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1.- DATOS ADMINISTRATIVOS
TITULO: Optimizacion del Cultivo y Manejo del Erizo de Mar

FECHAS DE REALIZACION: 2010-2012

DATOS DEL COORDINADOR DEL PROYECTO

Nombre y Apellidos: José Luis Catoira Gémez

Organismo/ Centro: Conselleria do Medio Rural e do Mar (Xunta de Galicia) /
Xefatura de Coordinacién da Area do Mar — Delegacion Territorial de A Corufia
Correo electronico: jose.catoira.gomez@xunta.es

Comunidades Autdnomas y organismos participantes
Andalucia
e Consejeria de Agricultura y Pesca. Junta de Andalucia. Direccion General de

Pesca y Acuicultura. Universidad de Cdérdoba. Universidad de Granada

Principado de Asturias
e Consejeria de Medio Rural y Pesca. Centro de Experimentacién Pesquera (CEP)

Canarias
e Agencia Canaria de Investigacion, Innovacion y Sociedad de la Informacion.
Presidencia de Gobierno. Instituto Canario de Ciencias Marinas (ICCM)

Cantabria
e Consejeria de Desarrollo Rural, Ganaderia, Pesca y Biodiversidad. Gobierno de
Cantabria. Universidad de Cantabria

Cataluia
e Departament d"Agricultura, Alimentacio i Accio Rural. Generalitat de Catalufia.
Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimetaries (IRTA)

Galicia
e Conselleria do Médio Rural e do Mar. Xunta de Galicia. Centro de Cultivos
Marinos de Ribadeo (CIMA). Universidad de Santiago de Compostela (USC)

Murcia

e Consejeria de Agricultura y Agua de la Region de Murcia. Estacion de
Acuicultura. Instituto Murciano de Investigacion y Desarrollo Agrario y
Alimentario (IMIDA)
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2.- RESULTADOS TECNICOS DEL PLAN NACIONAL

La demanda de erizo de mar en los mercados mundiales, ha obligado a
incrementar las cantidades y los ritmos de extraccion, lo que unido a la
inexistencia de una legislacion adecuada que regule a tiempo la explotacion, ha
provocado que los stock de erizos en el medio natural mermaran hasta su
practica desapariciéon en algunas pesquerias. Estas consecuencias sufridas por
la mayoria de los paises productores, ha obligado a que muchos de ellos hayan
tenido que restringir la extraccion y acometer programas de cultivo como medio
de regenerar areas agotadas y poner en valor otras de potencial produccion.
Para ello en Europa, se han venido desarrollando estudios que tratan de resolver
los problemas inherentes a su conservacion en medio natural, impacto de la
extraccion y los que plantean las diferentes modalidades de cultivo.

Son varias las especies europeas de erizo de mar susceptibles de
comercializacién, sin embargo, por razones de abundancia, introduccion y
aceptacion en el mercado, solo algunas (Strongylocentrotus droebachiensis,
Paracentrotus lividus, Sphaerechinus granularis, Psammechinus miliaris vy
Echinus esculentus) se consideran con posibilidades reales de comercializacion.

El erizo objeto del presente proyecto es Paracentrotus lividus, (Lamarck, 1816),
especie ampliamente distribuida por todo el litoral Atlantico europeo vy
norteafricano, que se extiende por el Mediterraneo, hasta algo mas al este del
mar Adriatico, asi como también en las costas costas atlanticas del continente
americano. Se inici6 asimismo (en Galicia) el estudio de la especie Echinus
esculentus (L. 1758), por su potencial valor comercial en cultivo.

Los ultimos avances en el desarrollo del cultivo del erizo de mar en Espafa han
promovido la profundizacién en los estudios de optimizacidén de las técnicas de
produccion y gestion integral de este recurso, constituyendo el presente proyecto
una referencia importante en este campo.

En base al conocimiento adquirido en anteriores proyectos, se plante6 la
necesidad de establecer protocolos de trabajo que incidieran en la ordenacién
de la gestion en todas las materias relacionadas con la explotacion, estado del
recurso, cultivo y repoblacion, asi como los factores de influencia sobre la
especie, como el control de patologias, mejora de calidad, estudio de mercado,
comercializaciéon y todos aquellos otros que intervienen en su manejo.

Con estos objetivos se ha intentado ejecutar el presente proyecto, en el que, con
una actuacion coordinada, en la que participaron diferentes grupos de trabajo en
siete comunidades auténomas con interés en la gestion de este recurso, se
estudiaron y desarrollaron técnicas conducentes a la optimizacion del cultivo y
manejo del erizo de mar.
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2.1. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL:

En este proyecto de cultivo de erizo se incidié sobre aquellos aspectos del cultivo
que precisan de un conocimiento mas profundo con vistas a la obtencién de
resultados repetibles, dentro unos margenes admisibles, a partir de la aplicacion
de unos protocolos de trabajo estandarizados. Para ello era necesario mejorar los
conocimientos en algunos de los campos ya trabajados y abordar otros nuevos
para la optimizacién del cultivo y manejo del erizo de mar.

Por otra parte se incluyeron nuevas lineas de trabajo como los estudios de
bioenergética, la elaboracion de piensos extrusionados para el preengorde de
juveniles y para adultos con el fin de finalizacién del producto, el analisis sensorial
y por ultimo, el estudio econdmico de la viabilidad del cultivo. Otra novedad la ha
constituido el estudio para determinar la relevancia de las toxinas marinas para la
seguridad alimentaria y la mejora en la gestién de la explotacién del erizo.

La mayor parte de estos objetivos no fueron plenamente alcanzados, debido al
acortamiento del proyecto y a las carencias presupuestarias.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Potencialidad del cultivo de erizo de mar.

= Optimizacion del proceso de produccidn de juveniles. Manejo del cultivo larvario
para la mejora de los rendimientos.

» Engorde de juveniles. Disefio de estructuras para el engorde de los subadultos
hasta el tamano comercial. Nuevos piensos.

» Bioenergeética.

» Repoblacion. Valoracion de la incidencia de las repoblaciones sobre las
poblaciones naturales. Repoblaciones en zonas eutrofizadas por activades
acuicolas: efecto ambiental, efecto sobre la tasa de crecimiento y supervivencia
de los juveniles, efecto sobre el indice gonadal.

» Calidad nutricional de las génadas en distintas zonas geogréficas.

» Desarrollo de piensos extrusionados.

» Finalizacion del producto. Elaboracion de dietas energéticas que mejoren la
condicion, textura y color de las génadas de los erizos recogidos del medio natural
previo a su comercializacion.

» Analisis sensorial.

» Evaluacion econdmica. Desarrollo de modelos econométricos de
viabilidad/rentabilidad del cultivo del erizo.

= Biotoxinas. Evaluacion de la relevancia de toxinas marinas para la seguridad
alimentaria y la explotacién del erizo.

» Gestion sostenible del recurso

= Divulgacion y transferencia de resultados

IF_CERIMAR 150413 Pagina 4 de 71



" STER!

f—ﬁ-’- gomme DE AGRICULTURA ALIMENTACION e G JACUMAR
e ~  MEDID AMBIEMTE

AU,

PINTA HACIOMAL
ASEIONA D CULTIVGH MARINGCH

2.2. METODOLOGIA

Se plantean una serie de lineas principales de estudio e investigacion, que se
desglosan en las tareas a desarrollar por los diferentes grupos de investigadores
de cada Comunidad Auténoma. La participacién en las tareas que abarcan el
proyecto se ha organizado en funcion de los intereses y capacidades operativas
y de recursos humanos de cada grupo investigador.

ESQUEMA ORGANIZATIVO DEL PROYECTO
Linea 0: Analisis de potencialidad de cultivo del erizo de mar

Linea 1: Criadero. Optimizacion del proceso de produccion de juveniles.
o0 Desove y fecundacion.
0 Manejo del cultivo larvario para la mejora de los rendimientos.
o Fijacion-Metamorfosis: estandarizaciéon del manejo de los tanques de
fijacion de las larvas.

Linea 2: Preengorde-Engorde de juveniles.

o0 Disefo de estructuras para el engorde de los subadultos hasta el tamaio
comercial.

o0 Desarrollo del cultivo de erizo en fase de engorde en tierra y mar.

o Disefio de nuevos piensos. Disefo, fabricacion y ensayo de piensos
artificiales.

o Bioenergética

0 Preengorde masivo de juveniles para repoblacion.

Linea 3: Finalizacion del producto

o Elaboracion de dietas energéticas que mejoren la condicion, textura y
color de las génadas de los erizos recogidos del medio natural previo a su
comercializacion.

o Disenar y probar sistemas de estabulacion y protocolos de trabajo para la
mejora gonadal.

0 Evaluar la composicion nutritiva del erizo durante el periodo optimo de
desarrollo.

0 Analisis sensorial de las huevas de erizo.

Linea 4: Repoblacion.
0 Disefio de sistemas de marcaje y meétodos de control para las
repoblaciones.
o Valoracion de la incidencia de las repoblaciones sobre las poblaciones
naturales. Incidencia de las repoblaciones en zonas eutrofizadas por
actividades acuicolas.

Linea 5: Evaluacion y estado del recurso
o0 Analisis de los datos existentes y evaluacion de los mismos.
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o Evaluacién y analisis de los datos en el archipiélago Canario (completar
trabajos).

e Linea 6: Estudio econémico.

e Linea 7: Relevancia de las toxinas alimentarias marinas para la seguridad
alimentaria y la explotacion del erizo
0 Optimizacién de los métodos de determinacion de toxinas en el erizo.
o Evaluacion del contenido de toxinas en poblaciones naturales de erizo.
o Estudio de la incorporacién de toxinas producidas por microalgas
bentdnicas en condiciones de laboratorio.

e Linea 8: Divulgacion y transferencia de resultados
o Pagina web
SIG en la red
Publicaciones cientificos y asistencia a Congresos
Seminario de transferencia de resultados a los sectores productivos
Jornadas de divulgacién y promocion del uso del recurso

O o0o0oo

2.3. RESULTADOS

El Proyecto de Optimizacion del cultivo y manejo del erizo de mar se ha concretado,
por una parte, en el cultivo larvario de Paracentrotus lividus con ensayos especificos
dirigidos a protocolizar el mismo, tanto en lo referente a las condiciones de cultivo
como a las de induccion a la fijacion, con el objetivo de la obtencién masiva de
juveniles destinados a la siembra para repoblaciones y a la continuacién de
experiencias de marcado para evaluar su posterior seguimiento en el medio natural.
Por otro lado, se ha complementado el proyecto con la actualizacién de la
cartografia del recurso en Andalucia, estudios de engorde de juveniles en
instalaciones indoor y en el medio natural con el uso de nuevas estructuras de
confinamiento y de finalizacién del producto en cultivo por medio de dietas naturales
y artificiales. Estas ultimas han sido desarrolladas por varios grupos, destacando las
férmulas obtenidas por la USC y el IMIDA, que ha desarrollado no solo dietas
experimentales sino que también ha determinado la calidad nutricional, analisis
sensorial y bioenergética. Se han continuado los estudios de caracterizaciéon
genética, de definicion del ciclo reproductivo y de engorde en cultivo con dieta
natural y artificial, ademas de haber puesto a punto el equipo del IRTA las técnicas
de deteccidn de toxinas para la matriz erizo y evaluado el contenido en toxinas en
poblaciones naturales de erizo de las zonas de produccion del litoral catalan.

El desarrollo del Programa se estructur6 en varias unidades coordinadas. La
primera consistente en la produccion de juveniles en el Centro de Cultivos
Marinos de Ribadeo, en las instalaciones del Centro de experimentacion
Pesquera de Asturias, y en Canarias, realizandose el cultivo larvario, la fijacion y
la estabulacién de juveniles en diferentes sistemas, asi como estudios especificos
sobre la alimentacion y la metamorfosis. La segunda se fundamentoé en el disefio,
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elaboracién y establecimiento de sistemas de cultivo en el medio natural, con el
objetivo del estudio de las poblaciones introducidas en estos sistemas, con
especial referencia a las tasas de supervivencia y al crecimiento, aplicandose la
experiencia de mejora de calidad gonadal en individuos comerciales, con el
disefio de piensos evolucionados, testandolos en Andalucia, Asturias, Galicia y
Canarias. Una tercera unidad es la que determiné la bioenergética del erizo y la
composicién de un pienso extrusionado que fue suministrado a los grupos que
realizaban cultivo en sus distintas fases y las ultimas se centraron en el marcaje
de individuos para el seguimiento post-siembra, la caracterizacion genética de las
poblaciones y los estudios toxicoldgicos.

2.4. CONCLUSIONES/APLICABILIDAD DE LOS RESULTADOS DEL PLAN

En el presente proyecto se han puesto a punto las técnicas de produccion de
juveniles de erizo de mar, con vistas a acometer futuros programas de
repoblacion y explotacidon sostenible del recurso. Se ha conseguido la
caracterizacion genética de varias poblaciones de Paracentrotus lividus, la
produccion de un pienso adecuado para su alimentacion en cultivo y la
optimizaciéon de los métodos analiticos para la matriz del erizo, ademas de
conseguirse el cultivo en laboratorio de la especie Echinus esculentus.

Los métodos analiticos de deteccion de toxinas lipofilicas, amnésicas y
paralizantes, permiten obtener niveles de cuantificacion muy por debajo de los
limites legales establecidos, permitiendo asi los ensayos asegurar la seguridad
alimenticia en cuanto se refiere a estos factores. Los valores obtenidos en
muestras de erizos recolectados en varias zonas de la costa catalana han
resultado ser de ausencia de toxinas producidas por microalgas téxicas.

La limitacion impuesta por las incidencias, que son comentadas en los apartados
25 y 2.7, ha impedido la consecucion de objetivos mas amplios que los
obtenidos, lo que ha supuesto la falta de confirmacion absoluta del rendimiento
economico del cultivo, a pesar de la probada viabilidad del mismo.

En Galicia, dos cooperativas (ARPERMAR en Ferrol y LOITAMAR en Moahna) han
presentado ante la administracion solicitud de autorizacion de proyectos
experimentales para el cultivo de erizo de mar, que se encuentran en tramite de
estudio y eventual aprobacion desde el afo 2009, pendientes de la aprobacién
definitiva del Plan de Acuicultura en esta Comunidad. Los contactos establecidos
de antemano con ambas establecian una estrecha colaboracion con los
investigadores participantes en el proyecto, en el caso de comenzar su actividad.
La colaboracion con la empresa Conservas Porto-Muifios se ha visto restringida
por las carencias de financiacion del proyecto, por lo que los resultados obtenidos
no han sido concluyentes. En Canarias, la empresa de cultivos marinos “Alevines
y Doradas” situada en Castillo del Romeral, al S de Gran Canaria, ha colaborado
con interés en el mantenimiento de tanques de cultivo para engorde de juveniles
de erizo. En Andalucia, las empresas Cultivos Marinos Integrales S.A., Mejillones
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de Andalucia, S.L. y Acuicultura de Granada, S:L., consintieron en participar en el
cultivo de juveniles de erizo y de finalizacion, aplicando diferentes sistemas.

La transferencia al sector privado inversor de la tecnologia del cultivo debe
acompanarse necesariamente con la justificacion de la rentabilidad econémica. El
estudio econdmico practicamente no se ha desarrollado, aunque los informes de
Andalucia y Galicia son optimistas de cara a establecer en el futuro empresas que
aborden el cultivo del erizo con garantias de éxito.

Ademas de iniciativas empresariales de cultivo, la necesidad de la recuperacion
de la pesqueria apunta a la necesaria participacion de los productores, pero
también a la implicacién de las administraciones, para acometer programas de
repoblacion, que tendrian su base ejecutiva en los resultados obtenidos, como se
apuntaba en el resumen del proyecto inicial: “Del mismo modo se abordara, o se
revisara en su caso, el estudio de evaluacion y cartografiado de las poblaciones
de erizo de mar en distintos litorales con vistas a regular la extraccion de este
recurso de una forma sostenible, a la vez que nos permitird proponer estrategias
de potenciacion o recuperacion de aquellas zonas que precisen de acciones
dirigidas al fomento del reclutamiento mediante la introduccion de juveniles
procedentes de cultivo”.

2.5. VALORACION

La importancia del estudio preliminar realizado durante el afo 2010 viene
marcada por su fuerte arranque, comenzando por la visita técnica a instalaciones
de cultivo en lIrlanda a primeros del mes de julio de y continuando por las
actividades correspondientes al proyecto desarrolladas intensivamente durante
ese ano. Ademas se han mantenido reuniones técnicas, consideradas vitales para
la coordinacién de los grupos de trabajo, programandose a lo largo de 2010-2012
para acordar estrategias de accion coordinada y de preparacion de protocolos
comunes en las operaciones de cultivo, tratamiento de los datos e intercambio de
informacion, permitiendo asi, entre otras acciones, la cesion de juveniles de erizo
para repoblacion y experiencias de cultivo entre CCAA y de adultos para
valorizacion, asi como de pienso artificial extrusionado producido por el IMIDA
para ensayos de alimentacion.

