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RESUMEN.

Se obtuvieron larvas de Crassotrea gigas en condi--—
ciones de laboratorio; desarrollando las técnicas de cultivo
apropiadas para el acondicionamiento de los progenitores; in-
duccidn al desove y fertilizacidn.

Se disefid un sistema para el mantenimiento de los -
progenitores, el cual permite una circulacidn del agua abier-~
ta al sistema general y/o una circulacién cerrada {inicamente
entre dos acuarios; puede recibir un flujo de agua continuo -
de velocidad regulable, lo cual permite estudiar la tasa de -
renovacidn de agua en el sistema. La temperatura se puede e-
levar en un intervalo de 1 a 5°C en 24 horas. El nivel del a-
gua se mantuvo constante y su limpieza puede realizarse dia--
riamente, sin necesidad de perturbar a los organismos,

Se 1llevd a cabo un experimento para evaluar la ali-
mentacion de las larvas de C. gigas, probdndose un total de ~
10 dietas alimenticias diferentes con una duracidn de 24 dfas.

Un alimento consistid unicamente de la microalga -
Pseudoisochrysis paradoxa y los nueve restantes en diversas -
combinaciones de esta microalga con dos suplementos alimenti-
cios: almidén de maiz y miel de abeja, ambas en concentracio-
nes diferentes,

Durante el experimento se registrd la temperatura,-
salinidad, oxigeno :disuelto, ph y concentracidn de amonio —-
del agua, se registrd sobrevivencia y crecimiento de las lar-
vas con el fin de valorar la eficiencia de las dietas proba--
das. v

Se empled la prueba estadistica de optimizacidn ma-
xima de recursgs para conocer el comportamiento del error ex-
perimental en funcidn del n@mero de larvas, lo cual proporcio
na con base en el esfuerzo invertido en el desarrollo del ex-
perimento, el tamafio de muestra que debe tomarse para el ma~-
nejo adecuado de los resultados.

La combinacidén de la mlcroalga P. Earadoxa con almi
ddn de maiz en una concentracidn de 0.9 ppm resultd ser la me
jor dieta para los cultivos larvales en las condiciones fisi-
coquimicas y densidad a los cuales sé mantuvieron durante es~
te experimento. ‘



ESTUDIO DEL EFECTO DE SUPLEMENTOS ALIMENTICIOS
EN LA DIETA DE LAS LARVAS DE

1 INTRODUCCION.

. La industria pesquera, motivada por la creciente de-
manda alimenticia humana, requiere explotar un mayor nfimero ~-
de especies dulceacuicolas y marinas que tengan alto conteni-
do de proteinas.

Dificilmente, la capacidad de produccidn natural, -
logra satisfacer esta demanda y es la razén principal que mo-
tiva la utilizacidn de cultivos extensivos en especies loca--
les autSctonas e introducidas, que presenten ademds de los re
quisitos necesarios para su cultivo, un crecimiento més rapi-
do. Tal es el caso del ostidn japonés 95255255552 52535 - -
(Thunberg), especie altamente comercial en Japdn y que, a -~ -
raiz de su introduccibn en Washington, E.U.A. en 1902, ha 1lle
gado a ser uno de los moluscos bajo cultivo mds importantes -
en el Pacffico Noroccidental (Loosanoff y Davis, 1963).

Considerando los antecedentes que tenian los inves=-

tigadores japoneses sobre el cultivo de C. 533§§ Y los numero

' sos estudios realizados en la especie nativa Crassostrea vir~-
. ginica (ostidn americano), que tiene el mismo comportamiento
deidesove, desarrollo de huévos y tipo de larva que C. §§§§§
- (Lossanoff y Davis, oﬁ.cit.), se pudo avanzar rapidamente —-
i en la biotecnia acuicultﬁrélvde esta especie, generando cen-

; tros importantes de produccidn de semilla.




