t;

Li = Longitud correspondiente al tiempo t; (um)

Li+1 = Longitud correspondiente al tiempo ti.; (um)

3.6.5 Determinacion de supervivencia post larval de L. albus

Para la determinacion del namero inicial de organismos fijados, se
espero una semana luego de la inoculacion de larvas pre metamorficas y
se cuantificé las post larvas asentadas en la placa superior, intermedia y
de fondo; ponderando el resultado al resto de placas del set de fijacion;
accion que se repitié al cabo de un mes para la determinacion del nimero
final de organismos, y por diferencia de densidades se calculd la tasa de

supervivencia.

La tasa de supervivencia se calculé con la formula citada por

Ricker (1975)

[ Ts = (Ng / Nio) X 100 ]
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Donde:

Ts = Tasa supervivencia

N¢i= Numero de individuos correspondiente al tiempo final

N;o = Numero de individuos correspondiente al tiempo cero

Finalmente el valor de supervivencia fue dado en porcentaje.

3.6.6 Analisis estadistico de datos

Los datos obtenidos de los muestreos se registraron en hojas de
calculo de Excel, posteriormente se procesO la informacion con el
software estadistico SPSS version 21.0 donde se aplico un analisis
exploratorio de datos para determinar la normalidad de datos y la
homocedasticidad de sus varianzas para aplicar un Analisis de Varianza
de una Via (ANDEVA, p=0,05), y por ultimo se aplico la prueba de
comparacion de medias de Tukey, para contrastar las diferencias de

crecimiento.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1RESULTADOS
4.1.1 Caracterizacion de microalgas bentdnicas suministradas en la

dieta post larvaria de Loxechinus albus:

4.1.1.1 Descripcion de microalgas bentonicas

a. Control: Phaeodactylum tricornutum

P. tricornutum es una diatomea perteneciente a la division
Bacillariophyta, Clase Bacillariophycear, Orden Pennales. A esta especie
pertenecen organismos unicelulares con un plastido; existiendo en una de
3 formas; triradial, fusiforme y oval;, y se considera litoral marina,
plancténica y bentonica dependiendo de la forma. Su distribucién es muy
amplia y se ha logrado aislar en diversos paises europeos y americanos

(Ledesma, 2000).

Presenta diferentes actividades bioldgicas como la mayor

productividad de acido eicosopentanoico (EPA) y acido docosohexanoico
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(DHA), razon por la cual es altamente estudiada en diversas

investigaciones de caracter cientifico.

Esta microalga es cosmopolita y se adecua facilmente a diversas
condiciones de cultivo. Sus dimensiones son de 24-29 um de largo y 4-5

pm de espesor (Ledesma, 2000) (Figura 12).

Figura 12: Fotografia de Phaeodactylum tricornutum (Fuente: Propia)

b. Especie 1: Tetraselmis striata

Las microalgas pertenecientes al género Tetraselmis, presentan el
color verde, debido a la presencia de clorofila a y b. Su reproduccion

celular se realiza por divisién celular binaria, momento en el cual las
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células pierden el estado movil y las dos células hijas ya estan
completamente flageladas antes de la liberacién de la teca (Butcher,
1959). Es ampliamente utilizado en acuicultura como alimento vivo para
larvas de moluscos, crustaceos y peces, de ahi parte su importancia
comercial; sobre todo porque posee las dimensiones que permiten ser
consumida por las fases larvales de los bivalvos filtradores (Padilla, 1975),
a esto le sumamos, su alta productividad, rapido crecimiento y altisimo

interés econdmico (Ohse et al., 2008).

Tetraselmis striata es una microalga unicelular de color verde que
forma pequefias colonias, cada una cuenta con su propia envoltura y
mucilago transparente, agrupandose en 2 células de forma sub esféricas,

y su tamafio celular es de alrededor de 10 um. de diametro.

Figura 13: Fotografia de Tetraselmis striata (Fuente: Propia)
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c. Especie 2: Chlorella ellipsoidea

Chlorella es un género de las microalgas cloroficeas, que se
caracteriza por presentar un rapido crecimiento en cultivo celular y por su
capacidad de utilizar como sustrato nutricional compuestos organicos e
inorganicos, ya que facilmente se adapta a diversas condiciones

ambientales y nutricionales (Xu et al., 2006).