Se ha continuado avanzando en el cultivo larvario y las condiciones de induccion
a la fijacion, asi como en la experimentacion del crecimiento de juveniles y disefio
de estructuras de cultivo, con diferentes experiencias en las comunidades de
Asturias, Galicia, Andalucia y Canarias. De especial relevancia han sido las
acciones de repoblacion acometidas por el CIMA en Galicia, y las acciones de
repoblaciones y seguimiento de las mismas en Cantabria y Asturias, con
repercusion social en los medios de comunicacion. También se han producido
avances en los estudios de bioenergética y de finalizacidn del producto, siendo
esta ultima actividad compartida en cinco de las seis CCAA. Por ultimo, se han
puesto a punto las técnicas y protocolos para el analisis toxicoldégico que
desarrolla el IRTA.
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Sin embargo, no se han alcanzado los objetivos inicialmente programados, debido
a los recortes presupuestarios y a la finalizacion del proyecto un afio antes de lo
previsto. Dentro de las acciones no realizadas, a consecuencia de aquella
situacion, destacan la imposibilidad de ejecucion de cultivos a gran escala, tanto a
nivel de hatchery como en la experiencia piloto en batea, de gran trascendencia a
priori en la aplicabilidad de resultados, la no realizacion del estudio de la
incorporacion de toxinas producidas por microalgas bentdnicas en condiciones de
laboratorio, la desaparicion de la linea del estudio econdmico, y algunas
actividades relacionadas con el cultivo, la bioenergética y la finalizacion del
producto.

La valoracion global que se hace sobre el proyecto es positiva en el grado de
ejecucion, a pesar de todos los avatares sufridos, sobre todo considerando que se
ha avanzado notablemente en las técnicas de produccién de juveniles,
optimizaciéon de los métodos analiticos para la matriz del erizo, desarrollo de
piensos especificos y procesos alimentarios, asi como en el disefio de estructuras
de confinamiento. La participacion de empresas colaboradoras implicadas se ha
completado a distinta escala en las diferentes CCAA, siendo la relacion positiva
en Andalucia y Canarias, sin haber llegado a alcanzar los resultados esperados
en Galicia.

2.6. DIFUSION

El proyecto ha tenido amplia repercusién en los medios de comunicacion, con
numerosas resefas en la prensa, asi como mediante la presentaciéon en foros
cientificos de diversas comunicaciones, que han transcendido mas alla el medio
nacional. Se han presentado 26 comunicaciones en distintos Congresos y Foros
relacionados con la acuicultura. Dentro del marco del proyecto se ha generado
una tesis doctoral y un TFM.

Son destacables las presentaciones del proyecto realizadas en Cork, Irlanda, con
ocasion de la visita técnica realizada en julio de 2010, y en ese mismo afo, en
Santiago de Compostela, con motivo de una jornada especifica sobre el cultivo y
gestion del erizo de mar. También en Puerto Madryn, Argentina, en 2011, durante
la celebracion del Congreso Latinoamericano de Equinodermos y a finales de ese
afno, en O Grove, Pontevedra en el marco del XIV Foro dos Recursos Marifios e
da Acuicultura das Rias Galegas, ademas de la divulgacion en variados foros a
través de comunicaciones cientificas.

Durante el desarrollo del proyecto se ha contribuido con varias publicaciones
técnicas a la divulgacion de los resultados obtenidos desde el inicio, habiéndose
representado el mismo a través de las comunicaciones en Congresos:

v' Xlll Foro dos Recursos Marifios e da Acuicultura das Rias Galegas.
octubre 2010. O Grove, Pontevedra.
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v" XIIl Congreso Nacional de Acuicultura. Castelldefels, Barcelona, 21-24
de noviembre del 2011.

v' | Congreso Latinoamericano de Equinodermos. noviembre 2011. Puerto
Madryn, Argentina.

v lll Foro lberoamericano de los Recursos Marinos y la Acuicultura.
2011. Sonora, México.

v XIV Foro dos Recursos Marifios e da Acuicultura das Rias Galegas.
octubre 2011. O Grove, Pontevedra.

v' 14th International Echinoderm Conference, 20-24 de agosto de 2012.
Bruselas, Belgica.

v' XV Foro dos Recursos Marifios e da Acuicultura das Rias Galegas.
octubre 2012. O Grove, Pontevedra.

v ASSEMBLE Conference, 23-25 de octubre de 2012. Olhao, Portugal.

v' 8th CCMAR Seminar Cycle, 14 de noviembre de 2012. Gambelas, Faro,
Portugal.

v" FIRMA 2012 - Foro Iberoamericano de los Recursos Marinos y la
Acuicultura, 26-29 de noviembre de 2012. Cadiz.

Durante los afos de ejecucion del proyecto se ha contribuido con varias
publicaciones técnicas a la divulgacion de los resultados obtenidos desde su
inicio, habiéndose presentado el mismo a través de las comunicaciones en
Congresos y ademas mediante Conferencias impartidas en los siguientes foros:

IV Encuentro de Mariscadores de Recursos Especificos organizada por la
Conselleria do Mar de la Xunta de Galicia (Hotel Congreso. Santiago de
Compostela, 19 de marzo de 2010).

Foro de difusion de resultados del proyecto jacumar “Cultivo y Gestion del
erizo de mar” y presentacion del nuevo plan nacional “Optimizacién del
cultivo y Manejo del erizo de mar” organizado por la Conselleria do Mar de la
Xunta de Galicia (EGAP, Santiago de Compostela, 14 de junio de 2010).

Workshop sobre cultivo de erizo de mar organizado por la University College
Cork y la empresa Gourmet Marine Ltd (Cork, Irlanda, 7 de Julio de 2010).

| Jornadas para el desarrollo de nuevas oportunidades empresariales para el
sector pesquero y acuicola de la provincia de Granada, organizadas por la
Consejeria de Agricultura y Pesca de la Junta de Andalucia (Granada, 3 de
diciembre de 2010).
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Curso de Biotecnologia. Direccion General de Educacién, Formacion
Profesional e Innovaciéon Educativa. Xunta de Galicia. (Santiago de Compostela,
18 de julio de 2011).

Curso de Verano: “Dieta Atlantica: nutricién e gastronomia. Beneficios para
a saude, benestar e lonxevidade”. Facultad de Medicina USC. (Santiago de
Compostela 15 de septiembre de 2011).

Curso sobre herramientas moleculares para uso en pesca y acuicultura.
Centre Spécialisé de Valorisation et Technologie des Produits de la Mer. Institut
National de Recherche Halieutique. (Agadir, Marruecos, 19 a 23 de septiembre de
2011).

Master en Desenvolvemento Econdémico e Innovacién: Fronteiras das
Ciencias e das Tecnoloxias. Facultade Econdmicas-USC. (Santiago de
Compostela, noviembre 2011-enero 2012).

Un mar de vida: ADN e valorizacion das especies marifias. Conferencia.
Ateneo Santa Cecilia de Marin (Pontevedra, 19 de diciembre de 2011).

Curso sobre aplicacion de las herramientas moleculares a la gestién de los
recursos marinos. Departamento de Ingenieria y Ciencias del Mar de la
Universidad de Cabo Verde. (Mindelo, Cabo Verde, 27 de febrero a 2 de marzo de
2012).

Perspectivas de la aplicacion de técnicas moleculares en la gestion de
pesquerias y conservacion de la biodiversidad. Conferencia. Agencia Canaria
de Investigacion, Innovacion y Sociedad de la Informacion. (Las Palmas de Gran
Canaria, 13 de septiembre de 2012).

Trazabilidad alimentaria en especies marinas. Conferencia. Agencia Canaria
de Investigacion, Innovacion y Sociedad de la Informacion. (Las Palmas de Gran
Canaria, 14 de septiembre de 2012).

Tracabilidade alimentaria em espécies marinhas. Conferencia. Universidade
da Madeira. (Funchal, Portugal, 20 de septiembre de 2012).

Tracabilidade alimentaria em espécies marinhas. Conferencia. Universidade
dos Acgores. (Ponta Delgada, Portugal, 25 de septiembre de 2012).

As tecnoloxias do ADN e a sua aplicacion a pesca e acuicultura. Conferencia.
IES Alexandre Béveda. (Vigo, 8 de noviembre de 2012).

La finalizacion prematura del proyecto ha impedido la publicacion de algunos

datos que no han sido todavia procesados y que seran elaborados para su
oportuna presentacidon como comunicacion cientifica en los foros adecuados.
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En la localidad asturiana de Castropol, durante el dia 30 de noviembre de 2012 y
con motivo del dia de la acuicultura, se celebr6é una jornada de puertas abiertas
en el Centro de Experimentacion Pesquera, en el que se dieron a conocer las
labores de investigacion relativas al erizo de mar.

Ademas de las resefas al proyecto en la prensa, es destacable la repercusion en
la misma de las operaciones de siembras o repoblaciones efectuadas en las
costas asturianas y gallegas, que ademas de ser expuestas en la prensa regional
también lo fueron en medios nacionales.

2.7. INCIDENCIAS DE DESARROLLO

Ha habido incidencias destacables en el desarrollo del proyecto, programado para
ser realizado entre 2011 y 2013, por lo que su ejecucidn ha sido atipica, desde el
arranque del proyecto en el aino 2010 con un estudio preliminar, hasta la fuerte
reduccion presupuestaria durante el afio 2012 y la finalizacion oficial del proyecto
el 31 de diciembre de ese mismo afo, al carecer de dotacion de JACUMAR para
el afo 2013, lo que ha condicionado negativamente su desarrollo integral.

A pesar de ello, actualmente algunos de los grupos de trabajo continuan
desarrollando alguna actividad de cultivo de erizo de mar, al objeto de conseguir
objetivos todavia no alcanzados y rematar actividades pendientes.

La complejidad de elaboracion del informe final provoco ciertos problemas de
coordinacion, que fueron solventados. Ha sido evidente la ventaja operativa que,
para la consecucion de resultados, supuso la continuidad del proyecto de Cultivo
y gestion del erizo de mar 2005-2009, plasmada en el nuevo Plan Nacional de
Optimizacion del cultivo y manejo del erizo de mar, lo que ha permitido proseguir y
mejorar las experiencias anteriormente realizadas, ampliando los objetivos al
partir de una solida base de conocimiento, establecida en el anterior proyecto.

El intercambio de informacién se ha visto favorecido por las reuniones de trabajo
mantenidas a lo largo de estos afios, ademas del intercambio de conocimientos
adquirido en las visitas realizadas a instalaciones en el extranjero (Irlanda).

El calendario de reuniones convocadas por el coordinador durante el desarrollo
del proyecto ha sido el siguiente:

15/01/2010 Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino, Madrid.
Primera reunion de los grupos participantes en el proyecto.

14/06/2010 Escuela Gallega de Administracion Publica (EGAP), Santiago de
Compostela. Jornada de divulgacion de los proyectos Jacumar erizo.

07-09/07/2010 Universidad de Cork, Irlanda. Participacion en la Seafood
Networking Meeting with Chilean & Spanish Companies, organizada por la
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empresa Gourmet Marine Ltd., y visita a instalacidon de cultivo de erizo de mar en
Dunmanus Bay, de la empresa Dunmanus Seafoods Ltd.

09/12/2010 Centro de Cultivos Marinos de Ribadeo (CIMA), Ribadeo, Lugo.
Reunion de los grupos participantes en el proyecto.

07/10/2011 La Toja, O Grove, Pontevedra. Reunion de los grupos participantes en
el proyecto y asistencia al XIV Foro dos Recursos Marifios e da Acuicultura.

15-16/01/2012 Universidad de Cadiz. Reunién de los grupos participantes en el
proyecto, participacion en la XXXII fiesta de exaltacion del erizo de la ciudad de
Cadiz (la “erizd”) y visita a instalaciones de cultivo de la empresa “Cultivos
Marinos Integrales, S.A.” en San Fernando (Cadiz).

17/12/2012 Centro de Cultivos Marinos de Ribadeo (CIMA), Ribadeo, Lugo.
Reunién de los grupos participantes en el proyecto.

Las actas de dichas reuniones son expuestas en el Anexo VI.

Ademas de las reuniones con los grupos de trabajo participantes en el proyecto,
el coordinador mantuvo otras en relacién con el mismo: en Camarifias, el 17 de
abril de 2012, con representantes de la empresa L' Oursine de Ré, productora de
juveniles de Paracentrotus lividus y establecida en la Isla francesa del mismo
nombre, al objeto de programar un workshop en sus instalaciones, y el dia 22 de
mayo de 2012 en Santiago de Compostela y Camelle, con representantes
ifandeses de la empresa Gourmet Marine, productora de sistemas de cultivo para
erizo de mar y empresarios gallegos. Los dias 12 de abril de 2011 y 10 de mayo
de 2012 se asistié a la reunién de los grupos de seguimiento de los planes
nacionales, con la exposicion de los informes anuales (correspondientes a los
afos 2010 y 2011) de seguimiento del proyecto de Optimizaciéon del cultivo y
manejo del erizo de mar.
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INFORME FINAL EXTENSO

1.- DATOS ADMINISTRATIVOS

TITULO: Optimizacién del Cultivo y Manejo del Erizo de Mar
FECHAS DE REALIZACION

Inicio: 2010 (estudio preliminar)
Desarrollo: 2011-2013
Finalizacion: 2012 (inexistencia de crédito para P.N. a partir de 01/01/2013)

DATOS DEL COORDINADOR DEL PROYECTO

Nombre y Apellidos: José Luis Catoira Gémez

Organismo/ Centro: Conselleria do Medio Rural e do Mar (Xunta de Galicia)
Departamento: Acuicultura

Teléfono: 981-182013

Fax: 981-182228

Correo electronico: jose.catoira.gomez@xunta.es

Direccion postal completa: Xefatura de Coordinacién da Area do Mar. Delegacion
Territorial de A Corufia. Casa del Mar, 52 P. 15006. A Coruna

RELACION DEL PERSONAL INVESTIGADOR (PARTICIPANTES por cada
Comunidad Auténoma)

PERSONAL DEL SUBPROYECTO CA ANDALUCIA
Investigador Responsable:

Nombre y Apellidos: Daniel Acosta Camacho (coordinador)

Organismo/Centro: Junta de Andalucia / Direccion General de Pesca y
Acuicultura. Consejeria de Agricultura, Pesca y Medio Ambiente.

Departamento: Servicio de Ordenacion de Recursos Pesqueros y Acuicolas
Teléfono: 955 032 294

Fax: 955 032 507

Correo electronico: daniel.acosta@juntadeandalucia.es

Direccion: Consejeria de Agricultura, Pesca y Medio Ambiente Pesca. Direccion
General de Pesca y Acuicultura. C/ Tabladilla, s/n. 41071. SEVILLA.
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Resto de Investigadores:

José Carlos Norman Barea

Organismo: Consejeria de Agricultura, Pesca y Medio Ambiente.

Andalucia. Delegacion Territorial de Granada

Francisco Zurita Manrubia

Organismo: Consejeria de Agricultura, Pesca y Medio Ambiente.

Andalucia. Agencia de Gestion Agraria y Pesquera de Andalucia.

Pedro Alvarez Molina

Organismo: Consejeria de Agricultura, Pesca y Medio Ambiente.

Andalucia. Agencia de Gestion Agraria y Pesquera de Andalucia.

Carmen Ortega Gonzalez

Organismo: Consejeria de Agricultura, Pesca y Medio Ambiente.

Andalucia. Agencia de Gestion Agraria y Pesquera de Andalucia.

Eva Pereiro Buenaventura

Organismo: Consejeria de Agricultura, Pesca y Medio Ambiente.

Andalucia. Agencia de Gestion Agraria y Pesquera de Andalucia.

Marina Fernandez Lora

Organismo: Consejeria de Agricultura, Pesca y Medio Ambiente.

Andalucia. Agencia de Gestion Agraria y Pesquera de Andalucia.
Departamento: Recursos Pesqueros y Acuicolas

Alejandro Ibafez Yuste

Organismo: Consejeria de Agricultura, Pesca y Medio Ambiente.

Andalucia. Agencia de Gestion Agraria y Pesquera de Andalucia.