La introduccidn de C, gigas en 1973 en la Bahfa de
San Quintin, B.C., México, requirid de la importacidn de fija
ciones del ostidn obtenidas en un laboratorio de Washington,-
con el fin de adquirir semilla de alta calidad y libre de or-
ganismos que pudieran ser nocivos para esta zona (Islas-Oliva
res, 1975),

En la actualidad aiin se depende en gran medida de -
la importaciéﬁ de semilla del ostidn C. gigas de E.U.A., pe-
ro se hacen esfuerzos en Baja California Norte, Sur y 3onora
principalmente, para adaptar la biotecnologia. El laboratorio
experimental de produccidn de semilla del Instituto de Inves-
tigaciones Oceanoldgicas (IL.I1.0.) de la Universidad Aut6noma.
de Baja California (U.A.B.C.), fue disefiado para satisfacer -
los requerimientos de semilla en Bahfa San Quintin a un nivel
comercial con una capacidad de produccidon de 15 millones de -
fijaciones en 6 meses. (Islas-Olivares, op. cit.). Por otra -
parte, en algunas cooperativas de la regidn (Eréndira y Bahia
San Quintin) se realizan intentos para la produccidn de su -—-
propia semilla.

Las t@cnicas empleadas en estos laboratorios, se —-
controlan ampliamente en Estados Unidos y Japdn principalmen-
te, no obstante, en estos paises se continﬁan:realizando estu
dios para mejorar la calidad y sobrevivencia de las larvas ob .
tenidas en laboratorio.

Uno de los puntos que m@s atraen la atencidn en es-
tos estudios es el de la alimentacifn, pues a la fecha y aun-
que mucho se ha escrito al respecto, no se ha elaborado nin--

gin alimento en férmula, que proporcione una dieta balanceada



a los ostiones en los primeros estadios de desarrollo, y de -
hecho no se sabé cuales son los elementos que pudieran compo-
ner una dieta balanceada (Wheaton, 1982),

Producir alimentos a bajo costo es una necesidad en
cualquier pafs en via de desarrollo. Por esta razdn, las in--
vestigaciones que se realicen con el objeto de mejorar la pro
duccidn de un recurso, deben considerar bisicamente fuentes —
naturales de alimentos.

En la investigacidn realizada por Paniagua-Michel y
Granados-Machuca, (1981), se desarrolld un medio de cultivo -

para las microalgas Skeletonema costatum y Monochrysis Lutheri

a base de productos Biodigeridos (excretas de vaca, de galli-
na y macroalgas) no encontrando una diferencia significativa
en el crecimiento de las microalgas asf cultivadas en compara
cidn con las cultivadas en el medio qufmico de Matthiessen y
Toner (1966). Sin embarge, sugieren probar el valor nutritivo
de las microalgas cultivadas en el medio orgénico‘para detec~
tar su efecto en el crecimiento y vigor de las larvas de mo--
luscos. De resultar un alimento satisfactorio, el costo de
produccidn de semilla seria reducido, ya que el medio orgéni-
co es considerablemente menos costoso que el medio quimico.
Otra posibilidad la constituyen los suplementos ali
menticios agregados al agua del cultivo de las larvas, con el
fin de mejorar el valor alimenticio de la dieta. Dentro de la
lista de alimentos nutritivos mexicanos se encuentran el almi
dén de mafz y la miel de abeja, ambos de bajo costo y de un -
alto contenido en carbohidratos necesarios para la alimenta--

cién de las larvas.



| El desarrollo de este tipo de investigaciones den-—
tro del campo de la Acuicultura, se estima altamente priorita
rio, dado que la utilizacidn de alimentos econfmicos para el
cultivo de moluscos ayudarian en la produccién de mas y mejor

alimento.
1.1 OBJETIVO,
El objetivo de este trabajo es el de utilizar el al

midon de maiz y/o la miel de abeja como suplementos alimenti-

cios en combinacidn con la microalga Pseudoisochrysis paradwma

para mantener cultivos de larvas de C, gigas evaluando su ali

mentacidn a través de sus respuestas de sobrevivencia y creci

miento.