Este género ha sido aplicado al tratamiento biolégico de aguas
residuales, probando su efectividad en la remocion de nitrégeno, fésforo,
demanda quimica de oxigeno y metales (Infante et al., 2012), y en
procesos biotecnolégicos, que generen productos orientados a las
industrias  alimenticias, farmacéuticas, de saneamiento ambiental,

agropecuarias y energéticas (Chisti, 2007).

La microalga unicelular Chlorella ellipsoidea, perteneciente a la division
Chlorophyta y a la clase de las Chlorophyceae, presenta un color verde
debido a su alto contenido de clorofila, y su tamafo celular alcanza

aproximadamente 10 um de diametro (Figura 14).
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Figura 14: Fotografia de Chlorella ellipsoidea (Fuente: IMARPE)

d. Especie 3: Navicula salinicola

El género Navicula, perteneciente a la division Orchrophyta, la cual
presenta frastulos usualmente sin bandas intercalares, algunas taxas
tienen placas internas, pero no son septas verdaderas; valvas linares,
lanceoladas a elipticas; rafe bien desarrollado en ambas valvas y
dispuestas en el area axial, las estrias son tipicamente formada de

puntuaciones distintas o indistintas. (Patrick, 1959).

Las microalgas del género Navicula poseen un color dorado olivaceo,

debido a los pigmentos fotosintéticos como clorofila ¢; y c,, asi como
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carotenoides y pigmentos auxiliares; suele presentarse en colonias y su

reproducciéon generalmente es por division (Bus, 2013).

Navicula salinicola es una diatomea que mide aproximadamente 10 pm
de longitud y presenta valvas angostas y lanceoladas, con extremos
obtusos y redondeados, rafe filiforme con los poros centrales muy
proximos y estrias paralelas en el centro, convergentes hacia los

extremos (Patrick, 1959).

Figura 15: Fotografia de Navicula salinicola (Fuente: IMARPE)

4.1.1.2 Perfil bioquimico

De las cuatro microalgas suministradas, las diatomeas

Phaeodactylum tricornutum y Navicula salinicola, son las que presentaron
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la tasa mas alta de proteinas, con 58.79% y 55.10% y un bajo contenido
en grasa, alcanzando un valor de 3.62% y 9.27% respectivamente.
Mientras que, las chlorofitas Chlorella ellipsoidea y Tetraselmis striata
mostraron porcentajes menores de proteinas, con un 51.32% y 40.78; asi

como 10.06% y 21.29% de grasa respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1: Perfil bioquimico de microalgas bentdnicas

Phaeodactylum | Tetraselmis Chlorella Navicula

tricornutum striata ellipsoidea | salinicola
Proteina 58.79 40.78 51.32 55.10
Grasa 3.62 21.29 10.06 9.27
Humedad 13.70 11.19 9.19 12.48
Cloruros 8.62 6.79 9.01 7.14
Cenizas 15.96 20.06 20.90 16.44

4.1.2 Desarrollo de cultivo de microalgas bentdnicas
4.1.2.1 Crecimiento de microalgas

La microalga con mayor produccion fue la diatomea
Phaeodactylum tricornutum (alcanzando concentraciones de 1,68x10’
cel.mL™? el dia 11 del cultivo); seguida de Chlorella ellipsoidea (con una
densidad celular de 5,28x10° cel.mL™ el dia 9 del cultivo), mostrando el

crecimiento en menor tiempo, mientras que Tetraselmis striata alcanzé
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una concentracién celular de 1,21x10° cel.mL™” el dial4, y Navicula

salinicola obtuvo una densidad de 4,99x10° cel.mL™ el dia 12 del cultivo.