Junta

Junta

Junta

Junta

Junta

Junta

Junta

De otras entidades UNIVERSIDAD DE GRANADA. Dpto. Fisiologia Animal

Felix Hidalgo Puertas

D.N.l.: 24113458-M

PERSONAL DEL SUBPROYECTO CA ASTURIAS
Investigador Responsable:

José Francisco Carrasco Fidalgo
D.N.1.: 10.804.120

Resto de Investigadores:

Carmen Rodriguez Rodriguez
D.N.l.: 71.868.561
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Silvia de la Uz

D.N.I.: 71.648.464Z

PERSONAL DEL SUBPROYECTO CA CANARIAS
Investigador Responsable:

Matias Gonzalez Hernandez
D.N.l.: 42829061W

Resto de Investigadores:

Nieves Gonzalez Henriquez
D.N.l.: 42742281R

Enrique Moreno Batet
D.N.1.: 41984151C

Alberto Miguel Brito Hernandez

D.N.1.: 42022323 N

PERSONAL DEL SUBPROYECTO CA CANTABRIA
Investigador Responsable:

Juan Carlos Canteras Jordana
D.N.l.: 45054300-Z

Resto de Investigadores:

José Manuel Gonzalez Hirusta
D.N.l.: 72092848-S

Angela Gautier Gasuso
D.N.l.: 20213998-B

Maria Segovia Viadero
D.N.l.: 72047226-W

PERSONAL DEL SUBPROYECTO CA CATALUNA
Investigador Responsable:

Jorge Diogéne Fadini
D.N.I.:47873072 — K
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Resto de Investigadores:

Olga Carnicer Castafio
D.N.l.: 48535939-M

Alexis Casanova Morisco
D.N.l.: 47620959-B

Elisabeth Canete Ortiz
D.N.l.: 39906991-J

Pablo de la Iglesia Gonzalez
D.N.l.: 71265443-N

Helena Eixarch
D.N.l.: 18999468-L

Margarita Fernandez Tejedor
D.N.I.: 39863998-F

Gemma Giménez Papiol

D.N.l.: 39899896-W

PERSONAL DEL SUBPROYECTO CA GALICIA
Investigador Responsable:

Justa Ojea Martinez
D.N.I.:34.967.287-L

Resto de Investigadores:

Dorotea Martinez Patifio
D.N.l.: 33.207.678-W

Susana Novoa Vazquez
D.N.I.: 34.962.502-H

José Luis Catoira Gémez
D.N.l.: 32401753-C

De otras entidades UNIVERSIDAD DE SANTIAGO DE COMPOSTELA (USC)
Investigador Responsable:

Manuel Rey Méndez
D.N.I.: 35275399-T
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Resto de Investigadores:

Javier Quinteiro Vazquez
D.N.I.: 34964925-A

Jorge Rodriguez Castro
D.N.l.: 44807348-J

Lois Pérez Dieguez
DNI.: 44451762-F

Antonio Rama Villar
DNI.: 33282727-W

José Luis Catoira Gomez

D.N.I.: 32401753-C

PERSONAL DEL SUBPROYECTO CA MURCIA
Investigador Responsable:

Jesus Cerezo Valverde
D.N.l.: 34.817.548

Resto de Investigadores:

Benjamin Garcia Garcia
D.N.1.: 22.470.556Q

José Garcia Garcia
D.N.l.: 27.451.2622

Maria Dolores Hernandez Llorente
D.N.l.: 34.787.845T

Felipe Aguado Giménez

D.N.I.: 27.457.312G

2.- RESULTADOS TECNICOS DEL PLAN NACIONAL

2.1. OBJETIVOS INICIALES

El Plan Nacional JACUMAR “Optimizacion del cultivo y manejo del erizo de mar” surge

tras la finalizacion del PN JACUMAR previo “Cultivo y gestion del erizo de mar” con la
proposito de ampliar conocimientos de ciertos aspectos técnicos y bioldgicos del cultivo
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que permitan la optimizacion en el desarrollo de sistemas de cultivo en los distintos
ambientes marinos del litoral espaniol.

El Plan Nacional de JACUMAR 2006-2009 “Cultivo y Gestion de Erizo de Mar” ha
contribuido de forma importante al conocimiento de las distintas fases del cultivo
del erizo de mar y a identificar aspectos del mismo que precisan de un mayor
conocimiento con vistas a la produccién de juveniles ya sea con destino a la
repoblacion o bien al engorde para su comercializacion. El presente proyecto ha
buscado la mejora de las técnicas de cultivo mediante la elaboracion de
protocolos estandarizados que garanticen probabilidades de éxito que no se
alcanzaban plenamente con los conocimientos anteriores.

Aunque se comprob¢ la utilidad de cestillos ostricolas y bandejas de diferentes
tamafos en las experiencias de engorde o mejora de la condicién de la génada,
con vistas al futuro del cultivo industrial de esta especie, se precisa el disefio de
estructuras que posibiliten la estabulacién de un gran numero de ejemplares por
unidad de superficie o volumen y que permitan un facil manejo para las labores de
limpieza y alimentacién de los ejemplares.

Teniendo en cuenta el desarrollo a gran escala del engorde o la mejora de la
condicion de las gonadas se precisa de una dieta formulada comercial dadas las
enormes ventajas que ofrece sobre las dietas naturales, como se ha demostrado
con todas las especies que actualmente se crian. Para ello se debe disefar un
pienso adecuado, a ser posible seco, con una composicién acorde a las
necesidades nutricionales del erizo. El hecho de que sea un pienso seco facilita el
almacenamiento y suministro del mismo a la vez que garantiza la composicién en
cuanto al nivel adecuado de los nutrientes y reduce el riesgo de transmision de
enfermedades.

En lo concerniente al apartado del seguimiento de las repoblaciones, entendiendo
esta como la liberacién en el medio natural de ejemplares juveniles cultivados en
criadero, con vistas a aumentar la produccion y el valor de los ecosistemas
acuaticos, se precisa la utilizacion de algun tipo de marca que nos posibilite el
seguimiento de los juveniles utilizados en la repoblacion, para conocer la tasa de
asentamiento y el crecimiento de los erizos liberados en el medio natural. En este
sentido, durante el desarrollo del Plan de erizo (2006-2008) se han realizado
experiencias de marcaje y de seguimiento en el medio natural que sugieren que
no hay efectos, a largo plazo, del proceso de marcaje sobre el crecimiento de los
juveniles en el medio natural. Estos datos, que en principio resultan satisfactorios,
se han obtenido de repoblaciones experimentales con un numero pequeno de
ejemplares liberados. Con vistas a la validez del método se precisa seguir con
nuevas repoblaciones, con un numero mas elevado de ejemplares, y su
continuidad en el tiempo para poder disponer de una serie de resultados que nos
permitan valorar la validez de este tipo de actuaciones. Por otra parte, los
sistemas disefiados para la introduccién o repoblacion de erizos en la CA de
Canarias deben ser evaluados, ya que debido a las condiciones de la
incompatibilidad (todavia no definitivamente demostrada), desde el punto de vista
genético, de trasladar juveniles desde otras comunidades, implicaria la necesidad
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de realizar repoblaciones con juveniles procedentes de reproductores del medio
natural de Canarias.

Por ultimo, resulta conveniente la realizacion de un estudio econdmico detallado
de cada una de las distintas actuaciones previstas, dimensionando
adecuadamente el tamafio de las mismas, para optimizar al maximo su coste y
valorar la viabilidad.

En cuanto a la seguridad alimentaria y a los riesgos de intoxicacién por consumo
de erizo de mar, se deberian afinar y desarrollar los protocolos analiticos de
determinacién de toxinas marinas especificamente para el erizo. Un mayor
conocimiento de la presencia/ausencia/contenido de toxinas en erizo permitira
determinar si puede considerarse un vector potencial de toxinas con implicaciones
en la seguridad del consumidor y con consecuencias sobre la explotacion del
recurso. Interesa evaluar la actual situacion respecto a presencia de toxinas en
erizo de las zonas de produccién. A partir de estos resultados, se podra mejorar la
gestion de esta especie en los programas de vigilancia y por consiguiente su
comercializacion.

La coordinacién de las lineas de actuacion propuestas resulta indispensable para
llevar a buen puerto un proyecto de estas caracteristicas en las distintas CCAA. El
intercambio de informacion se realizara anualmente en las reuniones de
seguimiento y coordinacion. La aportacion en conjunto buscara la optimizacion de
los protocolos de las distintas fases que conlleva el cultivo y el manejo del erizo y
el desarrollo de herramientas para el seguimiento de las repoblaciones.

En el anterior apartado 2.1 de objetivos de resultados técnicos del plan nacional
se han expuesto los objetivos generales y especificos del presente proyecto.

2.2. OBJETIVOS REALIZADOS

En los anexos de informes de las CCAA se especifican las tareas realizadas y las
que no han podido serlo, debido a la alteracion en la financiacion del proyecto y al
acortamiento en su duracion.

No se han alcanzado todos los objetivos propuestos, destacando la imposibilidad
de ejecucion de cultivos a gran escala, tanto a nivel de produccion de juveniles
como en la experiencia piloto de engorde para mejora gonadal en batea, de gran
trascendencia a priori en la aplicabilidad de resultados: la no realizacion del
estudio de la incorporacién de toxinas producidas por microalgas benténicas en
condiciones de laboratorio; la desaparicién de la linea del estudio econdmico, y
algunas actividades relacionadas con el cultivo, la bioenergética y la finalizaciéon
del producto.

Sin embargo, muchas de las experiencias realizadas han permitido la
consecucién de objetivos tales como los protocolos de cultivo larvario y
perimetamorfico, de repoblaciones, de obtencion de piensos validos para la
mejora de las condiciones del erizo de mar en cultivo, en particular el pienso seco
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extrusionado, de finalizacion del producto, de obtencién de las técnicas analiticas
para la determinacion de biotoxinas, de analisis de calidad nutricional de las
gonadas, de resultados de la bioenergética y de todos los resefiados en los
anexos de informes de las CCAA.

2.3. METODOLOGIA Y RESULTADOS

Se plantearon una serie de lineas principales de estudio e investigacion, que se
desglosan en las tareas a desarrollar por los diferentes grupos de investigadores
de cada CCAA. Esta participacion en las tareas que abarcan el proyecto, se
ejecutd en funcion de los intereses y capacidades operativas y de recursos
humanos de cada grupo investigador.

Las claves de las tareas resefiadas en los siguientes apartados se encuentran
referenciadas en el proyecto inicial.

Linea 0: Analisis de potencialidad de cultivo del erizo de mar

El Plan Nacional JACUMAR “Optimizacion del cultivo y manejo del erizo de mar” surge
tras la finalizacion del PN JACUMAR previo “Cultivo y gestion del erizo de mar” con la
propdsito de ampliar conocimientos de ciertos aspectos técnicos y biolégicos del cultivo
que permitan la optimizacion en el desarrollo de sistemas de cultivo en los distintos
ambientes marinos del litoral espariol.

La potencialidad de su cultivo de esta especie fueron abordados en un proyecto especifico
financiado por la Consejeria de Agricultura y Pesca de la Junta de Andalucia, denominado
“Estudio del cultivo en ciclo completo y comercializacion de erizo de mar”. No obstante, las
limitaciones en tiempo de este estudio no han permitido desarrollar ciertas actuaciones
clave para el desarrollo del cultivo abordadas por las otras Comunidades Auténomas
participantes. Es por ello, que desde Andalucia se desarrollaron una serie de lineas de
actuacion que permiten conocer ciertos aspectos de la potenciabilidad del cultivo del erizo
tanto en la zona suratlantica como en la zona Surmediterranea:

Actividad. Andlisis del estado del arte

Se han estudiado aspectos tales como el estudio biolégico de la especie (ciclo
reproductivo y composicion bioquimica, técnicas de preengorde-engorde y otros).

Actividad. Determinacion de factores clave para el cultivo

En este sentido se identificaron los posibles problemas que puedan surgir en
etapas posteriores para el desarrollo de este tipo de cultivos, y que
previsiblemente a corto plazo van a estar relacionados con la disponibilidad de
juveniles, los tiempos de engorde y las curvas de crecimiento, la estacionalidad, la
alimentacion, las patologias, etc.

Actividad. Analisis previo sobre la caracterizacién genética de las
poblaciones naturales y cultivadas
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Se realizd un analisis de la caracterizacion genética de algunas poblaciones
naturales y cultivadas mostrando los resultados una pérdida de diversidad
genética en el stock de erizos de cultivo y una diferenciacion genética importante
con los stocks naturales.

Linea 1. Criadero: optimizacion del proceso de produccién de juveniles.

El objetivo general de esta linea de actuacion era conseguir un protocolo o
manual de produccion de semilla del recurso erizo, con medidas y parametros
estandarizados. La elaboracion de este documento incluye la optimizacion de
cada una de las fases del proceso productivo de semilla de erizo que se dividen
en: Desove y fecundacién, Cultivo larvario y Fijacion-metamorfosis.

Desove y fecundacién
Antecedentes y justificacion

En el anterior proyecto JACUMAR 2006-2008 “Cultivo y gestion del erizo de mar
(Paracentrotus lividus Lamarck, 1816)" se obtuvieron desoves inducidos
practicamente a lo largo de todo el afio, pero la duracion y los resultados de los
cultivos larvarios fueron muy variables dependiendo de la época del afio en la que
se realizaron. Conseguir una calidad 6ptima de semilla depende, no sélo de las
técnicas de cultivo y de la estrategia de alimentacion empleadas, sino también de
la calidad de los ovocitos obtenidos en las puestas

Se tomaron ejemplares del medio en distintas épocas del afio y se relacioné la
diferente calidad de los reproductores con el éxito de los desoves y posteriores
cultivos larvarios. Se valoré la fecundidad de cada lote mediante la determinacion
del numero de ovocitos por hembra y el tamafio de los mismos. Se realizaron
analisis bioquimicos de los ovocitos para intentar relacionar los diferentes perfiles
con los resultados obtenidos.

Metodologia
Determinacion de los criterios de calidad de las puestas

La calidad de las puestas, de los gametos obtenidos y, posteriormente, de las
larvas va a depender a su vez de la calidad de los reproductores. Por ello, se
relaciond la condicién de los reproductores utilizados en las inducciones con la
época del afio y la calidad de los desoves.

Los reproductores se recolectaron del medio natural, bien del intermareal a pie o
del submareal mediante buceo, y se trasladaron al laboratorio en el menor tiempo
posible para evitar la desecacion y el desove anticipado. En el laboratorio fueron
sometidos inmediatamente a la induccion a la puesta o bien fueron dejados en
circuito abierto por uno o dos dias antes de inducirlos a desovar.

Se seleccionaron como posibles reproductores los que presentaban un aspecto
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saludable (ausencia de lesiones, puas firmes) y se procedié a su lavado en agua
de mar filtrada previamente a su manipulacion. La induccion al desove se realizé
por inyeccion de KCI 0,5N a través de la membrana peristomial del erizo y la
colocacion de los ejemplares en vasos de precipitado, llenos de agua de mar
axénica, donde tuvo lugar la expulsién de los productos sexuales.

Se procedid a la observacion, medicidn y recuento de los ovocitos desovados por
hembra. La homogeneidad en la forma y el tamano de estos ovocitos pueden
influir en su calidad. Se comprobé la buena movilidad de los espermatozoides de
los machos antes de realizar la fecundacion asi como el porcentaje de ovocitos
fecundados una vez realizada.

Durante los meses en los que se realizaron las inducciones, se evaluo el estado
de maduracion de las gonadas mediante la aplicacion de técnicas histologicas y la
asignacion de las muestras obtenidas a una escala cualitativa.

Actividad. Cultivo larvario
Antecedentes y justificacion

Durante el anterior proyecto se realizaron diversas experiencias a lo largo de los
tres afios con el objetivo de determinar el efecto de la alimentacion en el
desarrollo larvario. Para ello, se llevaron a cabo distintas pruebas comparando el
efecto de varias especies de microalgas, aportadas como monodietas o dietas
mixtas. Durante el desarrollo larvario aparecieron mortalidades masivas y
repentinas en alguna de las réplicas sin explicacion aparente.

Observado en estas experiencias que las mortalidades de las larvas eran
independientes del tipo de dieta, se pretendié mejorar el manejo de los tanques
evitando la acumulacién de residuos en el fondo y las paredes y aumentar asi la
calidad del agua.

Aun asi los resultados no mostraron una pauta explicable, por lo que
consideramos que otro aspecto a controlar y de gran importancia era la
identificaciéon de la flora microbiana, lo que ha sido efectuado en las diferentes
fases de cultivo en criadero.

En el presente proyecto se ha planificado el cultivo de dos especies de erizos
comestibles: Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816) y Echinus esculentus (Linneo,
1758), al tratarse el primero de la especie objetivo en el conjunto del proyecto y
siendo la segunda un recurso no explotado, pero presente en Galicia,
constituyendo una especie que se considera de alto potencial para su explotacion
en cultivo por los altos rendimientos observados. Se aplicaron los mismos
protocolos de cultivo larvario para las dos especies, consiguiendo también alguna
puesta de la especie Sphaerechinus granularis (Lamarck, 1816).

Se realizaron pruebas de manejo comparando la supervivencia y el estado de
desarrollo de la larva en tanques con diferentes protocolos de manejo, haciendo
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especial incidencia en los cambios de agua, la frecuencia de estos cambios y la
manipulacion larvaria. En lo que respecta a la alimentacion, se realizaron pruebas
con diferentes especies de microalgas y con las mismas especies pero distinta
frecuencia de alimentacion, relacionando el desarrollo y la supervivencia de las
larvas con las distintas variables ensayadas.

La microalga Chaetoceros gracilis ofrece los mejores resultados en términos de
crecimiento y supervivencia larvaria, ya sea ofrecida como monodieta o dieta
mixta, frente a otras microalgas ampliamente utilizadas como Phaeodactylum
tricornutum y Dunaliella tertiolecta.

La baja densidad larvaria permite una simplificacién en el manejo de los cultivos,
evitando los cambios de agua, y una mayor sincronizacién en el desarrollo de las
larvas, con lo que se obtienen altas tasas de fijacion.