2 ANTECEDENTES.

La investigacidn sobre la alimentacidn de larvas de’
moluscos, se remonta desde el empleo de organismos filtrados
directamente del mar (Windsor, 1977).

Posteriormente se invéstiga la posibilidad de utili
zar varias fuentes de detritus y bacterias como alimento para
las larvas de ostidn (Davis, 1950; 1953), sin encontrar algu-
na que fuera satisfactoria. A pesar del dudoso valor nutriti-
vo de las bacterias, Hidu y Tubiash (1963) sugieren que cier-
tas especies pueden servir como alimento. )

Davis (1953) observa que el tipo de alimento que --
el tamaiio de la partic?la o del microorganismo.

Mackie (1969) establece que las larvas de ostidn -~
son capaces de seleccionar las microalgas que varian de 1 a -
30 micras; aunque el tamafio es importante, los trabéjos'de Qg
vis y Guillard (1958) demuestran que el grosor de la pared de
las microalgas y el grado de toxicidad de sus metabolitos, --
son factores importantes que determinan su asimilacidn por --
las larvas. '

La microalga Pseudoisochrysis paradoxa utilizada en

esta investigacidn, tiene una dimensidn promedio de 6 micras,
presenta dos flagelos que la movilizan. El tamaro, resisten—-
cia y rdpido crecimiento en laboratorio, la hacen un alimento
muy accesible, Su valor nutritivo es alto cuando se combina -

con Pyramimonas virginiég y Chlorella sp. (Windsor,op.cit.)




Davis y Guillard (1958) utilizaron las microalgas -

Isochrysis galbana y Monochrysis lutheri en combinacién con -

Platymonas sp. y Dunaliella sp. observando un mejor crecimien
to en las larvas de ostiones que cuando se administraban en -
forma individual. Asimisuo, mencionan la necesidad de cono--
cer el rango de concentraciSn Sptimo del alimento que las lar
vas pueden‘tolerar para crecer a una tasa aceptable. Millican
y Helm (1973) citado por Nascimento-Iracema (1980) prueban el
crecimiento de C. gigas con 7 especies diferentes de algas y

sus combinaciones. Dupuy (1975) demuestra que la utilizacién

de Pyramimonas virginica, Pseudoisochrysis paradoxa y Nanno--

chloris oculata combinadas, se traduce en un excelente creci- -

A raiz de las investigaciones realizadas para encon
trar "el mejor alimento" para las larvas cultivadas, se han =
desarrollado tantas dietas como autores han trabajado sobre -
el tema y existe una gran divergencia en cuanto a utilizar de
terminadas especies de algas ya sea en forma individual o en
sus combinaciones. En general, la mayoria de los autores coin
ciden en que una dieta consistente en md3s de una especie de
microalgas, promueve un crecimiento mds rdpido y proporciona
mas requerimientos nutricionales que las dietas consistentes
en una sola especie (Walne, 1979; Windsér, 1977; Gallager y -
Mann, 1981). Ademds Gerdes (1983) menciona que una alimenta--
cibn a base de una mezcla de microalgas induce a las larvas -
a tomar mds alimento que en las dietas constituidas por un mo
nocultivo. Sin embargo, en el trabajo de Nacimento-Iracema, -

op.cit. se indica que al alimentar larvas de C. gigas con --



Chaetoceros calcitrans, resulta en una tasa de crecimiento -~

s e v Ot

El contenido de carbohidratos de las microalgas cul
tivadas para alimentar a las larvas, puede variarldependiendo '
de los nutrientes del medio (Parsons et al., 1961). La utili-
zacidn de suplementos alimenticios ricos en carbohidratos, ta
les como el almidén de maiz y la glucosa, podrian suplir las
posibles deficiencias del alimento natural y aumentar la can-
tidad de 1lipidos neutros en el cuerpo de las larvas.