Curvas de crecimiento de microalgas benténicas
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Navicula salinicola Chlorella ellipsoidea

Figura 16: Comparacion de curvas de crecimiento de microalgas
bentdnicas (Fuente: Propia)

4.1.2.2 Microorganismos asociados

Durante el cultivo inicial de microalgas se observo la presencia de
copépodos en el tratamiento con la chlorofita Tetraselmis striata; mientras
que, en el cultivo con Phaeodactylum tricornutum, se encontro
microorganismos como Phacus, Euglena y Euplotes, los cuales fueron
tamizados para evitar que sean traspasados al siguiente nivel de cultivo y

evitar algun tipo de contaminacion cruzada.
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Figura 17: Microorganismos presentes en cultivo (Euplotes y Copépodo)
(Fuente: Propia)

4.1.3 Cultivo post larvario de Loxechinus albus

La cohorte post larval alimentada con Chlorella ellipsoidea presenté
el mayor porcentaje de organismos en etapa larval al realizar el primer
muestreo, incluso algunas larvas mostraban deformaciones, mientras que
los cultivos con las otras 3 dietas habian logrado la metamorfosis al cabo
de la primera semana, por ello no se consider6 en el analisis de

supervivencia.

4.1.3.1 Parametros Fisico-Quimicos

a. Temperatura

Se aplicé un ANDEVA (Ver Anexo 3) a los datos de temperatura

registrados en los cultivos post larvales, mostrando una diferencia
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significativa (F=160.47) entre las diferentes dietas aplicadas, Yy
posteriormente la Prueba de Tukey, demostr6 que los cultivos con
Tetraselmis striata y Phaeodactylum tricornutum, presentaron valores
promedios similares entre si, mientras que la temperatura mas alta se dio

con Chlorella ellipsoidea (Tabla 2).

Tabla 2 Prueba de Tukey de Valores de Temperatura

Subconjunto para alfa = 0.05
Dieta

1 2 3

T. striata 16.64

P. tricornutum 16.78

N. salinicola 17.42

C. ellipsoidea 18.06

b. Oxigeno Disuelto

Los datos de concentracion de oxigeno disuelto (Tabla 3)
presentaron un valor promedio de 5.80 + 0.30 mL.L™*, con un valor
méximo de 6.43 mL.L™ y minimo de 5.20 mL.L™"* durante el tiempo de
cultivo, ambos valores se presentaron con el tratamiento 2: Chlorella

ellipsoidea.
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Tabla 3: Valores promedio de oxigeno disuelto

Semana Phaeodactylum | Tetraselmis Chlorella Navicula
de Cultivo tricornutum striata ellipsoidea | salinicola
1 5.55 5.88 5.20 5.66
2 5.66 5.55 6.20 5.91
3 5.91 5.66 5.42 5.86
4 5.86 5.91 6.15 5.59
5 5.59 5.91 6.43 6.18

Los resultados se analizaron mediante un analisis de varianza de
un factor (p<0.05), demostrdndose que no existe una diferencia

significativa entre las diferentes dietas (Ver Anexo 4).

c. Salinidad

La salinidad que presento el agua de cultivo tuvo un valor promedio
de 34.80 UPS durante las 5 semanas de cultivo, con maximos y minimos

de 35.13 y 34.69 UPS respectivamente (Tabla 4).
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Tabla 4: Valores promedio de salinidad

Semana de | Phaeodactylum | Tetraselmis Chlorella Navicula
Cultivo tricornutum striata ellipsoidea salinicola

1 34.75 34.77 34.94 34.73

2 34.73 34.76 34.89 34.76

3 34.76 34.73 34.94 34.71

4 34.71 34.76 35.00 34.71

5 34.71 34.74 35.13 34.69

Se aplic6 un ANDEVA (Ver Anexo 5) a los datos de salinidad,
mostrando una diferencia significativa (p=0.00), y posteriormente la
Prueba de Tukey, determind que el tratamiento aplicado con Chlorella
ellipsoidea mostr6 un valor mayor de salinidad en comparacion a los

demds cultivos (Ver Tabla 5).