El estudio de la microbiota asociada a los diferentes cultivos posibilita el control
del estado sanitario de los criaderos. El seguimiento microbiolégico se realizé en
los diferentes agentes que afectan a esta fase de cultivo larvario: reproductores,
ovulos, agua de cultivo y larvas. Para conseguir este objetivo se procesaron por
métodos clasicos de siembra en placa, utilizando los medios Agar Marino (para
bacterias heterotrofas marinas) y TCBS (para vibrios).

Con los resultados obtenidos parece que en general la carga bacteriana asociada
a los cultivos esta dentro de unos limites que se pueden considerar normales en
los cultivos en criadero.

Metodologia
Optimizacion del manejo y alimentacién del cultivo larvario

Aparte de la calidad de las puestas, aspecto que se contempla en el apartado
anterior, los distintos manejos que se realizan en esta fase creemos pueden influir
de manera importante en el desarrollo de las larvas. Asi, aspectos tan importantes
como los cambios de agua, parciales o totales, y su frecuencia, pueden influir en
el estado de la larva.

Se realizaron pruebas de manejo comparando la supervivencia y el estado de
desarrollo de la larva en tanques de cultivo con diferentes protocolos de manejo.
En este apartado se enfrentan la calidad de agua mantenida en los tanques en
circuito cerrado y la manipulacion larvaria.

Ademas, se realizaron pruebas de alimentacion con diferentes especies de
microalgas cultivadas, las diatomeas Chaetoceros gracilis y/o Phaeodactilum
tricornutum y los flagelados Isochrysis galvana, Monochrysis y/o Tetraselmis
suecica, entre otras, variando las proporciones de éstas y la frecuencia de
alimentacion a lo largo del cultivo larvario. Se relacioné el diferente desarrollo y
supervivencia de las larvas con las distintas variables ensayadas.
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Se aprovecharon los desoves obtenidos del apartado anterior, escogiendo los
considerados de mayor calidad, para realizar las distintas experiencias.

Identificaciéon de la flora microbiana asociada a la fase de cultivo larvario

Se hizo un seguimiento microbioldgico de los diferentes agentes como se recoge
en la tarea 3.6.2.2.2. Una vez tomadas las muestras se sembraron volumenes de
100 pl en agar marino y agar TCBS para bacterias heterétrofas totales y vibrios
potenciales, respectivamente. Las placas sembradas se incubaron hasta 48h a
28°C y se realizé un conteo por tipo de colonia de cada una de ellas para obtener
asi el tipo de colonia, numero por tipo de colonia y numero total de colonias de
cada uno de los medios.

Como se apuntd, los resultados de los controles realizados se han considerado
como normales para la flora bacteriana en cultivos, impidiendo la finalizacion del
proyecto la repeticion del seguimiento microbiolégico programado.

Actividad. Fijacion-metamorfosis
Antecedentes y justificacion

El cultivo larvario finaliza cuando un porcentaje elevado de las larvas alcanza el
estado pre-metamdérfico o competente, que se caracteriza por la aparicion del
‘esbozo o rudimento equiniano”, siendo en ese momento cuando las larvas se
pasan a los tanques de fijacion para que realicen la metamorfosis. Consideramos
que esta es la fase critica en la produccion de juveniles y la que precisa de un
mayor esfuerzo para solventar los problemas que presenta. Es preciso coordinar
el envejecimiento de los colectores con el momento preciso de cambio de
comportamiento de la larva. El correcto manejo de los tanques de colectores y la
eleccion de las especies de diatomeas va a resultar fundamental para que se
produzca una alta fijacion de las larvas y los juveniles dispongan de alimento
suficiente y de calidad durante la primera fase de su desarrollo.

Para que se realice la metamorfosis y fijacion de las larvas es necesario
determinar el momento idéneo de transferencia de las larvas a las estructuras de
fijacion, que deberan poseer una capa de diatomeas adecuada u otro medio
inductor para que se produzca la fijacion.

Metodologia
Optimizacion de los parametros en la fase de cultivo fijacion-metamorfosis

Entre 10 y 15 dias antes de que las larvas completen su desarrollo se preparan
los colectores utilizados para la fijacion de las larvas. Se utilizan laminas
onduladas de poliéster, que se disponen en tanques de distinta capacidad, en
circuito abierto, a fin de que se forme una biopelicula natural de diatomeas
bentdnicas y bacterias, que sirve como inductora a la metamorfosis de las larvas
asi como para la primera alimentacion de los juveniles. Ademas, para potenciar la
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formacion de la biopelicula se inoculan los tanques con diatomeas bentdnicas
cultivadas, manteniéndose los tanques en circuito cerrado durante 48 horas.

Para determinar el momento idoneo de transferencia de las larvas a las
estructuras de fijacion se realizdé el Test de Competencia Larvaria, que nos
permite conocer el porcentaje de larvas que completaran la metamorfosis y por
tanto el numero de larvas que se deben inocular.

Linea 2: Preengorde-engorde de los juveniles

Actividad: Disefio y puesta a punto de estructuras de engorde para el cultivo
de los juveniles y adultos

En el PN Jacumar de erizos 2006-2009, se disefiaron y ensayaron diferentes
estructuras para la estabulacion de juveniles durante el proceso de engorde, con
resultados satisfactorios en cuanto a crecimiento y supervivencia, pero que es
necesario optimizar con el fin de facilitar los trabajos relacionados con la
alimentacion de los ejemplares y procesos de limpieza si queremos viabilizar el
cultivo industrial. Por otra parte, el proceso de estabulacion de juveniles de
pequefio tamafo (5 mm de diametro), presentan el problema de escapes debido
al mal ajuste de las estructuras.

Se disenaron estructuras para el cultivo de juveniles a partir de la fijacion hasta el
tamano adecuado para la repoblacion o hasta su paso a estructuras para el
engorde hasta el tamafo de repoblacion o incluso al comercial.

Asimismo, se estudio la idoneidad de utilizar diversas estructuras tanto en tierra
como en mar para la estabulacién y engorde de erizo, asi como la determinacion
de los valores 6ptimos de las distintas variables ambientales relacionados con el
desarrollo de la especie.

Para el disefio, construccion y estudio comparativo de estructuras de engorde
para juveniles se tom6 como estructuras base los disefios y sistemas que mejor
funcionaron en el proyecto anterior, es decir, cajas apiladas para los erizos
grandes y cestas ostricolas para los pequefos. Las experiencias comparativas se
realizaron en una batea de la USC situada en la ria de Muros-Noia y las
estructuras nuevas se diseflaron en funcion de la facilidad de manejo y
optimizaciéon de espacios, en el caso de los erizos grandes. Por otra parte, se
especuld con la prueba de estructuras comercializadas por la empresa irlandesa
Gourmet Marine (Urchin Platter), para todos los dos tamanos de erizos, pero no
se concretd por problemas presupuestarios.

En cuanto a las estructuras, y tras probar cajas rigidas, cestas rigidas y cestas
flexibles, y considerando que en las tipologias de empresas acuicolas de
Andalucia, el erizo seria una especie complementaria a la especie principal, se
concluye que es conveniente seguir buscando la estructura de cultivo mas
adecuada. En este sentido, y asumiéndolo por la propia CCAA, se probaran a
partir de 2013 los sistemas denominados ortacs, que se consideran pueden ser
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mas adecuados y operativos para los trabajos que se desarrollan en la empresa
acuicola.

Los estudios de mejora gonadal en adultos en batea se realizaron en periodos de
dos meses, utilizando distintos tipos de alimento, primando el uso de diferentes
piensos, para la determinacion del mas adecuado para elevar el indice gonadal a
valores por encima de los obtenidos en el medio natural en el mismo periodo.

Preengorde masivo de juveniles para repoblacion

Al finalizar la etapa larvaria, los erizos sufren una metamorfosis y se fijan al
sustrato. A partir de este momento es cuando comienza el preengorde de
juveniles, etapa que se prolongara hasta que alcancen un diametro de caparazon
de 15 a 20 mm, denominandose subadultos, hasta que adquieren la madurez
sexual, siendo ya aptos para la siembra.

Una vez concluida el proceso de metamorfosis, y los juveniles resultantes
alcanzan la talla de 3 0 4 mm, se comienza a introducir en su alimentacién
macroalgas. Finalizada el proceso de adaptacion a esta nueva dieta, se eliminan
de su alimentacion definitivamente todas diatomeas bentdnicas empleadas para
su fijacion y se mantienen en cultivo con distintas especies de macroalgas hasta
la talla mencionada anteriormente, que es la que ha sido establecida como talla
de repoblacion.

En el CEP se utilizaron cajas utilizadas en depuradoras para ensayos de
crecimiento y supervivencia de juveniles, con distintas densidades y orientacion
de las cajas, consiguiendo supervivencias superiores al 95% en todos los casos.
Se utilizaron otras estructuras de cultivo para iniciar pruebas de crecimiento
utilizando el pienso extrusionado elaborado por el IMIDA con el fin de mejorar el
rendimiento del cultivo, obteniendo mayores tasas de crecimiento. El crecimiento
de juveniles obtenido por el pienso es mayor que por el alga. Ademas el pienso
consigue mantener la misma tasa de crecimiento en los erizos de talla grande que
en los de talla pequeia utilizados en las experiencias.

Metodologia

En Canarias y en Galicia el engorde de juveniles se realiz6 con parecida
tecnologia, utilizando en la primera tanques de 5.000 y 10.000 litros con circuito
abierto, situados en las instalaciones de la empresa de cultivos marinos “Alevines
y Doradas” en Castillo del Romeral (S de Gran Canaria), en donde se obtuvieron
un total de 1.573 erizos con talla media de alrededor de 20 mm. En Galicia se
pretendia utilizar el sistema chileno de cultivo de juveniles, en las instalaciones de
la hatchery del CIMA en O Vicedo (Lugo), pero por dificultades administrativas,
seguidas por las inherentes al propio proyecto, no fue posible su instalacién, a
pesar de haberse iniciado el cultivo en aquella localidad y llegar a mantener un
cierto stock de juveniles.
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En el Centro de Cultivos Marinos de Ribadeo se utilizaron tanques de 200 | y de
1.000 | de capacidad, para la fijacion y engorde de juveniles, que fueron
alimentados con macroalgas, consiguiendo buenas tasas de supervivencia,
entregandose a las cofradias de pescadores para su siembra entre 2010 y 2012
un total de 49.000 erizos de 13-15 mm de talla.

Durante toda esta ultima etapa se realizaron muestreos biométricos periddicos
para evaluar el crecimiento y conteos totales de individuos para evaluar la
mortalidad.

En Asturias se utilizaron dos estructuras de engorde formadas por cajas apiladas
y dispuestas en sentido horizontal o vertical y se test6 la densidad 6ptima de
cultivo. Los dos mddulos, elevados 10cm del fondo para evitar la acumulacién de
desechos en las cajas, se colocaron en un tanque de 1000L con circuito abierto y
aireacion suministrada desde el fondo. Semanalmente se realiz6 una limpieza y
renovacion total del agua del tanque y se alimenté a los erizos ad libitum con la
macroalga Saccorhiza sp., conservada en salazon.

Los dos experimentos, densidad de cultivo y orientacion de la estructura,
comenzaron en abril del 2011 y su duracién fue de ocho semanas. La temperatura
media del agua del tanque fue de 17,60+0,79°C. Al inicio y al final de los
experimentos se determind, con un calibre, el diametro (£0,01mm) y el peso
(x0,01g) de todos los ejemplares.

Para la determinacién de los crecimientos se calculd la tasa de Crecimiento Lineal
(TCL) y la Ganancia en peso (GP) para lo que se emplearon las siguientes
formulas:

TCL = (Ds- D)) / t GP (%) = ((Ws — W;)/W;) x 100

En donde, Di y Df son las diametros de caparazon iniciales y finales
respectivamente (aportados en um y mm); t el tiempo (en dias y mes); W, el peso
inicial y W; el peso final (g).

Al final del experimento se determind la tasa de supervivencia (%) y el porcentaje
(%) de erizos con lesiones, en el que caso de que las presentaran.

Actividad: Disefo, fabricacion y ensayo de piensos artificiales
Antecedentes y justificacion

El proyecto de gestion y cultivo de erizo de mar, en cuanto al disefio de piensos
para el engorde, ha conseguido resultados interesantes en cuanto al crecimiento y
supervivencia respecto a la alimentacion con algas, pero que resultan inviables
econdmicamente en procesos de engorde de larga duraciéon. Por lo tanto, es
preciso abaratar el coste de los piensos de engorde y determinar las épocas
adecuadas de aportacién al sistema de cultivo.
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La dieta habitual de los erizos incluye especies de algas marinas que se
desarrollan en su ambiente natural. No obstante, el uso de algas frescas no
siempre es posible o rentable para su uso a una escala comercial. Ademas, estas
algas pueden estar sometidas a variaciones estacionales en su composicion
nutricional, pudiendo variar su contenido en proteina segun la concentracién de
nutrientes nitrogenados en el agua (Fujita, 1985).

En este sentido se han observado bajas tasas de desarrollo gonadal en
Paracentrotus lividus atribuidas a los bajos niveles de proteina en su dieta natural
a base de macroalgas (Fernandez y Boudouresque, 2000). Por lo tanto, al igual
que ha ocurrido con otras especies en acuicultura el cultivo del erizo depende de
la disponibilidad de una dieta comercial preparada debido a las numerosas
ventajas que presenta: adecuado nivel de nutrientes, regularidad en el suministro
y composicion, facil almacenamiento y distribucion, manipulacién minima en la
instalacion, reduccion del riesgo de transmision de enfermedades infecciosas,
mejor consistencia, propiedades organolépticas, digestibilidad y conservacion, asi
como menor impacto ambiental de las granjas.

En la tarea de desarrollo de dietas artificiales para juveniles, se elaboraron
piensos para la fase de preengorde de ejemplares de 5 a 15 mm, en los que se
di6 preferencia al contenido proteico, incluyendo mayor cantidad de harina de
pescado, y en los piensos de definicion a la inclusién de pigmentos y algas
marinas como complemento.

En el IMIDA se comprobo que el empleo del pimenton natural y sus concentrados
en forma de oleorresinas a concentraciones de hasta el 1 % de la mezcla fueron
apropiados para el proceso de elaboracidon del pienso extrusionado, conservando
su textura y estabilidad en agua.

En la batea de la USC, partiendo de los datos obtenidos a lo largo de los casi
cuatro afios de cultivo, se establecid la evolucion del diametro con las diferentes
dietas a las que fueron sometidos los erizos procedentes del medio natural. Las
dietas de algas obtienen los mejores resultados, siendo la de Laminaria sp. la que
mayor crecimiento produce. En todo caso, ninguna de las dietas permitié alcanzar
la talla minima comercial (55 mm), durante todo el periodo experimental.

Metodologia

Se han disefiado piensos humedos en la USC, tomando como base los piensos
ya experimentados en el proyecto anterior y buscando el mejor resultado en
crecimiento y supervivencia, pero con el objetivo principal de abaratar costes. Se
utiliz6 como comparacion la alimentacién con algas. Los piensos humedos
disefiados serviran de base para preparar piensos secos (que realizo el grupo del
IMIDA) que también fueron testados en batea. Las pruebas se realizaron durante
seis meses y se modificaron los componentes en funcidon de los mejores
resultados obtenidos tanto en peso, supervivencia como en color y calidad de
gonadas.
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Los ingredientes empleados, especialmente los correspondientes a harinas de
algas y algas frescas, vendran definidos por su disponibilidad segun las
Comunidades Autébnomas participantes.

Se testaron los piensos extrusionados elaborados, como alimento alternativo al
uso de las macroalgas para evitar la dependencia de estas sobre todo en las
épocas del afo en que escasean.

Una vez establecidas las condiciones basicas para el funcionamiento del sistema
de cultivo, se analizé el efecto del tipo y cantidad de alimento suministrado sobre
el crecimiento somatico y gonadal, la supervivencia y la calidad comercial del
producto.

Para ello, y tras realizar una evaluacion precisa de los requerimientos
nutricionales basicos del erizo de mar comun (contenido optimo de proteina y
otros macronutrientes necesarios en el alimento), se procedioé a realizar ensayos
con distintas dietas artificiales desarrolladas con formulaciones de piensos
energéticos asi como distintos aditivos alimentarios funcionales para la mejora de
la calidad de la gbnada desde el punto de vista de su produccion para consumo
humano como producto tipo “delicatessen”.

La alimentacion se realizd en periodos de dos meses, con grupos de 30 individuos
de talla comercial extraidos del medio natural, con determinacion de las
condiciones de la génada (textura, color, indice gonadal y sabor) cada mes en
diez erizos como minimo. Se compararon con erizos mantenidos en las mismas
condiciones y alimentados con algas, asi como con erizos del medio natural
extraidos de la misma zona de procedencia. Cada dos meses se introdujeron
nuevos grupos del medio natural y se probaron seis piensos disefados. Con este
sistema se pretende tener una referencia del éxito de los piensos sobre el
incremento y calidad de las goénadas, asi como el tiempo que tarda en
recuperarse después de la puesta, todo ello con la vision del proceso evolutivo
gonadal que se produce a lo largo del afo.

Actividad: Bioenergética

Se determind el consumo de oxigeno y la concentracién critica de oxigeno del
erizo en distintas condiciones de alimentacion y temperatura.