Los estudios de Millar y Scott (1967) y Holland y -
Spencer (1973) establecen que el crecimiento de la larva de -
Ostrea edulis, se correlaciona positivamente con la cantidad
de lipidos que contiene el animal. Helm (1973), Holland (1978)

citados pdr Nascimento-Iracema (op.cit;) y Helm et, al, - =~

(1973); destacan la importancia de los lIpidos como principal
reserva de energia en las larvés de ostibn y sugieren qué en
cualquier intento para asegurar la calidad de las larvas, la
presencia de los lipidos es de especial importancia.

Devel (1957) menciona que existen evidencias en los
moluscos adultos de la transformacidn de carbohidratos a gra-
sas, sin embargo, puede suceder un cambio inverso, por lo que
dcidos grasos con glicerol pueden producir triacilglicéridos'
o glicBgeno. Los &cidos grasoé.y glicerol se absorben a tra--
vés del intestino y de los ductos del diverticulum digestivo
y se almacenan en grandes vacuolas del tejido conectivo‘(Gqu
ge, 1952). Sin embargo, las laryvas de ostifn son capaces de -

tomar compuestos orginicos disueltos en el agua del cultivo -~



(Davis y Chanley, 1956); por lo que se debe considerar con a-
tenéiénvla exposicidn intra y extracelular de las larvas a -
los nutrientes en que fueron cultivadas las microalgas que re
ciben como alimento (Windsor, op.cit.).

Davis (1950) citado por Windsor (1977), menciona -~
que la adicidn de extracto de glucosa y almiddén disuelto a -
los cultivos larvales no es adecuado en bajas concentraciones

Yy <que a mayores concentraciones sSlo promueve densos floreci-
mientos de bacterias y una alta mortalidad en las larvas. Sih
embargo, Haven (1965); Dupuy (1975); Dupuy et al. (1977); - -
Creekman (1977); y Windsor (1977), alimentaron ostiones adul-
tos en el laboratorio .con un suplemento de almidén de maiz me
jorando notab lemente su condici&n. El mecanismo principal me-
diante el cual asimilan el almiddn, es por la presencia de la
lipasa, enzima secretada por el estilo cristalinmo y por la se
cresidn de amilasa, enzima capaz de hidrolizar el amidén a -
-carbohidratos (Van Weel, 1961).

La utilizacidn en este trabajo de almidén de maiz y

. miel de abeja como suplementos alimenticios para la alimenféf
cidn de las larvas, fue motivada por el conocimiento de la al
ta concentracidn de carbohidratos de estos alimentos, con los
cuales se considerd repercutir en el aumento del contenido de
glicOgeno en las larvas.

Seglin la tabla de Valores Nutritivos de los Alimen-
tos Mexicanos (Hernandez et al., 1974), 100 g. peso neto de ~
almidon de maiz contienen: calorias:"357; proteinas: 0.6 g.3 :
'grasaa. 0.2¢g.; carbohldratos. 85.6 g.; calcio: 8 mg.; hlerro

. 0.9 mg., r1bof1av1na. ‘0.02 mg.:; vitamina A: 1. 1 mg.
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La miel de abeja que se utilizd fue producida en el
Valle de Mexicali, cerca del Rio Colorado. Es .importante con-
siderar la fuente vegetal de la que proviene, pues de ello de
pende su composicidn. Las principales plantas de las que se -
obtiene la materia prima fueron: Berthelotia sericea (”CachaT
nilla"); Tamarix aphyla ("lamarix"); Gossypium sp. ("Aigoddn')
y yzgggggg'égézigéégg'(W:obernadora")"(?éliét; 1977). Siendo
bisicamente un carbohidrato la levulosa y la dextrosa son =--
los azlicares simples que forman la mayor parte de la miel, -~
(95% de los sblidos), contiene ademds 18 dcidos orgdnicos con
grados variables de certidumbre'y ae 11 a 21 diferentes amino
dcidos libres, vitaminas y enzimas.