Tabla 5: Prueba de Tukey de Valores de Salinidad

Subconjunto para alfa = 0.05
Dieta
1 2
N. salinicola 34.72
T. striata 34.75
P. tricornutum 34.73
C. ellipsoidea 34.98
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4.1.4 Crecimiento post larval de Loxechinus albus
4.1.4.1 Tasa de crecimiento diaria

Las postlarvas que obtuvieron la tasa de crecimiento diaria mas
alta, fueron alimentadas con Navicula salinicola y Phaeodactylum
tricornutum, alcanzando 30.58 + 4.07 pm.dia” y 14.68 + 2.06 um.dia™,
respectivamente; mientras las que fueron alimentadas con las chlorofitas
Tetraselmis striata y Chlorella ellipsoidea, presentaron un crecimiento de

3.31 + 1.21 pm.dia’ly 2.17 + 1.44 pm.dia™, respectivamente. (Figura 18).

Tasa de crecimiento (pm.dia)

T

Figura 18: Tasa de crecimiento diario de post larvas
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4.1.4.2 Crecimiento post larval de L. albus

Las mediciones post larvales obtenidas, se analizaron mediante un
ANDEVA, obteniendo el estadistico F de Snedecor equivalente a 371.60 y
un valor “p” asociado de 0.00 que nos indica que hay diferencias

significativas en el crecimiento post larval entre las dietas suministradas

(Tabla 6).

Posteriormente, se contrastd los datos mediante la prueba de
Tukey, que ratifico las diferencias significativas, mostrando un mayor
crecimiento en las post larvas alimentadas con Navicula salinicola, que
aumentaron en 917.33 um. al finalizar el experimento, y con
Phaeodactylum tricornutum en 440.30 pum., mientras que Chlorella
ellispoidea y Tetraselmis striata pertenecen a un mismo subconjunto

(Tabla 7).

Tabla 6: ANDEVA de crecimiento post larval con microalgas benténicas

Suma de Media
G.L F Sig.
Cuadrado cuadrética
Inter-grupos 6510633.28 3 2170211.29 371.60 0.00
Intra-grupos 297842.49 51 5480.04
Total 6808475.78 54




Tabla 7: Prueba de Tukey de crecimiento post larval

Dieta N Subconjter(l)t.gspara alfa
1 2 3
C. ellipsoidea 10 |65.22
T. striata 15 |99.37
P. tricornutum | 15 440.30
N. salinicola 15 917.33

4.1.5 Supervivencia postlarval de Loxechinus albus

El analisis de las 4 cohortes post larvales después de 1 mes de
efectuado el asentamiento, revel6 que al suministrar como dieta a
Phaeodactylum tricornutum se consiguié una supervivencia del 37.16%,
seguida por Tetraselmis striata y Navicula salinicola, con un 30.12% vy
28.41% respectivamente (Tabla 8). Cabe resaltar, que no se considero a
la cohorte alimentada con Chlorella ellipsoidea porque al realizar el primer
recuento se observo una gran cantidad de organismos en etapa larval y
algunas de las post larvas asentadas presentaban signos de deformacion,
lo cual hubiera ocasionado un sesgo en los resultados finales de

supervivencia.

Tabla 8: Supervivencia post larval entre dietas suministradas

Tetraselmis Phaeodactylum Navicula
Tiempo striata tricornutum salinicola
N % N % N %
0 2590 | 100,00 | 21870 100,00 9126 100,00
1 780 30.12 8126 37.16 2593 28.41
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4.2 DISCUSION

4.2.1 Caracterizacion de las microalgas benténicas

Las cuatros microalgas investigadas, en este trabajo, presentaron
un tamafo adecuado, en términos de rango de tamafio, para su uso como
fuente de alimentaciébn en post larvas de Loxechinus albus, ya que
fluctuaron entre 10 pm. y 25 pum. Con respecto a su valor proteico se
observd que las diatomeas Phaeodactylum tricornutum y Navicula
salinicola presentaron un mayor contenido de proteinas comparadas con
las chlorofitas Tetraselmis striata y Chlorella ellipsoidea, mientras que el
contenido de grasa fue mayor en las chlorofitas; esto difiere de lo
mencionado por Anemaet et al. (2010); Greenwell et al. ( 2010); Halim et
al. (2011) en sus trabajos donde indican que las diatomeas presentan un
alto contenido de grasa e inversamente proporcional en proteinas, lo que
se podria deber a que cada cultivo microalgal difiere segun sus
condiciones de cultivo, tal y como lo han demostrado Fabregas (1989),
que trabajaron con 4 microalgas, dentro de ellas: Tetraselmis suecica y
Phaeodactylum tricornutum en diferentes medios de cultivo, obteniendo

diferencias significativas en la biomasa y contenido bioquimico.