Antecedentes y justificacion

Para el desarrollo del cultivo de nuevas especies es importante modelizar los
procesos biolégicos que influyen en su proceso de produccion, permitiendo una
gestion y planificacion adecuada. Puesto que el oxigeno es el gas mas importante
en la calidad bidtica de las aguas de cria y es fundamental para la respiracion de
los organismos acuaticos, es interesante conocer los niveles adecuados de
oxigeno y comprobar la influencia de variables como la temperatura o el tamafio
de los animales (Frederich y Portner, 2000; Cerezo Valverde y Garcia Garcia,
2004, 2005). En este sentido cabe destacar que la respuesta del consumo de
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oxigeno al descenso del oxigeno disuelto permite dividir a las especies en dos
grandes grupos. Por un lado los reguladores, capaces de mantener una tasa de
consumo de oxigeno constante a lo largo de un amplio rango de concentracion de
oxigeno, hasta alcanzar un nivel critico, siendo éste de especial interés para el
acuicultor por indicar el establecimiento del metabolismo anaerobio y la
produccion de metabolitos téxicos. Por otro lado, los conformistas, muestran un
consumo de oxigeno dependiente de los valores externos inmediatamente por
debajo del nivel de saturacion. Este comportamiento respiratorio puede jugar un
papel fundamental en la rentabilidad del cultivo.

Diferentes especies de erizo como Strongylocentrotus nudus, S. purpuratus y
Patiria pectinifera han mostrado un comportamiento regulador, si bien los rangos
de independencia respiratoria son muy variables y pueden estar comprendidos
entre el 15y 60 % de saturacién de oxigeno (Webster y Giese, 1975; Ryabushko
et al., 1980). También se ha descrito una elevada sensibilidad a la hipoxia en el
erizo, de forma que algunas especies no consiguen sobrevivir en los dias
posteriores después de una exposicion por debajo de 80 mmHg durante una o
dos horas. Otros autores como Siikavuopio et al. (2007) describieron un efecto
negativo de la hipoxia (4-6 mgO-/l) sobre la ingesta y el crecimiento gonadal del
erizo en comparacion con animales en condiciones normoxicas de 9,5 mgO./I. En
el caso concreto de Paracentrotus lividus la determinacion del rango de
independencia respiratoria resulta de especial interés debido a que es una
especie de amplia distribucion que se puede encontrar en un amplio rango de
temperaturas (8-28°C).

El consumo de oxigeno puede ser de utilidad para estimar, con la concentracién
adecuada de oxigeno, el aporte de agua a una instalacion, asi como los
requerimientos energéticos de la especie mediante el uso de coeficientes
oxicaloricos. No obstante, el consumo de oxigeno en los equinodermos es
altamente variable, y esta influenciado no sélo por la concentracién de oxigeno,
sino por factores como el peso, la temperatura o la alimentacion (Ulbricht y
Pritchard, 1972; Webster y Giese, 1975; Siikavuopio et al., 2008).

En la linea de Bioenergética se han llevado a cabo los registros de consumo de
oxigeno con alimentacion y la respuesta del consumo de oxigeno a la hipoxia
progresiva correspondientes al invierno (15-17,5°C). Se analizaron conjuntamente
los datos obtenidos correspondientes a las cuatro estaciones del afo.

El consumo de oxigeno en rutina oscildé entre 18,4 y 21,1 mgO,/Kg/h,
incrementando entre 3 y 3,4 veces (56,7-64,1 mgO,/Kg/h) como consecuencia de
la alimentacién.

Metodologia

Animales de experimentacién: procedenciay mantenimiento

Se emplearon ejemplares de erizo de mar Paracentrotus lividus obtenidos en la
zona costera de Murcia. El transporte se llevd a cabo en neveras con agua de mar
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aireada y mediante sistemas de transporte refrigerados para mantener constante
la temperatura del agua.

A su llegada, los animales se alojaron en tanques circulares de 480 | mantenidos
en sistema de recirculacion de agua con control de la temperatura, ldampara UV y
sistemas de filtracidn mecanica y biolégica. Durante el periodo de adaptacion el
fotoperiodo ha sido el natural para la zona geografica (37° 50’ N, 0° 46’ W),
temperatura entre 17 y 20°C, oxigeno superior al 80 % de saturacion, salinidad 37
%0, pH entre 7 y 8, y nitrbgeno amoniacal total (TAN) inferior a 0,2 mg/l. Los
animales se alimentaron dos veces por semana a saciedad con algas frescas o
descongeladas de diferentes especies (Ulva, Laminaria, Cymodocea, Corallina...).

Disefio experimental

La semana previa al inicio de las medidas los animales ayunan y se pesan,
desechando los animales con dafios aparentes. Las medidas para cada peso y
temperatura se llevaron a cabo por triplicado y durante dos semanas, una primera
con alimentacién y suministrando dos tomas de alimento a saciedad (Martes y
Viernes) a base de algas frescas o descongeladas, y una segunda semana en
ayunas. El registro de los datos se inicié a las 9:00 h A.M. del primer dia (Lunes),
suministrando el alimento al dia siguiente a la misma hora. El alimento sobrante
se recogié antes de suministrar la toma siguiente (Viernes, 12 semana) o al final
del periodo de medida con alimentacion (Martes, 2% semana).

Tanto el alimento suministrado como sobrante se pes6 para el calculo de las
tasas de alimentacién absoluta diaria (TAAd) y semanal (TAAs), asi como relativa
al peso corporal (TAR) de acuerdo con las ecuaciones:

-TAAd (g/dia/erizo) = (Alimento suministrado a la semana-Alimento sobrante a la
semana) / (N° ejemplares en el respirbmetro* 7)

-TAAs (g/semanalerizo) = (Alimento suministrado a la semana-Alimento sobrante
a la semana) / (N° ejemplares en el respirometro)

-TAR (%/semanalerizo) = (TAAs/Peso Medio)*100
Respirometria

Las medidas de consumo de oxigeno se llevaron a cabo en acuarios-
respirometros de entre 60 y 180 | de capacidad, segun el tamano de los
ejemplares, y aplicando un flujo discontinuo de agua. La entrada de agua estuvo
regulada por una electrovalvula (Cepex, Valpes-Valve Contol System, Modelo L
20, Tipo J2) programada con un reloj que permitié la entrada de agua durante 15
minutos cada ciclo de 2 horas. De esta forma se evita que el oxigeno descienda
por debajo del 70 % de saturacion y que pueda ser un factor limitante en el
consumo de oxigeno (Webster y Giese, 1975; Ryabushko et al., 1980). La mezcla
de agua en el interior del respirometro se asegur¢ dirigiendo el flujo de agua de
entrada desde la zona superior hacia el desague situado en la zona inferior del
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lado opuesto del respirometro, asi como mediante una bomba de agua
permanentemente conectada. Posteriormente, el flujo de entrada de agua se
detiene, dejando 15 minutos para alcanzar unas condiciones homogéneas en el
interior del respirometro y dejando los 90 minutos restantes del ciclo de dos horas
para medir la disminucion de la concentracion de oxigeno (45 minutos por
medida). Cada respirometro estuvo cubierto por una lamina de plastico flotante
que se adaptaba al volumen existente para evitar del intercambio de oxigeno
atmosférico. No obstante, la posible transferencia de oxigeno a través del plastico
asi como la demanda biolégica de oxigeno fueron corregidas mediante un
respirometro control sin animales.

Dentro de cada respirdmetro se instalé una sonda de oxigeno y temperatura para
medicion en continuo (Sensor Oxigeno por luminiscencia LDO, Hach Lange),
conectados a su vez a un monitor de registro de datos (Display de controlador
SC1000, Hach Lange). Posteriormente, los valores de oxigeno y temperatura se
descargaron directamente al PC para tratamiento de los datos.

Parametros calculados

El consumo de oxigeno se representa en funcion del tiempo para cada
respirometro y los siguientes parametros fueron calculados:

-CO: Consumo de oxigeno individual por hora en mgO,/h, obtenido a partir de la
férmula:

CO = ([OZ]tl -[o, ]tz)*V
t*N

donde ([O2]t1-[O2]t2) es la diferencia en las concentraciones de oxigeno (mgO./l)
en el periodo de tiempo considerado, V es el volumen del respirometro expresado
en litros, t la duracion del periodo (horas) en el cual el consumo de oxigeno ha
sido medido y N el numero de ejemplares por respirometro. A estos valores se les
sustraera el consumo de oxigeno obtenido simultdneamente en respirdmetros
control sin animales para compensar la demanda biolégica de oxigeno.

-COE: Consumo de oxigeno especifico por hora en mgO,/Kg/h, obtenido a partir
de la formula:

coe - [6:),-[0,],)*v
t*B

donde ([O2]t1-[O2]t2) es la diferencia en las concentraciones de oxigeno (mg/l) en
el periodo de tiempo considerado, V es el volumen del respirdmetro expresado en
litros, t la duracidn del periodo (horas) en el cual el consumo de oxigeno ha sido
medido y B es la biomasa en Kg.
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-COR: Consumo de oxigeno de rutina, definido como el valor medio de CO
durante la segunda semana de medida (ayunas). Representa una estimacion del
gasto energético necesario para el metabolismo estandar y la actividad
espontanea.

-COAM: Consumo de oxigeno con alimentacion, definido como el valor medio de
CO registrado durante la primera semana de medida (alimentacion).

-COAMAX: Es el valor maximo de CO registrado mientras dura el efecto de la
alimentacion.

-TPCOA: Tiempo que transcurre desde la primera toma de alimento hasta que se
alcanza el pico maximo de consumo de oxigeno.

-DICOA: Duracion del incremento del CO sobre el valor de rutina expresado en
horas. Se tendra en cuenta sélo la primera toma de alimento.

-lIEA: Es el incremento metabdlico debido al efecto de Ila alimentacién y es
equivalente a la relacion entre el consumo maximo registrado y el nivel de rutina
(COAMAX/COR).

-CORdia : Consumo de oxigeno medio entre la sailda y la puesta de sol (fase de
luz) durante la segunda semana de medida.

-CORnNoche: Consumo de oxigeno medio entre la puesta y la sailda del sol (fase
de oscuridad) durante la segunda semana de medida.

Andlisis de los datos

Los valores de consumo de oxigeno se ajustaron mediante el analisis de
regresion multiple a un modelo general adaptado de otros trabajos del campo de
la acuicultura (Garcia Garcia, 1994; Liu et al., 1998; Aguado y Garcia Garcia ,
2002): CO=a+bP +cT +dT2 + eTP +fF, donde CO es el consumo de oxigeno
individual expresado en mgO2/h, P es el peso corporal en Kg, T es la temperatura
en °C, y F la fase del dia (0 = dia; 1= noche). Los valores de a, b, ¢, d, ey f
representan los coeficientes de la ecuacién. El ajuste se llevo a cabo tanto con las
variables transformadas en logaritmos neperianos como sin transformar,
valorando el ajuste de los datos mediante el coeficiente de determinacion ajustado
(R%adj.), significacion de la ecuacién (ANOVA), error estandar de la estimacion
(SEE) y significacion de los coeficientes (t-Student). Aquellas variables con
coeficientes no significativos fueron descartadas del modelo general, procediendo
a generar una nueva ecuacion con las variables que presentaron coeficientes
significativos. Se establecid un nivel de significacion P<0.05.

Las raciones de alimento medias estuvieron comprendidas entre el 1,3 % a

17,6°C y 0,9 % a 27,5°C de la biomasa total, detectandose un efecto negativo y
significativo de la temperatura.
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El hecho de que los mayores valores de consumo de oxigeno (COR y COAMAX)
se hayan registrado a 21°C sugiere que temperaturas por encima de 24 °C
podrian estar dificultando la obtenciéon de oxigeno por parte del erizo. También
podrian estar relacionados con las menores raciones de alimento ingeridas a
temperaturas elevadas. Puesto que en otras especies la temperatura 6ptima de
crecimiento y aprovechamiento nutritivo es ligeramente inferior respecto del valor
donde se detecta el mayor consumo de oxigeno, estos resultados sugieren que la
temperatura 6ptima para el erizo podria estar en torno a 19-20°C.

En dos de las tres réplicas correspondientes al invierno se observd un
comportamiento respiratorio regulador, con concentraciones criticas de oxigeno
del 52,0 % (4,04 mgOy/l; 15,9°C) y 50,6 % (3,97 mgO,/l; 14,9°C). En la tercera
réplica no fue posible establecer una concentracion critica de oxigeno
aproximandose mas a un comportamiento conformista. En este caso el consumo
de oxigeno disminuyd inmediatamente por debajo del 100 % de saturacion de
oxigeno.

Considerando todos los ensayos realizados, el comportamiento habitual detectado
a menos de 18 °C es de tipo regulador, con concentraciones criticas entre 34,7 y
54,6 % (2,6 y 4,2 mgOy/l) y un valor medio del 47,8+7,0 % (3,6£0,6 mgOy/I). Por
encima de 18°C en cinco de los seis ensayos realizados se observd un
comportamiento respiratorio conformista, sin capacidad de regular el consumo de
oxigeno. En base a los resultados obtenidos se puede considerar que
temperaturas superiores a 21°C no son apropiadas para el mantenimiento de la
especie, coincidiendo estos resultados con los derivados de los registros de
consumo de oxigeno con alimentacion.

El consumo de oxigeno de rutina para ejemplares adultos de erizo (>55 mm; 17,6-
27,5°C) estuvo comprendido entre 19 y 29 mgO,/Kg/h. Los valores medios
mientras dura el efecto de la alimentacién oscilaron entre 42 y 56 mgO,/Kg/h, con
picos maximos entre 60 y 71 mgO,/Kg/h.

El consumo de oxigeno en el erizo se ajusta a una funcion parabdlica en funcién
de la temperatura con un maximo a 22°C. Las menores raciones de alimentacion
y el descenso del consumo de oxigeno por encima de esta temperatura sugieren
temperaturas Optimas inferiores para esta especie.

La alimentacion provocd un incremento maximo en el consumo de oxigeno entre
2,5y 3,2 veces el valor de rutina, alcanzandose éste entre 27 y 43 h después de
suministrar la racién. La duracion del efecto de la alimentacion sobre el consumo
de oxigeno se situo entre 55 (21°C) y 69 h (17°C).

Linea 3: Finalizacion del producto
Antecedentes y justificacion

El valor comercial del producto reside en la calidad de sus gonadas, jugando un
papel importante su tamano, color y textura. La condicién de la génada varia a lo
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largo del afio y entre las diferentes poblaciones naturales, existiendo bancos de
erizo que presentan una baja condicion y una decoloracion gonadal, es decir, un
bajo rendimiento comercial.

En el erizo de mar Loxechinus albus (Molina, 1792) se han desarrollado dietas
artificiales que pueden conseguir un incremento de génadas hasta un 15% de
rendimiento promedio partiendo de erizos con un rendimiento promedio del 8%,
época en la que han desovado, en sélo 45 dias de alimentacion. Ademas, en este
mismo erizo, se consigue el cambio de coloracion en 3 meses de alimentacion.

Se pretenden formular dietas energéticas de afinado que mejoren la condicion,
textura y color de las génadas de los erizos previo a su comercializacion. Estas
dietas suministradas durante periodos cortos de tiempo posibilitarian la mejora de
la calidad de aquellos erizos que debido a las zonas en las que se han
desarrollado presentan una baja condicion y no resulta econdmicamente rentable
su comercializacion.

De esta forma, se podra finalizar el engorde de individuos criados en mar abierto y
alimentados de forma natural (algas) en instalaciones en tierra en condiciones
controladas suministrandoles piensos con compuestos artificiales formulados
especialmente para darle a las gobnadas mayor peso y volumen, ademas del mejor
color y texturas posibles.

Asimismo, esta estrategia de acabado del producto conlleva la posibilidad de
poder producir gonada de valor comercial fuera de temporada siempre que el
animal sea sensible y reaccione adecuadamente a unas determinadas
condiciones artificiales de temperatura y fotoperiodo iddneas.

Actividad. Elaboracion de piensos y formulacion de dietas energéticas de
afinado que mejoren la condicién, textura y color de las génadas de los
erizos previamente a su comercializacion.

Estas dietas suministradas durante periodos cortos de tiempo posibilitan la mejora
de la calidad de aquellos erizos que debido a las zonas en las que se han
desarrollado presentan una baja condicién y no resulta econémicamente rentable
su comercializacién. El desarrollo de dietas artificiales para optimizar la calidad
comercial de las génadas de erizo permite la obtencion de erizos con un alto
indice de condicion fuera de la época de consumo natural del afo.

La dieta se debe ajustar a los requerimientos de la especie en su etapa adulta,
talla comercial, que presentan una prioridad de la produccién gonadal frente a la
prioridad en crecimiento somatico que presentan los juveniles. Ademas el color de
las gbénadas es un importante valor comercial, por lo que las dietas deben
presentar un contenido en pigmentos adecuado.