Se considerd interesante probar varias concentracio
nes de este suplemento alimenticio debido a que la miel no es
un medio conveniente para el desarrollo de las bacterias por
dos razones: es bastante Acida y contiene aemasiada aziicar, -~
lo cual provoca un efecto osmdtico que se refleja en un posi-
tivo desecamiento de las bacterias. Otro tipo de propieqad an
tibacteriana de la miel es causada por la inhibina, sustancia
cuyo efecto inhibidor se debe a la acumulacidn de perdxido de
hidrégeno en la miel diluida. (McGregor, 1974). Ademds de que
la utilizacién de la miel evita el crecimiento de las bacte--
rias de una manera natural en el cultivo, es importante tam—
bi&n por su concenido de diastasa (enzima que digiere el almi
dén) la cual puede contribuir a la reduccidn del almiddn al
mezelar los  suplémentos alimeﬁticios;propuestbs, de manera --

féigmque las larvas puedan absorber el alimento facilmente.



11

3 MATERIALES Y METODOS
3.1 PROGENITORES

3.1.1 COLECTA Y TRANSPORIE.

Los ostiones que se utilizaron como progenitores du
rante este estudio, forman parte del proyecto "Transfe-
gigas", del Laboratorio de Acuicultura del Centro de In
vestigacidn Cientifica y de Educacidn Superior de Ense-
rniada, (CICESE).

Este proyecto se 1lleva a cabo en Bahfa San Quintin_
localizada en la costa Noroccidental de Baja California
entre los 30°24' y 30°30'N y 115°57' y 116°01'W a 200 -
km. al sur de la Ciudad de Ensenada, 8.C.

En este lugar se encuentran ubicadas una serie de_
estaciones experimentales en las cuales se colocaron —-
balsas de 6x3 metros construidas con tubos pldsticos de
ABS de 4" de didmetro con una red semirigida de pldsti-
co, sumergidas a 1.0 metro de la superficie. En éstas ~
balsas se colocaron semillas de ostidn de C. gigas (Oc-~
tubre de 1981), originarias de Peugeon Point Ca. cuyo -
tamafio inicial era de 3.0-4.0 mm. y que alcanzaron 1q_‘
-talla comercial de 8 a 10 cms. aproximadamente en 7 me~
ses (Acosta, com.pers. CICESE.).

La zona de Bahia San Quintin se caracteriza por ser

un cuerpo de agua fértil, con una variacion de tempera~
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tura anual de 15 a 19°C con un méximo de productividad
primaria de 0.9 g. C/m3/dIa en verano (Lara-Lara y Alva
rez Borrego, 1975).

La figura 1 muestra la ubicacidn de la balsa de la
cual se obfuviétoq los progenitores. Se colectaron 50 -
ostiones cuya talla variaba de 8 a 16 cms. en longitud
antero-posterior; éstos se acomodaron en una hielera po
niéndoles una base de pasto marino y macroalgas que se
encontraban en la balsa, para evitar 'stress" por afec-
to meclnico y conservarles la humedad durante su trans-
porte al laboratbrio de Acuicultura del CICESE,

Al llegar al laboratorio se lavaron para limpiarlos
de lodo y los epibioﬁtes adheridos a sus valvas, com- ~
puestos por:eépohjas; anémonas, poliquetos, huevos de
peces, algas y otros que puedep modificar el medio en -
el cual los progenitores liberan sus productos sexua- -

les.
3.1.2 SISTEMA DE MANTENIMIENTO EN EL LABORATORIO.

El laboratorio de Acuicultura del CICESE tiene un ~
sistema de circulacidn de agua cerrado, el cual se man-
tiene por medio de dos filtros bioldgicos con una capa~
cidad de almacenamiento de 7 metros cﬁbicbs de agua.