4.2.2 Desarrollo de técnicas de cultivo de microalgas bentdnicas

El desarrollo de este item fue sumamente delicado, ya que al ser

una técnica nueva presentd complicaciones, puesto que un cultivo
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microalgal necesita de una adecuada temperatura, luz y oxigeno. Sin
embargo, la biopelicula microalgal no recibia luz en su totalidad por la
posicion de las placas, siendo necesario rotarlas constantemente; la
temperatura era elevada en algunos casos por la cercania a la luz artificial
y el oxigeno debia ser muy moderado para evitar el desprendimiento de la
biopelicula; este problema se presenté particulamente con Navicula
salinicola, mientras que Phaeodactylum tricornutum fue la microalga mas
resistente y con mayor produccion, a pesar de encontrarse una minima

presencia de otros microorganismos durante su cultivo.

Con respecto al crecimiento de los cultivos microalgales realizados,
el crecimiento mas acelerado lo presentd Phaeodactylum tricornutum, al
igual que en los trabajos de Cardoso N. (2011); Ledesema T. (2000),
donde indican que esta microalga inicia su fase exponencial desde el
primer dia de cultivo; mientras que Navicula salinicola presentdé una
biomasa mucho menor y en mayor tiempo, ademas de ser un cultivo muy

sensible a contaminarse.

4.2.3 Implementacion del cultivo post larvario de Loxechinus albus

El desarrollo del cultivo post larval se dio en placas de
policarbonato, ya que segun Zamora y Stotz (1994) este material presenta

mejores resultados de fijacion. Ademas, se ha demostrado que las
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biopeliculas de diatomeas son determinantes en cultivos de otras

especies de cultivo, tales como el abulon Haliotis sp. (Roberts, 2001).

En esta parte de la investigacion se observé que la microalga
Chlorella ellipsoidea no es recomendable como inductor a la
metamorfosis, puesto que se observé al cabo de la primera semana que
los organismos aun permanecian en etapa larval. Esto podria deberse a
diversos factores, ya que cada dieta ha sido trabajada con diferentes
cohortes y en diferentes fechas; y de acuerdo con lo mencionado por
Bustos et al. (2001), para que las larvas puedan cumplir con todos los
procesos de metamorfosis se requiere que las condiciones de calidad de
agua sean oOptimos, y analizando los datos de temperatura, oxigeno y
salinidad del tratamiento aplicado con Chlorella ellipsoidea, se pudo
observar que difieren de los demas, pudiendo ser esta la razon por la que

se dio el retardo metamorfico.

4.2.4 Crecimiento de post larvas de Loxechinus albus

La mejor tasa de crecimiento diaria se obtuvo con Navicula
salinicola (30.58 + 4.07 pm.dia™), al igual que en el resultado obtenido
por Viana et al. (2007), que reportd crecimientos de 46.60 + 3.4 um.dia™
con Navicula en comparacién con Amphiprora (39.38 + 1.1 pm.dia™). Un

aspecto relevante en este trabajo de investigacion ha sido el crecimiento
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post larval de L. albus, presentando un mejor resultado con la diatomea
Navicula salinicola (917.33 um.), en comparacion las demas microalgas

utilizadas como dieta.

Esto ratifica los resultados obtenidos por Buitrago y Lodeiros
(2005), donde las post larvas de Lytechinus variegatus alimentadas con
Navicula sp. fueron un 60% mas pesadas en comparacion con Amphora,
otro ejemplo es en post larvas de Penaeus monodon alimentadas con
diatomeas como Navicula, Amphora y Cymbella , que después de 19 dias,
obtuvieron un aumento en la tasa de crecimiento de 0.27 g. y en la

supervivencia de 56.3 % (Khatoon et al., 2008).