Hasta la fecha, gran parte de las investigaciones en este sentido se han centrado
en la formulacion de piensos con el propdsito de optimizar la producciéon gonadal,
influyendo tanto el tipo de harina, fuente de proteina o concentracion y tipo de
pigmentos empleados (Robinson y Colborne, 1997; Barker et al., 1998; Shpigel et
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al., 2006). No obstante, a pesar de que el uso de piensos formulados para
distintas especies de erizos ha sido exitoso en cuanto a crecimiento gonadal y
aceptabilidad, los resultados en cuanto a color o palatabilidad no han sido
satisfactorios.

El porcentaje de génadas con color aceptable se ha correlacionado positivamente
con la concentracion de -caroteno de origen dietario, sin embargo, los pigmentos
que no se encuentran habitualmente en su dieta no parecen acumularse en las
gonadas. Los principales carotenoides descritos en las gonadas de los erizos han
sido ademas del B-caroteno, el a-caroteno, luteina, B-equinona, zeaxantina,
cantaxantina, astaxantina, fucoxantina, alloxantina y diatoxantina (Tsushima and
Matsuno, 1990). Por otra parte, las dietas mixtas de algas y dietas formuladas han
dado resultados satisfactorios (Shpigel et al., 2005). En cuanto a la composicién
de la dieta, la cantidad de proteina y carbohidratos se ha correlacionado
positivamente con el contenido de estos nutrientes en la génada, sin embargo no
ha ocurrido asi con el contenido en lipidos de la dieta (Hammer et al., 2006).
Puesto que en el erizo la proteina y los carbohidratos son los principales
componentes de la gonada (10 y 16 % en peso fresco, respectivamente) deben
jugar un papel clave en la formulacién de los piensos.

Otro aspecto importante a tener en cuenta es la estabilidad del pienso
suministrado. Los erizos son organismos que pastan o raspan las superficies
rocosas y un alimento que se disgrega facilmente en el agua no seria apropiado.
Por lo tanto, no sélo es importante obtener un pienso que sea aceptado e
ingerido, sino que debe ser estable en agua durante largos periodos de tiempo.
En este sentido, Pearce et al. (2002) llevaron a cabo experiencias empleando
aglomerantes como gelatina, goma guar, alginato de sodio o almidén de maiz,
representando concentraciones finales en el pienso del 3 al 5 %. La mayor
estabilidad de los piensos en agua asi como los mejores rendimientos en la
produccion de génadas se obtuvieron empleando gelatina, sin que se observaran
diferencias en la concentracion empleada del aglomerante. Todos los piensos
elaborados produjeron un color cremoso o apagado de las gonadas, con
excepcion del elaborado con almidén de maiz que presentd un color mas intenso.
Estos resultados contrastaron con los colores anaranjados de las gonadas de los
erizos alimentados con Laminaria.

Por lo tanto, la composicién nutricional y calidad de las génadas de erizo
dependen en gran medida de las caracteristicas de la dieta suministrada, por ello,
la optimizacion de los piensos para esta especie es un factor clave en el
desarrollo de su cultivo a escala comercial. Este aspecto puede ser de especial
relevancia en las fases previas a su comercializacion, donde el suministro de un
pienso de mejora o acabado podria aumentar la calidad del producto.

En el cultivo en batea, para el disefio de las cajas que deberan contener los
erizos, asi como para el sistema de anclaje de las mismas para formar columnas,
se tuvo en cuenta la posibilidad de modificar cajas ya comercializadas, con el fin
de abaratar el proceso en el caso de una explotacion industrial en batea. Por otra
parte, se tuvo en cuenta la manejabilidad de las mismas, especialmente para
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formar columnas que puedan ser manejadas por una sola persona, y la facilidad
de apertura de las cajas para facilitar la carga y alimentacién de los erizos.

Se realizaron 3 experiencias de dos meses cada una (desde el 10-7-2012 al 11-1-
2013), Cada una de las experiencias consistio en el uso de 36 cajas dispuestas
en una columna sencilla de 12 cajas (columna 1) y una columna doble (columna
2) de 24 cajas (para el estudio piloto), todas ellas alimentadas con la dieta 4C
elaborada en nuestro laboratorio y probada en experiencias anteriores (dieta MR
4C). El numero de erizos (P. lividus con didmetro superior a 55 mm) en cada caja
fue igual en cada una de las experiencias, pero diferente entre ellas. En la primera
experiencia se utilizaron 24 ejemplares por caja, en la segunda 18 y en la tercera
16. Los erizos de la primera experiencia fueron obtenidos de la zona de Cabeiro
(Porto do Son), mientras que los de la segunda y tercera experiencia se
obtuvieron de la zona de Lira (entre lllas Forcadas y Minarzos). Los erizos fueron
estabulados en las diferentes columnas de cajas y suspendidas, a partir de 5
metros de profundidad, en una batea experimental de la USC situada en la ria de
Muros-Noia.

Los grupos experimentales se mantienen un maximo de dos meses,
determinandose el IG y la coloracién de las gbénadas al inicio del experimento
(medio natural) y después de uno y dos meses (erizos confinados y muestras del
medio natural). El porcentaje del IG o indice gonadal fue calculado como: Peso
gonada x 100 / Peso fresco total. La coloracion de las gonadas se determind
utilizando 4 tramos de colores:

1. Colores negro a castafio oscuro.
2. Colores crema y castafo claro.
3. Naranja claro y rojizo.

4, Naranja oscuro y coral.

Metodologia

Se utilizaron directamente piensos fabricados mediante coccidn-extrusion,
procedimiento que asegura una completa gelatinizacion de los almidones y que
garantiza una correcta aglomeracion y estabilidad del pienso en el agua. Los
piensos formulados contienen los ingredientes comerciales o naturales que
reflejan un perfil nutricional mas apropiado a las necesidades del erizo, prestando
especial interés en cuanto a la proteina, hidratos de carbono y pigmentos como
los carotenoides. Ademas de las materias primas empleadas se utilizaron los
aglomerantes que han dado buenos resultados de estabilidad en el agua en
anteriores ensayos, como la maltodextrina y las gelatinas.

La estabilidad de los piensos en agua se valorara determinando el peso de cinco
muestras de 10 g de pienso antes y después de introducirlas en agua durante 24,
48, 72 y 96 horas. Con los datos obtenidos se calcularan para cada uno de los
piensos y tiempo de inmersidn los valores medios de las cinco muestras para los
dos indices siguientes:
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VP (%) = (Pf-Pi)/Pi*100, que expresa la variacion del peso del pienso en
porcentaje después de sumergirlo en el agua, y donde Pi y Pf representan el peso
de la muestra de pienso antes y después de sumergirlo, respectivamente.

F = Pi/Pf, que representa un factor de correccién. El peso del pienso no ingerido
sera multiplicado por este factor de correccidén para tener en cuenta la absorcién
de agua o la disgregacion con el fin de estimar el cambio en el peso.

Dentro de la linea de Finalizacién del producto, en la tarea de elaboracion de
piensos y formulacion de dietas energéticas de afinado se han elaborado 9
piensos extrusionados con distintos contenidos y tipos de colorantes para ser
suministrados como dieta de finalizacién en la fase final del engorde del erizo.
Cuatro piensos se enviaron al Centro de Experimentacion Pesquera (Asturias),
uno base sin colorante y otros tres con contenido similar en oleorresina de
pimentdén (0,5 %) pero con distintas intensidades de color (40.000, 80.000 y
100.000 unidades de color). Otros tres piensos con contenido creciente en
colorante natural (pimenton 100 UIC a concentraciones de 0, 0,5 y 1% del pienso)
se enviaron al Servicio de Desarrollo Pesquero (Granada). Los dos piensos
restantes se enviaron al Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular
(Universidad de Santiago de Compostela) y consistian en un pienso base sin
colorante y otro con un 0,5 % de oleorresina OR 40.000 unidades de color.

Tabla pienso base Andalucia. Composicion porcentual propuesta para dietas de
preengorde y definicion en el erizo.

Ingredientes Dieta preengorde Dieta de definicion
Harinas vegetales terrestres (soja, maiz, guisante, trigo) 50.00 50.00
Harinas vegetales marinas (algas) 15.00 15.00
Harinas de origen animal (pescado, krill...) 20.00 10.00
Algas marinas (Laminaria, Ulva....) 0.00 10.00
Almidones (maiz, trigo), maltodextrinas 5.00 5.00
Aceite de pescado 1.00 0.99
Aceites vegetales (maiz, girasol) 2.00 2.00
Lecitinas 1.00 1.00
Colesterol 0.50 0.50
Fosfato dicélcico 1.50 1.50
Mineral mix 0.50 0.50
Vitamin mix 0.50 0.50
Pigmentos (carotenos) 0.00 0.01
Gelatina 3.00 3.00
Total 100 100

Los piensos artificiales que han sido ensayados en Andalucia, producen una
mejora sustancial del indice gonadosomatico como de la coloracién gonadal en
Paracentrotus lividus, en comparacion con aquellos a los que se les ha
suministrado una alimentacién de tipo natural a base de macroalgas.

El tiempo idéneo para optimizar el proceso de finalizado, ha sido de dos meses.
El uso de piensos artificiales enriquecidos con xantofilas alimentarias tales como

astaxantina sintética capsantina natural, produce una mejora en la calidad
comercial del color gonadal de P. lividus.
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La calidad comercial de P. lividus aumenta significativamente mediante el uso de
piensos extrusionados para su finalizado.

La capsantina parece especialmente eficaz en la mejora de la coloracién gonadal
de los machos. Especialmente en forma de oleorresina.

Actividad. Evaluar la composicion nutritiva del erizo durante el periodo
optimo de desarrollo.

Se ha evaluado la composicion nutritiva (macronutrientes, clases de lipidos,
minerales y glucégeno) del erizo durante el de desarrollo gonadal en distintas
zonas geograficas: Asturias (Cantabrico), Cadiz (Atlantico) y Murcia
(Mediterraneo).

Antecedentes y justificacion

Para ser considerado un producto de elevada calidad, las génadas de erizo deben
contener pocos gametos maduros, tener una textura firme y un color brillante
amarillo-anaranjado. El ciclo reproductivo del erizo comienza con la acumulacion
de nutrientes en las gdénadas, una transferencia posterior de éstos hacia las
células gametogénicas, almacenamiento de gametos y posterior freza, siendo el
momento Optimo para la recoleccion de los ejemplares al final del primer periodo
o de almacén de nutrientes (desde finales de otofio hasta invierno). El patrén
general suele ser: un fuerte desarrollo gonadal en invierno con los meses mas
frios y el acortamiento del fotoperiodo, desove en primavera, moderado desarrollo
gonadal en verano y otofo, y finalmente una freza otofial (Shpigel et al., 2004). No
obstante, no se descarta la posibilidad de diferencias en los periodos de
maduracién y puesta segun la zona geografica, habiéndose descrito un unico
periodo de puesta en Galicia (Montero Torreiro y Garcia Martinez, 2003), uno o
dos periodos en Irlanda (Willis, 1976) y dos periodos bien diferenciados en el
Mediterraneo (Regis, 1979).

Metodologia

Se llevaron a cabo analisis bioquimicos para conocer la calidad nutricional del
erizo en distintas zonas geograficas y en ejemplares de talla comercial (>55 mm).
Las muestras procedieron de las zonas costeras de Asturias, Cadiz y Murcia,
recolectando los ejemplares en los periodos optimos de desarrollo gonadal. Las
muestras procedentes de Asturias y Cadiz se recogieron en invierno y las de
Murcia en las cuatro estaciones del afo, puesto que es una zona donde aun no
hay consumo habitual de esta especie y se pretende describir con mas precision
la época apropiada para su recoleccién. Para esta tarea se llevd a cabo una
recoleccion de 30 ejemplares por zona geografica, se pesaron y se midieron, y
posteriormente se diseccionaron. Las gonadas se extrajeron y se secaron con
papel absorbente para eliminar el agua residual, pesandose y calculandose el
indice gonadosomatico (IGS) como sigue:
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IGS = (Peso génada/Peso total del erizo)*100

Las génadas obtenidas se trituraron y homogeneizaron antes de ser envasadas al
vacio, congeladas y enviadas al IMIDA, centro encargado de llevar a cabo los
analisis bioquimicos. Puesto que desde un punto de vista comercial las génadas
masculinas y femeninas no se diferencian, ambas se mezclaron conjuntamente
para los analisis.

Dentro de la linea de finalizacion del producto y composicion nutritiva se han
realizado las analiticas correspondientes a las clases lipidicas y minerales de las
CCAA de Asturias y Murcia en las estaciones de primavera, verano y otofio,
ademas del contenido en carbohidratos totales en las cuatro estaciones del afio.
Ademas, se ha llevado a cabo un analisis integrado de todos los parametros
bioquimicos (macronutrientes, clases lipidicas, minerales y carbohidratos totales)
mediante el analisis de componentes principales para caracterizar las diferencias
entre CCAA y las distintas estaciones del afio.

Macronutrientes

Humedad: Mediante estufa de desecacién a 105+1°C hasta peso constante.
(AOAC, 1997; Método n°. 930.15).

Grasa bruta: Se determind mediante extraccion con éter etilico en un extractor
SOXTEC AVANTI 2058 (AOAC, 1997; Método n°® 920.39).

Minerales totales: Por incineracidon en horno Mufla a 450+2°C hasta peso
constante (AOAC, 1997; Método n°® 942.05).

Proteina bruta: Se determin6 por el método de Kjeldahl, utilizando un catalizador
comercial. Para la transformacion del nitrégeno en proteina se utilizd el factor
6,25. (AOAC, 1997; Método n°. 954.01).

Clases de lipidos

En primer lugar se realiz6 la extraccion de grasa de la muestra mediante la
técnica de Folch et al. (1957). Se coge la suficiente cantidad de muestra para
obtener al menos 10 mg de grasa, que vendra definida por los resultados de los
analisis de macronutrientes. Segun Shpigel et al (2004) el contenido lipidico de las
gonadas de Paracentrotus lividus oscila entre el 4 y 6 % en peso fesco, por lo que
harian falta unos 0.20-0.25 g de muestra para este analisis. La muestra se coloca
en un tubo de ensayo al que se le afiaden 8 ml de cloroformo-metanol (1:1). A
continuacion se agita el tubo en el vértex durante al menos 1 minuto para
asegurar la maxima extraccion de grasa. El tubo se cierra mediante un tapon de
rosca con fondo de teflébn y se pone al bafio Maria (60° C) durante 20 minutos.
Transcurrido este tiempo se le afade a cada tubo 4 ml de cloroformo para que la
disolucién adquiera una proporcién 2:1 de cloroformo-metanol. Se agita de nuevo
en el vortex antes de filtrar el contenido mediante un papel de filtro Wathman n° 6.
Al tubo y al embudo se les realizan 2 o 3 lavados con una mezcla de cloroformo-

IF_CERIMAR 150413 Pagina 41 de 71



. STERS

;ﬁ.’, &oﬁﬁnmom DR AGRICULTURA ALMENTACKON acaisancimans G JACUMAR
] - ¥ MEDIO AMBSENTE PUNTA RACIGHAL

Ll - ALEIONA D CULTIVGT MARING

metanol 2:1. A continuacién al liquido filtrado, se le afiladen 4 ml de KCI (0,1 M) y
se tapara con parafilm para dejarlo reposar 8 horas a 4° C. Con ello, la mezcla se
estratifica en tres capas: una capa de KCI que, por ésmosis, atrae el agua y los
solutos hidrosolubles de los tejidos, una segunda capa de oligopéptidos y una
tercera con los lipidos. Con una pipeta Pasteur acoplada a una trompa de vacio
se eliminan las capas de KCI y de oligopéptidos, asi como las gotas que hubieran
quedado en las paredes del tubo. La capa restante se filtra mediante un embudo
de papel de filtro con 1-1,5 g de sulfato sédico anhidro. El tubo se lava 2-3 veces
con cloroformo-metanol 2:1. Una vez obtenida la grasa se afiade 1 ml de hexano
con BHT y se conservan las muestras en una atmaésfera de N, a —80°C.

La separacion de las clases lipidicas se realizd por cromatografia de capa fina de
alta resolucion (HPTLC) y las manchas resultantes (fosfolipidos, acidos grasos
libres, triglicéridos y ésteres de colesterol) se leyeron mediante un densitometro,
de acuerdo con Olsen y Henderson (1989).

Para ello primero se secan las muestras con N, y se les aflade un volumen
especifico de cloroformo: metanol (2:1) para obtener una concentracion de 10
mg/ml. Se usan placas de gel de silice de HPTLC 10 x 10 cm y 20 x 10 cm
(Merck). Las placas son sometidas a un pretratamiento con cloroformo: metanol
(2:1). Tras esto, las placas se cargan con 1,5 yl de la muestra (15 ug de lipidos
totales) con un autoinyector (Linomat 5, CAMAG). Las placas primero se
desarrollan hasta la mitad con la solucion de lipidos polares (LP: isopropanol,
cloroformo, metilacetato, metanol, KCI 0,25% (5:5:5:2:1,8)) y después hasta el
final con la solucion de lipidos neutros (LN: hexano, éter, acido acético
(20:5:0,5)). Las bandas de las distintas clases lipidicas se visualizan con una
mezcla de acetato de cobre (3% p/v) en 8% (v/v) acido ortofosforico, y se colocan
en la estufa a 160°C durante 15 minutos. Después de sacarlas de la estufa se
dejan enfriar en un desecador en oscuridad. Finalmente se realiza la lectura en el
densitémetro, con un scanner TLC 3 (CAMAG) a una longitud de onda de 254 nm.