En el lugar en que se encuentran los acuarios hay -
llaves de paso para tomar de las redes de distribucisn
agua dulce, agua de mar y agua de mar pasada por un 8is
tema de esterilizacidn con luz ultravioleta (U.V.), el-

cual consta de 10 l8mparas y tiene una capacidad de 50

-
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gal/min. el aire proviene de un Rotron DR modelo DR 55
K72 de 3 HP. con una capacidad de 5.5 m3/min.

El sistema que se disefid para el acondicionamiento
de los progenitores se muestra en la figura 2. Consta -
de 4 acuarios (Fig.2-1) con capacidad de 40 litros cada
uno, a los‘cuales se les hicieron 4 perforaciones que -
permitieron un sistema de circulacidn abierta.

Las perforaciones en las paredes deliacuario (Fig.2
3,2-4,2-5) tienen un didmetro de 1/2" y se encuentran -
colocadas a una distancia del marco superior del acua--
rio de 2,12 y 4,5 cms, respeqtivémente. La perfora- -
cidn en el centro de la base del acuario (Fig.2-6) tiene
un didmetro de 3/4". Cada orificio de la pared del acua
rio se reforzd con cuadros de acrilico (Fig.2~2) adheri
dos a la pared del acuario con pegamento y silicdn.

Los organismos se colocaron sobre una base de acflis-
tico (similar a una rejilla de plastico) (Fig.2-7) para
permitir que las excretas se depositaran en el fondo.

El sistema puede funcionar con circulacidn continua
_abierta hacia el sistema general del laboratorio o con
circulacidn cerrada inicamente entre 2 acuarios. La lim
pieza se realiza abriendo la llave de paso del fondo ~-
del acuario (Fig.2-9) la cual descérga hacia el drenajé‘_
del sistema (Fig.2-11),

En cualquier momento en que fuera necesario separar
un acuario del sistema, &sto se podfa hacer pér medio de
las uniones universales (Fig.2-10), quedando el otro a-

cuario en funcionamiento.
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La circulacibn continua abierta se hizo por medio -

de una motobomba (Ministaltic-Manostat) con capacidad -
mdxima de 1800 ml/min, (Fig,2-23) que permite ajustar -
el fluido de entrada de agua al acuario y determinar 1la
tasa de renovacidn deseada. Un reservorio de agua (Fig.
2-22) sirve para permitir una entrada continua de agué
a la motobomba. Con una velocidad de entrada de 200 ml/
min. el acuario tiene una tasa de renovacidn de 7 veces
en 24 horas,

El agua de mar (Fig.2-20) pasa por un filtro de al-
- god6n pldstico y carbbn activado (Fig.2-21) que elimina’
‘gran cantidad de detritus y particulas grandes que pu-—-
dieran venir del sistema general e introducirse en el -
acuariﬁ.

Una c&mara hecha de tubo de PVC con orificios (Fig.
“2-24) distribuye el agua a los 4 acuarios y su entrada
a 8stos es a su vez regulada por llaves de paso de te--
flén (Fig. 2-25). ’

El agua entra al acuario por una manguera Nalgene -
8000 esterilizable, no tﬁxica, de 1/8" de didmetro - -
(Fig.2-26) y sale directamente al drenaje del sistema -
. general (Fig,2-11) por el orificio de salida (Fig.2-5),
el cual se encuentra a un nivel mis bajo que el orifi--
cio de entrada del agua tecirculante al acuario (Fig, -
2-3) de talrmanera que no se corre el riegsgo de un de-—-
rrame por desigualdad del flujo en el sistema, mante- =~

niendo siempre su nivel (Fig.2-8).

La circulacidn continua cerrada entre dos acuarios
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,

se realizd cortando el flujo de agua de entrada al sis-
tema y permitiendo la salida de agua de los acuarios por
el orificio medio (Fig.2-4) y retornfndola por medio de
una inyeccifn de aire (Fig. 2-18) que pasa por una pie-
dra de aireacién (Fig.2-19) impulsando el agua hacia el
orificio de entrada al acuario (Fig.2-3).