4.2.5 Supervivencia de post larvas de Loxechinus albus

En este cultivo postlarval, la mayor supervivencia se obtuvo al
suministrar como alimento a Phaeodactylum tricornutum (37.16%), y la
menor con Navicula salinicola con un 28,41%, mientras que los
resultados obtenidos por Vera T. (2010) en cultivo de camardén blanco
Litopenaeus vannamei fueron de una supervivencia superior al 90% con
2 diatomeas bentdnicas: Navicula veneta y Amphiprora sp. Sin embargo,
no se puede establecer que la supervivencia dependié directamente del
alimento, puesto que cada tratamiento se obtuvo de diferentes

reproductores, ademas de desconocer los requerimientos nutricionales de
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L. albus en esta etapa de su ciclo de vida, los cual hubiera permitido

saber si era necesario utilizar una dieta multiespecifica.
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CONCLUSIONES

Las cuatro microalgas investigadas en este trabajo presentan un
alto contenido de proteina (40-59%), mientras que sus valores de
grasa difieren entre ellos (3-22%) en un amplio rango, siendo

cultivadas bajo las mismas condiciones.

La técnica de cultivo en microalgas benténicas en placas de
policarbonato funciond con las cuatro microalgas estudiadas,
obteniendo una mejor produccién con Phaeodactylum tricornutum
(1,68x10” cel.mL™.)y la menor produccién con Navicula salinicola

(4,99x10° cel.mL™.), que fue la mas sensible de cultivar.

Con respecto al cultivo post larvario, se observo que no funciona
con Chlorella ellipsoidea, ya que gran parte de los microorganismos
aun permanecian en etapa larval al cabo de la primera semana de

cultivo.

La tasa de crecimiento diaria mas alta se obtuvo en aquellas post
larvas alimentadas con Navicula salinicola y Phaeodactylum
tricornutum, alcanzando 30.58 + 4.07 um/dia'y 14.68 + 2.06 pm.dia’
! mientras que el mejor crecimiento post larval fue de 917.33 pmy

440.30 um. con las diatomeas anteriormente mencionadas.
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> La mayor supervivencia post larval se logré con Phaeodactylum
tricornutum (37.16%), seguida por Tetraselmis striata y Navicula

salinicola, con un 30.12% y 28.41% respectivamente.
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RECOMENDACIONES

Realizar un trabajo de investigacidon sobre los requerimientos

nutricionales del Loxechinus albus en la etapa post larval.

Desarrollar estudios sobre biopeliculas con microalgas y bacterias

especificas en la etapa post larval del Loxechinus albus.
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ANEXOS

Anexo 1: Solucién Ay B

Solucién A 0.13 mL.
Solucién B 0.13 mL.
N&zSiO3 0.013 g.

Anexo 2: Composicion quimica del medio F/2 modificado (Guillard, 1973).

KNO3 75.00
NaH,PO,.2 H,0 5.65

EDTA.Nay 4.360
FeCl3.6 H,O 3.150
CuS0,.5 H,0 0.010
ZnS0,4.7 H,O 0.022
CoCl,.6 H,O 0.010
MnCl;.4 H,O 0.180
Na,M00,.2 H,0 0.006

Cyanocobalamina
Tamina HCI

Biotina

Nazsi03.5 H,O
H3ClO,4

10.00
5.00




Anexo 3: ANDEVA de Temperatura

Suma de Grados de
F Significancia
Cuadrados Libertad
Inter-grupos 39.50 3 160.47 0.00
Intra-grupos 9.85 120
Total 49.35 123
Anexo 4: ANDEVA de Oxigeno Disuelto
Suma de Grados de
F Significancia
Cuadrados Libertad
Inter-grupos 0.78 3 0.26 0.85
Intra-grupos 1.58 16
Total 1.66 1
Anexo 5: ANDEVA de Salinidad
Suma de Grados de
F Significancia
Cuadrados Libertad
Inter-grupos 0.23 3 32.82 0.00
Intra-grupos 0.04 16
Total 0.27 19
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Anexo 6: Base de datos de post larvas