Los triglicéridos fueron la clase lipidica predominante (28,4-45,3 % del total de
lipidos) en las cuatro estaciones del afio en la CCAA de Murcia. Existio un
predominio de los lipidos neutros o de reserva (69-77 %) sobre los polares en
invierno y primavera, siendo los porcentajes similares en verano y otoio. En
Asturias los triglicéridos fueron la clase predominante en verano (20 %), otofio (31
%) e invierno (29 %) y el colesterol en primavera (36 %). Existié un predominio de
los lipidos neutros o de reserva (64-75 %) sobre los polares en todas las
estaciones exceptuando el verano, donde se observaron porcentajes similares.

Minerales especificos
Se determiné el contenido en macrominerales esenciales (Ca, K, Mg, Nay P) y
microminerales esenciales (B, Cu, Fe, Mn y Zn), expresados en mg/Kg de peso

seco y humedo.

Para la determinacion de los minerales especificos las muestras (5-6 g para
muestras en fresco y 2 g para liofilizadas) se incineran en horno Mufla a 600 °C
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para eliminar toda la materia organica, solubilizando los minerales posteriormente
en acido HCL 2N mediante ebullicion (AOAC, 1997; Método n° 968.08). La
muestra resultante se lleva hasta un volumen final de 200 ml con agua destilada.
La deteccion de los minerales se lleva a cabo por espectrometria de emision
atomica por plasma acoplado inductivamente (ICP) utilizando cinco patrones para
la recta de calibraciéon de cada mineral. Las A de maxima emision seleccionadas
seran las siguientes: B: 249.678, Ca: 445.478, Cu: 213.598, Fe: 238.204, K:
766.491, Mg: 280.270, Mn: 259.372, Na: 589.592, P: 213.618 y Zn: 213.857

El sodio fue el elemento mayoritario en invierno, primavera y otofo, y el fésforo en
verano en la CCAA de Murcia. En invierno y primavera el hierro fue el
micromineral predominante, seguido del zinc, invirtiéndose este patron en verano
y otofio. En Asturias el fosforo fue el elemento predominante en invierno y otofio,
y el sodio en primavera y verano. El zinc fue el micromineral mayoritario en las
cuatro estaciones.

Glucogeno

Se determin6é usando el método del acido fenol-sulfurico después de poner la
muestra en ebullicion durante una hora en acido sulfurico 1 N durante una hora
(Dubois et al., 1956). El color resultante se mide por espectrofotometria frente a
un estandar de glucosa a 490 nm.

Los carbohidratos totales mostraron un patron estacional marcado tanto en Murcia
como en Asturias, detectandose los valores maximos en primavera (21,3 g/100 g
peso seco) y verano (22,6 g/100 g peso seco) para la primera CCAA y otofo para
la segunda (18,7 g/100 g peso seco).

Andlisis sensorial de las huevas de erizo

Los atributos de calidad de los alimentos son medibles tanto de forma
instrumental como sensorial. Sin embargo, no siempre existe una correlacion
entre ambos tipos de pruebas. La razon fundamental es que en las pruebas
sensoriales hay una interaccion individuo-alimento que no valora el instrumento y
que da como resultado una percepcion del parametro a medir diferente.

La calidad de los productos del mar puede verse influenciada por multiples
factores tanto fisiolégicos (edad, maduracion sexual, etc.), como ambientales
(temperatura, salinidad, presion, etc.) y por la dieta (ayuno, composicion de la
dieta, etc.). Un cambio en cualquiera de estos factores puede modificar tanto las
caracteristicas nutricionales como sensoriales del erizo. Pearce et al. (2002) han
estudiado como se ve afectada la calidad de las gdénadas del erizo. Observaron
que mientras que el aspecto de las génadas de los erizos salvajes, alimentados
con algas y cultivados es similar, la firmeza y el sabor de los erizos alimentados
con dietas artificiales son sensiblemente mas pobres. También estudiaron el
efecto de, tanto el tipo como concentracion, de aglomerante en las dietas del erizo
no obteniendo efectos significativos sobre el aspecto, firmeza o sabor de las
gonadas del erizo. Sin embargo, el tipo de aglomerante influyd marcadamente
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sobre el color de la génada, siendo el almidén el que aportaba un color mejor.
Todos los erizos alimentados con dietas artificiales tenian gdénadas de un color
cremoso o0 acaramelado, a diferencia de los animales salvajes o alimentados con
algas que presentaban gonadas de un tono amarillo palido o anaranjado.

A pesar de disponer de un panel de jueces entrenados, el analisis sensorial no
pudo ser realizado debido a la reestructuracion del proyecto.

Linea 4: Repoblacion con juveniles de erizo obtenidos en criadero
Antecedentes y justificacion

La repoblacién, entendida como la liberacion en el medio natural de ejemplares
juveniles cultivados en explotaciones acuicolas, es uno de los medios utilizados
para aumentar la produccion y el valor de los ecosistemas acuaticos y restablecer
las poblaciones de las especies sobreexplotadas y en peligro.

En los ultimos afos se viene produciendo un declive general de las pesquerias de
muchas especies de interés comercial que se traduce en un descenso de sus
desembarcos. El erizo de mar no es ajeno a esta problematica que se pone de
manifiesto en los descensos de las capturas en la mayoria de los paises
productores debido a la sobreexplotacién de sus poblaciones. Por ese motivo, la
acuicultura se presenta como una alternativa para satisfacer la creciente demanda
de producto y como una opcion para reparar los dafios provocados en el medio
mediante la repoblacion.

Uno de los objetivos del proyecto es la produccion intensiva de juveniles en
criadero destinados a la repoblacion de zonas sobreexplotadas. Dentro del
proyecto de Cultivo y gestion del erizo de mar, se han realizado repoblaciones
experimentales con un reducido numero de ejemplares, en donde soélo en una de
las actuaciones los juveniles de erizo fueron marcados.

Los resultados han sido satisfactorios en cuanto a la validez del método, si bien
se precisa seguir con nuevas repoblaciones con un numero mas elevado de
ejemplares, y disponer de una serie de resultados de los seguimientos realizados
con continuidad en el tiempo que nos permitan valorar la repercusién de este tipo
de actuaciones.

Por otra parte, la evaluacién del estado del recurso en nuestras costas (PN 2006-
2008) ha permitido conocer la situacion de los bancos naturales y la catalogacion
de zonas de repoblacion.

Actividad. Disefio de sistemas de marcaje y métodos de control para las
repoblaciones.

Para abordar este objetivo se dispuso de juveniles con un tamafo entre 10-30mm
de diametro que fueron liberados en zonas del medio natural con poblaciones de
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erizo mermadas o desaparecidas. EI marcaje de los juveniles demostré la
posibilidad del seguimiento de las repoblaciones.

Metodologia

Las zonas seleccionadas para llevar a cabo la repoblacién fueron caracterizadas
previamente en cuanto al sustrato y a la comunidad benténica asociada. En el
caso de existencia de poblaciones naturales asentadas en las zonas elegidas,
éstas fueron muestreadas con objeto de conocer la distribucion de tallas de la
poblacion natural.

Para acometer las repoblaciones se seleccionaron juveniles de erizo obtenidos en
criadero pertenecientes a diferentes cohortes que presentaban una talla entre 10-
30 mm. Inmediatamente antes de realizar la liberacién de los juveniles en el
medio natural, se determind, el diametro (£0,01mm) del caparazon sin considerar
las puas y el peso humedo total (+0,1g) de cada lote seleccionado para siembra.

Para poder discernir entre los juveniles repoblados de la poblacion natural y
realizar un seguimiento de las repoblaciones se requiere de la utilizacion de una
técnica de marcaje. La marca empleada debe perdurar en el tiempo y no suponer
un reclamo para los depredadores, pareciendo una marca interna la mas
adecuada en el experimento. El marcaje interno de los ejemplares consiste en la
introduccidn por inyeccién de un alambre cifrado de 2 mm de longitud a través de
la membrana peristomial del erizo mediante el equipo de marcaje MK-IV,
Northwest Marine Technology. La talla 6ptima de los juveniles a los que se les
somete al marcaje es igual o superior a 20mm de diametro de caparazon. Se
prevé también el uso de otro tipo de métodos de marcaje internos, como la
tetraciclina, con objeto de comparar la efectividad de varios métodos.

A lo largo del proyecto se realizaron varias sesiones de marcaje de erizos
destinados a repoblar bancos dafiados o desaparecidos. La retencion de la marca
se comprobo en los dias inmediatamente anteriores a la liberacién de los juveniles
por lo que varia entre sesiones.

Ademas, en algunos casos el tamafo de los erizos era muy variable, no
alcanzando siempre la talla 6ptima de marcaje (=215 mm). El marcaje de
ejemplares menores de un afno, con tallas de 10-15 mm, explica la menor tasa de
retencion obtenida (73,27%).

Considerando las cuatro sesiones de marcaje se obtuvo una media de retencion
de la marca de 75,68% a los cuarenta dias de media del proceso de marcado.
Estos datos confirman las conclusiones obtenidas en experiencias anteriores en
las que se alcanzaban porcentajes de retencion del 60% en juveniles <15mm y
porcentajes superiores al 80% en erizos 215mm. Se confirma asimismo que la
técnica de marcaje es valida y eficaz en el marcaje de cientos de juveniles.

La realizacion de marcas en erizos presenta algunas dificultades intrinsecas que
hace que no exista un método totalmente satisfactorio para este tipo de
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organismos (Duggan y Miller, 2001). Se podrian diferenciar dos grandes grupo de
marcadores:

* Marcadores externos: Etiquetas mas o menos visibles desde el exterior unidas a
las espinas, atadas al caparazén o incorporadas al erizo mediante pequefos
orificios en el caparazén como son los implantes de plastico visibles (VIE).
Presentan la ventaja de permitir el seguimiento visual, pero son muy invasivas y
poco duraderas.

» Marcadores internos. Hay dos grupos diferenciados: 1) fragmentos de alambre
codificados (o Coded Wire Tags - CWT) y microchips (o PITs - transmisores
pasivos integrados). Se introducen a través de la membrana peristomial del erizo
y se localizan con un detector de metales y 2) marcadores fluorescentes. Son
fluorocromos que se unen a las estructuras éseas en la zona de calcificacion, y
que emiten en colores fluorescentes (dependiendo del fluorocromo) cuando se ve
bajo luz azul o ultravioleta.

Estos ultimos marcadores, los fluorocromos, cumplen ocho de los diez criterios
descritos anteriormente mejor que las demas metodologias (Ellers y Jonhson,
2009), siendo asi los marcadores que consideramos mas idoneos.

El marcaje con fluorocromos, tales como la tetraciclina y la calceina, es una
valiosa herramienta para el seguimiento y control de las repoblaciones. Ambos
fluorocromos, se usan desde hace décadas para el marcaje de animales marinos
incluyendo peces, moluscos, equinodermos y gusanos nemertinos (Stricker, 1985;
Stricker, 1985; Wilson et al., 1987; Day et al., 1995; Stewart, 1996; Kaehler y
McQuaid, 1999; Purcell el al., 2006, Purcell y Simutoga, 2008). La USFDA (US
Food and Drug Administration) permite su utilizacion para marcar animales
destinados a consumo humano. La metodologia 6ptima para su administracion y
la eficacia del marcaje varian entre taxones. En erizos de mar se han usado
extensamente ambos, tetraciclina y calceina (Russell et al., 1998; Russell, 2000;
Russell y Meredith, 2000; 18 estudios citados en Ebert 2001; Dumont et al., 2004;
Russell y Urbaniak, 2004).

Unicamente, si se requieren marcas Unicas o el reconocimiento de la marca
externamente, es mejor utilizar marcadores fisicos como los VIEs, PITs o CWTs
(Haggen, 1996; Woods y James, 2005). Las marcas VIE y PIT tienen el
inconveniente de que no se pueden usar en erizos menores de 25mm de diametro
(Ellers y Jonhson, 2009). De hecho, solo se pueden usar en juveniles de erizo los
fragmentos de alambre codificados o0 CWTs y unicamente si el diametro de los
mismos supera los 15 mm (De la Uz et al., 2008).

Resumiendo, los métodos potenciales de monitoreo para las repoblaciones con
juveniles de erizo pueden ser los marcadores quimicos o fluorocromos o el
marcadores fisico CWT.

Marcaje con el fluorocromo tetraciclina
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En esta primera experiencia de marcaje con fluorocromos se decidié usar la
tetraciclina por ser el mas empleado en la bibliografia, si bien en futuros
experimentos no se descarta el empleo de otros fluorocromos como la calceina.

Para el marcaje con tetraciclina se inyectd a la mitad de los juveniles de ambos
centros una solucion de tetraciclina compuesta por 1 g de sustancia por cada 100
ml de agua de mar.

Marcaje con un fluorocromo diferente a la tetraciclina, la calceina

Después de la primera experiencia, abandonamos la investigacion siguiente con
el marcador CWT por resultar menos practico y presentar una menor retencion de
marcas. Ademas, tenia el inconveniente de no poder usarse en ejemplares
<15mm (De la Uz., 2008).

Decidimos continuar unicamente con los marcadores quimicos. Sin embargo, en
esta experiencia utilizamos calceina por varios motivos. La marca de la calceina
tiene una fluorescencia mas luminosa; en holoturias se ha demostrado que marca
mayor proporcion de espiculas que la tetraciclina. Ademas, por ser un fluorocromo
diferente al usado en la primera experiencia, se podria usar en la misma area de
estudio. La dosis para inyeccién de calceina se expresa en mg Kg1 para ser
comparable con la literatura de vertebrados. Nosotros hemos usado una dosis de
100 mg por Kg de peso. Esta dosis es la dosis maxima de calceina por inyeccion
usada en equinodermos en otros estudios (11 a 100 mg .Kg1; Stewart 1996,
Purcell 2006, Ellers and Johnson 2009).

Actividad. Seguimiento de las repoblaciones.

Para realizar el seguimiento de las repoblaciones, en los dias sucesivos a éstas
se realizaron inmersiones para comprobar el estado de las zonas repobladas y el
asentamiento de los juveniles.

En cada dia de muestreo, se extrajo de la zona una muestra de los juveniles de
erizo repoblados, recolectando aquellos que presenten el tamafo esperado desde
la repoblacion, para comprobar la retencion de la marca interna mediante el
detector N. M. T. y tomar medidas del diametro del caparazén y del peso total.

Con los datos obtenidos se determinaron los crecimientos mediante la tasa de
Crecimiento Lineal y la tasa de Crecimiento Especifico y se estimd el porcentaje
de retencion de la marca interna y el porcentaje de asentamiento de los juveniles
repoblados. La distribucion de tallas obtenida en cada jornada de muestreo se
comparara con la distribucion de tallas inicial, ya que la repoblacion con juveniles
de erizo y su posible incorporacion a los agregados del entorno, modificaria la
estructura de la poblacion hacia un incremento en la frecuencia de tallas menores.

Los porcentajes de recaptura registrados en la bibliografia varian ampliamente en
funcion del marcador empleado, el tipo de experimento, el tiempo transcurrido
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entre la siembra y la recaptura, el tamafo de los erizos marcados o el area de
siembra utilizada (intermareal o submareal).

Russel y Meredith (2000) marcaron un total de 553 ejemplares del erizo de mar
Strongylocentrotus droebachiensis de un charco de marea en la costa de Maine
(USA) y un afio después realizaron la recaptura obteniendo 262 erizos marcados
(57% del total). Aunque en nuestra experiencia en los charcos intermareales de la
rasa marina de Llaranza no se llegaron a recuperar la mitad de erizos marcados,
se obtuvo un porcentaje de recaptura de casi un 10% en una de las charcas.

Hay que tener en cuenta que tratamos de recuperar juveniles de erizo (de un
tamano dentro de un rango entre 12 y 30 mm) lo que légicamente reduce la tasa
de recaptura. La mortalidad natural en los juveniles es muy superior a la
observada en los adultos (Sala y Zabala,1996; Sala, 1997; Guidetti, 2004, 2006;
Hereu et al., 2005, Guidetti y Dulcic, 2007, Clemente et al., 2012) ya que son mas
sensibles a la accion de los predadores. Existe un estudio reciente (Clemente et
al., 2012) que demuestra que los juveniles del erizo Strongylocentrotus purpuratus
(y principalmente los <14mm de diametro) son los mas afectados por la predacion
de uno de sus depredadores mas abundante el cangrejo Pachygrapsus crassipes.
La talla, junto a otras mecanismos para escapar de los depredadores como la
cubierta de espinas o el uso de refugios son sin duda importantes estrategias
ecoldgicas que favorecen la supervivencia del erizo.

El hecho de que los juveniles introducidos en las charcas (opcidon escogida en
varios experimentos en toda la costa cantabrica) se afnadan a una poblacion
autoctona estable (en lugar de marcar los erizos que ya estaban en el medio
como es habitual en la bibliografia) hace que los nuevos erizos deban competir
tanto por el espacio (refugio) como por el alimento con los erizos que ya estaban
presentes, lo que también puede dificultar su supervivencia. Ademas, estos
juveniles han sido criados en cautividad, y puede ser que no se adapten al nuevo
medio lo suficientemente rapido como para sobrevivir.