El agua que sale del acuario por el orificio medio
(Fig.2-4) pasa por el calentador EBO-JAGER de 100 watts
(Fig.2-14),teniendo la opcifn de poder regular la tempe.
ratura deseada. El calentadof (Fig.2-13) se encuentra ~-
dentro de un tubo PVC de 3/4" de difmetro (Fig.2-12) vy
puede elevar la temperatura de los acuafios hasta 26°C,
con circulacidn abierta al sistema general, y hasta - -
30°C con circulacifn cerrada entre los acuarios en un -
periodo de 24 horas,

Una tercera opcidn del sistema de mantenimiento, es
dejar desconectado el calentador para mantener la tempe
ratura del sistema general del laboratorio. Una vez que
el agua sale del calentadof.(Fig.Z-lS)-regresa al acua-
rio por medio de una inyeccidn de aire (Fig.2-18) regu-
lando su presidn mediante una valvula de aire (Fig.2-13)
y al final de la manguera (Fig,2-16) con una piedra de
aireacidn (Fig.2-19) que tiene una mayor superficie de
contacto con el agua, provocando una mayor aireacidn ~-
del agua que retorna al acuario por el orificio de en-—-

‘trads (Fig.2-3). |

Debido al sistema de circulacidn dentro del acuario,

se presentan corrientes que ayudan a mantener el alimen

to en suspensidn, no obstante, si en algiin momento se ~
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cortaba la circulacifn del agua, se tenfan piedras de -
aireacidn suspendidas en el centro del acuario (Fig.2--

19) para permitir una aireacidn continua,
3.1.3 EXPERIMENTOS PREVIOS,

Los desoves naturales de C. gigas en Bahfa San Quin
tin ocurren a finales de verano y principios de otofio -
(Acosta, com.pers.), los primeros ostiones que se colec
taron en primavera para ensayos preliminares en labora-
torio, no presentaban afin madurez gonadal, por lo que -
gse decidid intentar un periodo de acondicionamiento en
el labhoratorio con el fin de probar el funcionamiento -
del sistema de mantenimiento para los adultos antes de
realizar el experimento de alimentacidn de laéﬁlarVas.

Este sistema (Fig.2) se modific6 ajustdndole un ser
pentfn de refrigeracidén Blue M modelo PCC-24A-3 capaci-
dad 3400 BIU/hr., de manera que la temperatura del agua
se mantuvo a 15°C tratando de igualar las condiciones -
fisicoqufmicas del lugar en que los ostiones fueron co-
lectados. Posteriormente se elevé 1°C diariamente has
ta alcanzar 21°C (Lossanoff y Davis,1963). Sin embargo,
los ostiones no abrieron sus valvas en los rangos mis -
bajos registrdndose ademds una alta mortalidad, Los en-
éayos posteriores se llevaron a cabo colocando 103 pro-
genitores a la temperatura promedio de;.aistema en el -
laboratorio (20°C).

Para observar peribdicamente la madurez de los pro-
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genitores, se sacrificaron especimenes con el fin de ob
servar el tamafio y coloracién de la gdnada.

También se intentd conocer el sexo y grado de madu-
rez de los progenitores a través de una pequefia perfora
cifn hecha en la concha a la altura de la gdnada, extra
yendo con una jeringa, una muestra de los productos - -
sexuales que se observaron al microscopio. Los progeni~
tores se marcaron externamente, con un circulo a las --
hembras y con una lfnea a los machos.

El orificio que se hizo en la concha se selld con -
silicén no tdxico, observindose que con la presidn in--
terna del organismo; éste tapdn se desprendia al dia si
guiente, Posteriormente se probS con una mezcla de yeso
lo cual dio un excelente resultado, pues organismos que
permanecieron vivos después de un mes, tenian el orifi-
cio en su parte interna perfectamente sellado.