Tetraselmis striata Phaeodactylum tricornutum Navicula salinicola

PS PI PF PS PI PF PS PI PF

121.00 74.67 63.33 | 1574.67| 453.67| 158.67| 519.67| 214.67| 178.33

373.33| 340.00| 346.67| 433.33| 380.00| 460.00| 520.00| 473.33| 460.00

426.67 | 373.33| 360.00| 446.67| 440.00| 460.00| 466.67| 460.00| 433.33

406.67| 380.00| 366.67| 380.00| 466.67| 433.33| 553.33| 446.67| 426.67

393.33| 400.00| 406.67| 453.33| 440.00| 433.33| 513.33| 440.00| 453.33

413.33 | 406.67| 386.67| 460.00| 453.33| 440.00| 493.33| 460.00| 420.00

420.00| 393.33| 326.67| 413.33| 466.67| 400.00| 440.00| 446.67| 473.33

373.33| 353.33| 346.67| 453.33| 420.00| 446.67| 460.00| 460.00| 433.33

426.67| 380.00| 373.33| 413.33| 426.67| 440.00| 446.67| 446.67| 460.00

380.00| 413.33| 373.33| 473.33| 453.33| 426.67| 486.67| 453.33| 446.67

420.00| 360.00| 386.67| 413.33| 433.33| 440.00| 473.33| 453.33| 480.00

400.00| 366.67| 413.33| 373.33| 413.33| 440.00| 480.00| 460.00| 480.00

420.00| 366.67| 360.00| 433.33| 460.00| 440.00| 426.67| 453.33| 45333

386.67 | 386.67| 380.00| 420.00| 466.67| 426.67| 520.00| 433.33| 466.67

406.67 | 393.33| 390.00| 453.33| 466.67| 406.67| 486.67| 446.67| 453.33

380.00| 400.00| 400.00| 426.67| 413.33| 420.00| 473.33| 493.33| 486.67

PS PI PF PS PI PF PS PI PF

46.00 18.67 13.33| 348.00| 252.67| 221.00 74.67 | 108.33 76.33

496.67 | 446.67| 566.67| 886.67| 833.33| 826.67| 1453.33 | 1560.00 | 1460.00

446.67 | 606.67| 466.67| 680.00| 880.00| 1073.33| 1460.00 | 1406.67 | 1466.67

513.33| 523.33| 526.67| 1013.33| 740.00| 866.67| 1073.33| 1540.00| 1720.00

473.33| 433.33| 456.67| 1000.00| 780.00| 733.33| 1386.67 | 1680.00 | 1466.67

486.67| 503.33| 466.67| 680.00| 900.00| 680.00| 1206.67 | 1586.67 | 1440.00

443.33 | 420.00| 476.67| 833.33| 1173.33| 780.00| 1666.67 | 1253.33 | 1360.00

546.67 | 513.33| 480.00| 740.00| 940.00| 920.00| 1646.67| 1453.33 | 1580.00

430.00| 543.33| 410.00| 1006.67 | 1020.00| 893.33 | 1260.00| 946.67 | 1480.00

480.00| 520.00| 410.00| 906.67| 1100.00| 673.33| 1033.33 | 1273.33 | 1360.00

446.67 | 740.00| 425.00| 1000.00| 946.67| 840.00| 1280.00| 1520.00| 1433.33

456.67 | 465.00| 515.00| 946.67| 986.67| 813.33| 1413.33| 1366.67 | 1593.33

433.33| 450.00| 480.00| 893.33| 926.67| 886.67| 1226.67 | 1413.33 | 1200.00

486.67 | 465.00| 425.00| 886.67| 800.00| 953.33| 873.33| 1206.67 | 1333.33

456.67 | 515.00| 410.00| 773.33| 1033.33| 820.00| 1360.00 | 1326.67 | 1566.67

436.67| 675.00| 460.00| 733.33| 906.67| 666.67| 1020.00| 1500.00 | 1320.00

PS: Placa superior
PI: Placa intermedia
PF: Placa de fondo
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Anexo 7: Prueba de Normalidad de Datos

Anexo 8: Prueba de Homocedasticidad de Varianzas
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