En un area submareal amplia y con una densidad de erizos elevada, como es la
estudiada en la cala de La Soledad, se necesitaria hacer un esfuerzo de muestreo
aun mayor, que supondria coger todos erizos existentes en ese area y que no
creimos conveniente en este caso, o realizar una siembra con un numero mayor
de erizos para poder evaluar el éxito de la repoblacion a largo plazo.

Asimismo, se plantean otros sistemas de introduccion o repoblacion. En este
sentido, se ha planteado la posibilidad de realizar las repoblaciones de juveniles
en calas eutrofizadas por la presencia en la zona de explotaciones acuicolas. La
realizacion de repoblaciones en zonas eutrofizadas puede incrementar la
velocidad de crecimiento de los juveniles y su tasa de crecimiento, reduciendo al
mismo tiempo la contaminacion organica depositada en el sustrato, pudiendo
aportar valiosa informacion de cara a posibles cultivos multitréficos o para el uso
de estas zonas como zonas de engorde o de optimizacién del tamafio goénadal.
Esta actividad no se ha realizado, al estar planificada para los dos ultimos afos
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del proyecto, 2012-2013 que han sido los determinantes de la mayoria de los
incumplimientos de los objetivos programados.

Durante los anos 2010-12 se realizaron repoblaciones, con juveniles de erizo de
mar obtenidos en criadero, en bancos submareales e intermareales de la costa
asturiana. Las primeras de ellas se realizaron con un elevado numero de juveniles
con la finalidad de recuperar bancos dafados o desaparecidos, mientras que la
repoblacion en el intermareal tuvo como objetivo el seguimiento del éxito de las
repoblaciones.

El procedimiento de marcaje utilizado (Northwest Marine Technology) es rapido y
de facil aplicacion y consigue tasas de retencién superiores al 70%.

El transporte realizado por carretera y en zodiac hasta los lugares de repoblacién
se dilaté unos 30 minutos y no parecio afectar a los juveniles que no presentaron
ninguna mortalidad y se mostraron activos una vez sumergidos en el agua.

El seguimiento de los juveniles repoblados en el medio natural es
extremadamente complicado y los primeros momentos tras la liberacion parecen
ser cruciales para el éxito del asentamiento. Las estrellas de mar se presentan
como el principal depredador de los erizos.

Linea 5: Gestion sostenible del recurso. Evaluacion, estado y protocolos de
manejo

En esta linea, los datos del afo 2011 muestran que tras varios afos de
mantenerse en un nivel estable de explotacion, las poblaciones de P. lividus en el
litoral de Cadiz, principal provincia de explotacion de esta especie en Andalucia,
han presentado un descenso en abundancia y distribucion a lo largo del litoral de
estudio, sobre todo en las principales areas de marisqueo del sector. Aunque en
un principio dicho descenso no indica una posible sobreexplotacion de las
poblaciones, se deben obtener datos periddicos (de forma anual) en la provincia
de Cadiz sobre dichas poblaciones para poder tomar a tiempo las medidas
gestoras necesarias, con el fin de seguir con la gestidon ejercida sobre el recurso
reflejada en la Orden de 24 de abril de 2003 y las medidas establecidas.

Con respecto a las poblaciones de erizo comun en las demas provincias (Malaga,
Granada y Almeria), se mantienen estables frente a los estudios realizados desde
el 2005.

Linea 6: Estudio econdmico

No realizado
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Linea 7: Relevancia de las toxinas alimentarias marinas para la seguridad
alimentaria y la explotacion del erizo
Antecedentes y justificacion

Cualquier organismo, ya sea de una poblacion natural o de cultivo, procedente de
las zonas de produccion, debe estar sujeto a control sanitario para poder ser
puesto en el mercado. Las normas sanitarias en las que se establecen los niveles
maximos admitidos para ciertos compuestos, entre los que se incluyen las
biotoxinas marinas, aplicables a moluscos bivalvos, también son aplicables a
equinodermos (REGLAMENTO (CE) N° 853/2004; REGLAMENTO (CE) N°
854/2004). Con esta finalidad, se llevan ejecutando programas de vigilancia de la
calidad del agua y los bivalvos de las zonas de produccion del litoral espanol
desde hace décadas. No obstante, el seguimiento de toxinas en equinodermos es
irregular. Asi, mientras que en Andalucia se ejecutan rutinariamente analisis de
gonadas de erizos para la deteccion de las causantes de la Amnesic Shellfish
Poisoning, ASP, las causantes de la Paralytic Shellfish Poisoning, PSP, y
lipofilicas, entre las que se incluyen las causantes del Diarrhetic Shellfish
Poisoning, DSP; en Galicia se analizan segun la presencia de floraciones de
microalgas productoras de toxinas y en Cataluha no se han analizado con
anterioridad.

Dentro de las toxinas legisladas, las toxinas del PSP y del ASP son producidas
por microalgas planctonicas, mientras que especies fitoplanctonicas y bentdnicas
son responsables de la produccién de toxinas del DSP. Igualmente, potentes
neurotoxinas, algunas legisladas (como las ciguatoxinas) o neurotoxinas de
interés para la UE por su potencia y distribucion (como las palitoxinas) estan
producidas por microalgas bentonicas. Por ello, si bien los organismos filtradores
(por ejemplo moluscos bivalvos), son particularmente susceptibles de contener
toxinas procedentes de microalgas plancténicas, aquellos organismos que por su
distribucion o alimentacion estan asociados al bentos pueden acumular toxinas,
tal seria el caso de la oreja de mar o Haliotis sp. Para el erizo, no se analizan
toxinas producidas por microalgas benténicas tales como las palitoxinas
(producidas por ejemplo por Ostreopsis sp., género presente en Canarias y en la
costa mediterranea y cantabrica del litoral espafiol) o las ciguatoxinas (producidas
por ejemplo por Gambierdiscus sp., género presente en las costas canarias y en
el Mediterraneo).

Respecto a los métodos de determinacion de toxinas, los programas de vigilancia
en Espafa se centran mayoritariamente en las toxinas de la ASP, determinadas
por HPLC-UV; las PSP, determinadas por bioensayo ratén, MBA, para toxinas
paralizantes, y las lipofilicas, mediante el MBA para toxinas lipofilicas. Si bien el
método cromatografico para determinacion de toxinas del ASP permite determinar
contenidos de toxinas en las muestras y gestionar el producto, los MBA son
utensilios de gestidon de las zonas de produccién para garantizar la salubridad del
producto, pero no son los métodos mas idoneos para cuantificar las toxinas
presentes. Adicionalmente, existen recomendaciones recientes de la European
Food Safety Authority (EFSA 2008, 2009), en las que se propone reducir el nivel
maximo admitido de la mayoria de toxinas a niveles inferiores al cuantificable por
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la técnica del MBA, por lo que los métodos cromatograficos podrian adquirir
relevancia futura.

En relacion a las ciguatoxinas y palitoxinas, la UE no describe métodos oficiales
para las ciguatoxinas y las palitoxinas no estan legisladas. Sin embargo, métodos
basados en la determinacion del potencial tdéxico de estas toxinas mediante
ensayos sobre células estan siendo utilizados recientemente (Cafiete y Diogéne,
2008; Riobo et al., 2008).

Actividad: Optimizacion de los métodos analiticos para la matriz del erizo

Puesto que los métodos analiticos y la experiencia del grupo implicado se han
desarrollado mayoritariamente en matrices de moluscos (bivalvos vy
gasterépodos), en esta primera actividad se cargaron matrices de erizo con
estandares de toxina con la finalidad, por un lado, de probar los protocolos de
extraccidon y anadlisis especificamente para este tipo de matriz, y por otro, de poder
determinar los parametros necesarios para los posteriores calculos de los
resultados (tales como limites de deteccion y cuantificacién para los métodos
analiticos, las LC50 para los de citotoxicidad, etc.). También permitié evaluar la
aplicabilidad de estos métodos al caso del erizo.

Se prepararon homogenados de individuos enteros; una parte se utilizo como
blanco de matriz, eso es, matriz que no se carga con ningun estandar. Otra parte
se carga con los niveles de estandar que se detallan en cada tarea. El analisis de
estos tipos de muestra por cada técnica analitica permitié por un lado evaluar el
efecto del tipo de la matriz (efectos sobre los resultados, limites, etc.) y por otro
determinar el porcentaje de recuperacion de toxina.

Los niveles de estandar con los que se cargd se elegieron siguiendo los
siguientes criterios: en el caso de las toxinas legisladas (ASP, DSP y PSP) y
sobre las que se ha pronunciado la EFSA (DSP y PSP), se tuvo en cuenta el nivel
legal vigente y el propuesto, de manera que haya muestras con dopajes
claramente positivos (nivel mayor que el legislado vigente), otras negativas para el
nivel legal vigente pero superiores del propuesto, y otras claramente negativas
(nivel menor que el propuesto por la EFSA). Las muestras preparadas se
analizaron siguiendo los protocolos descritos para cada técnica.

A partir de los Resultados de las diferentes inyecciones de matriz “blanca” y el
estandar de acido domoico de concentracion 0,25ppm.se obtiene un limite de
deteccion teorico de 0,6mg/kg y un limite de cuantificacidon teérico de 2mg/kg en
carne de erizo. Estos limites de deteccion son muy inferiores a los 20mg/kg
fijados en el Reglamento (CE) n° 853/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo
para la organizacion de controles oficiales, hecho que permitiria el monitoreo de
toxinas amnésicas para la posterior comercializacion y consumo.

A partir de los Resultados de las diferentes inyecciones de matriz “blanca” y el
estandar de saxitoxina de concentracién 0,0461 pmol/L se obtiene un limite de
deteccion teorico(LD) de 8,72 ug eq STX/kg y un limite de cuantificacion teorico
(LQ) de 29,07 ug eq STX/kg en carne de erizo. Como en el caso de las toxinas
amnésicas los limites de deteccidn tedricos para la saxitoxina son muy inferiores a
los 800ug eq. STX/kg mg/kg fijados en el Reglamento (CE) n° 853/2004 del
Parlamento Europeo y del Consejo para la organizacién de controles oficiales,
hecho que permitiria el monitoreo de toxinas paralizantes para la posterior
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comercializacién y consumo. Aunque se tendria que tener en cuenta que se
deberia continuar la validacion para las otras toxinas paralizantes de la familia de
la saxitoxina en este tipo de matriz.

A partir de resultados de concentracion y recuperaciones de los dopajes a niveles
de deteccion y cuantificacion con estandar de domoico se puede apreciar que la
recuperacion es de un 94% a nivel de limite de cuantificacidn, que esta dentro del
rango de aceptacion de la técnica para toda la etapa de pre-tratamiento y de
extraccion.

A partir de resultados de concentracion y recuperaciones de los dopajes de la
matriz de erizo con estandar de domoico se aprecia que la cuantificacion y la
recuperacion a este nivel, estan dentro de los parametros de aceptacion del
método incluyendo el pre-tratamiento de la muestra y el proceso de extraccion.

Como se puede apreciar en los cromatogramas, a niveles de limite de
cuantificacion (50 ug STX eq/kg de carne de erizo) el pico de la saxitoxina sale a
un tiempo de retencién (tr) de 12,6 minutos, proporcionando una buena
resolucion del pico de la saxitoxina, sin ningun pico interferente. Esto permitiria
hacer una correcta cuantificacion de la concentracién de STX en una muestra de
erizo muy por debajo de los 800 uyg STX eqg/kg fijados en el capitulo 4 del
Reglamento (CE) N°853/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo para la
organizacion de controles oficiales, aunque se tiene que tener en cuenta que se
tendria que hacer el sumatorio de todos los andlogos de la familia de la
saxitoxina.

Observando el cromatograma de las réplicas de los dopajes realizados sobre una
matriz de erizo blanca a un nivel de 900 ug eq STX/kg, se pueden apreciar que el
pico esta bien resuelto y permite una buena cuantificacion e identificacion. Esto
permitiria cerrar una zona de produccion de erizo y evitar su comercializacion en
caso de que se superasen los 800 ug STX eq/kg.

Actividad: Evaluacion del contenido de toxinas en poblaciones naturales de
erizo de las zonas de produccion del litoral catalan

Una vez caracterizados los diferentes métodos analiticos para el caso particular
del erizo, y concluido que son aplicables en las condiciones especificas definidas,
se procedio al analisis de erizos procedentes de zonas de produccién del litoral
catalan, para estudiar la presencia/incidencia de las biotoxinas causantes de la
ASP, DSP, PSP, palitoxinas y ciguatoxinas.

Estos datos son basicos para poder emprender una estimacién del riesgo de
intoxicacion por consumo de erizo, y por tanto en la toma de decisiones en la
gestion (frecuencia de muestreos, tipos de analisis, comercializacién, etc.) del
producto en la rutina de un programa de monitoring.

Los resultados del analisis de toxinas marinas lipofilicas por el LC/MS-MS en las
muestras de erizo de las diferentes zonas del litoral catalan han dado negativo
como se aprecia en los cromatogramas obtenidos. Se han extraido cada uno de
los iones producto de las diferentes toxinas y no se han detectado trazas de
ninguna de las toxinas.
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Actividad: Estudio de laincorporacion de toxinas producidas por microalgas
bentbénicas en condiciones de laboratorio
No realizada

Linea 8: Divulgacion y transferencia de resultados

Actividad. Publicaciones.

Se han elaborado publicaciones sobre los conocimientos adquiridos y se
difundieron en foros cientificos regionales, nacionales e internacionales, mediante
la asistencia a Congresos. Esta actividad esta profusamente descrita en el Anexo
V de Difusion.

Actividad. P4gina Web y SIG
No realizada.

Actividad. Seminario de transferencia de resultados
No realizada

Actividad. Jornadas gastronémicas
No realizada.

2.4. CONCLUSIONES

En el presente proyecto se han puesto a punto las técnicas de produccion de
erizo de mar, con vistas a acometer futuros programas de repoblacion y
explotacion sostenible del recurso.

Se ha confirmado la viabilidad del cultivo y se han protocolizado fases del mismo
para la 6ptima produccion de juveniles.

Se han puesto a punto las técnicas de deteccidon de toxinas alimentarias marinas
en matriz de erizo.

Se experimentd con variados sistemas de estabulacién para el cultivo tanto en
tierra como en mar, obteniendo resultados satisfactorios.

El disefio de un variado grupo de piensos ha llevado a la definicion de los mas
adecuados para el cultivo en cada fase, siendo notables los resultados de
finalizacion del producto con la elevacion del rendimiento gonadal en varias
épocas del afio.

Se ha conseguido efectuar acciones de repoblacion con juveniles a una escala
muy superior que la alcanzada en el anterior proyecto de Cultivo y gestién del
erizo de mar.

Se han obtenido juveniles de la especie Echinus esculentus y Sphaerechinus

granularis, para los que la debacle final del proyecto supuso su desaparicion de
las lineas de actividad.
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Se ha interesado a posibles emprendedores en las actividades del cultivo de la
especie, difundiendo resultados en los medios de comunicacion y en el entorno
cientifico.

Se han formado grupos de investigadores en las CCAA con interés en este
recurso, que han adquirido experiencia en el manejo y cultivo de la especie,
continuandose actualmente algunas lineas de trabajo establecidas en el proyecto.

Ademas de iniciativas empresariales de cultivo, la necesidad de la recuperacion
de la pesqueria apunta a la necesaria participacion de los productores, pero
también a la implicacion de las administraciones, para acometer programas de
repoblacion.

Para completar este apartado, se acompafnara una presentacion en Power Point,
durante la reunion del grupo de seguimiento de Planes Nacionales.

2.5. VALORACION

Se han conseguido parcialmente los objetivos propuestos en el proyecto,
estableciendo las bases para la decision, por parte de las administraciones
interesadas, de la realizacion de operaciones de cultivo con destino a
repoblaciones que complementen las medidas de gestidon del recurso, o para la
inversion privada en sistemas de cultivo que impliquen la mejora gonadal,
aumentando los rendimientos en el mercado.

Los resultados son satisfactorios teniendo en cuenta el quebranto que supuso la
merma de casi el 64 % del presupuesto total asignado.

2.6. DIFUSION

Ademas de lo anteriormente sefialado en el apartado 2.6, de difusién de los
resultados técnicos del Plan Nacional, se hacen constar en el anexo V de
Difusion algunas referencias de prensa y revistas especializadas en acuicultura,
asi como el listado de publicaciones resultantes del proyecto “Optimizacién del
cultivo y manejo del erizo de mar”

2.7. INCIDENCIAS DE DESARROLLO

Lo apuntado anteriormente, en el apartado 2.7 de Incidencias, de Resultados
Técnicos del Plan Nacional.
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3.- ANEXOS CON LOS INFORMES DE LAS DISTINTAS CCAA
En archivos de Anexos de Informes de las CCAA

4.- ANEXO V DE DIFUSION

En archivo Anexo V de Difusion

6.- ANEXO VI

En archivo Anexo VI de Actas de reuniones
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