Para la alimentacidn de los adultos en laboratorio
existen varios antecedentes de diversos tipos de micro-
algas que han sido aprobadas como "buenos alimentos" pa
ra su mantenimiento; ademds de otras fuentes alimenti--
cias como las mencionadas por Mitchel (1915), quien pro
porciona evidencias de que los protozoarios y los frag-
alimento,

En su periodo de acondicionamiento, los adultos se

alimentaron con las microalgas Tetraselmis suecica, --

Pseudoisochrysis paradoxa, extracto de la macroalga --

Ulva lactuca, almidén de maiz y miel.
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Las microalgas se cultivaron en estanques de fibra
de vidrio de 400 litros de capacidad. En la parte supe-
rior de los estanques se colocaron dos ldmparas tipo -
luz fria (Phillips, 40 watts) de 1.83 metros de largo -
cada una.

El medio de cultivo que se utilizd para reproducir
las.microalgas fue el de Matthiessen y Toner, (1966) y
la composicidn para la preparacién‘de nutrientes fue la
siguiente: Nitrato de Sodio (150 g/l); Fosfato de Sodio
(10 g/1); E.D.T.A. més‘minerales (10 g/1) y vitaminas -
(Bl2, Tiamina y Biotina), la esterilizacidn del medio -
de cultivo se realizd siguiendo los procedimientos des-
critos por Hemerick, (1973).

La inoculacifn de las microalgas, se realiz$ toman-
do 50 mililitros del medio de cultivo en un Erlenmeyer
y se transfirif 1 mililitro de la cepa previamente cul-
tivada en el laboratorio a un tubo de ensayo. Cuando el
matraz Erlenmeyer alcanzd la mdxima densidad celular, -
se vacid a "Carboys" (recipientes de vidrio) de 18 li-~
tros de capacidad hasta alcanzar su mixima densidad, —
posteriormente se vertid a los estanques de fipfa de vi
drio nivelados a 100 litros de su capacidad y fertiliza
dos diariamente agregando 1 mililitro del medio de cul-
tivo por cada litro de agua de mar.

Se realizaron recuentos diarios ‘del nfimero de célu-
las en el cultivo; tomando una muestra de 50 mililitros
de diversos puntos del cultivo y agit&ndola. De esta --

muegtra se fijaba 1 mililitro mediante la solucidn de -
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itermohl; se afiadian 9 mililitros de agua destilada, y
después de agitarse se cargaba la c@mara de conteo (Hau
sser Scientific de 0.2 mm.) con dos a tres gdtas de la
muestra,

La formula para la estimacibn de la densidad celu--
lar fue: ‘

Concentracién celular = N.D, x F.D. x V.T,

Donde: ‘

N.D, = NGmero de c&lulas contadas,

F.D. = Factor de dilucidn (mililitros).

V.T. = Volumen total del cultivo (mililitros).

Se determinS la fase de crecimiento exponencial de
las microalgas graficando el n@mero de cé&lulas contra -
el tiempo, Esta fase se obtenia a las dos semanas de vi
da del cultivo. Las condiciones fisicoquimicas se mantu
vieron en una temperatura de 2011°C, Salinidad de 32%,y
un pH de 8.

Con el fin de asegurar su buena calidad nutritiva,-
ge trataban de cosechar en la fase de crecimiento expo-
nencial del cultivo. Para cada acuario se tomaban 2.5 -
litros de T. ggggigg y 2.5 litros de P, paradoxa,

En la zona de Bahfa San Quintfn se colect$ la macro
alga Ulva lactuca. Esta se molia en una licuadora duran
te 5 minutos y después se filtraba por una malla de 12
micras, De esta solucifn sé tomaban 300 mililitros para
agregar en cada acuario.

Se disolvieron 2 gramos de almidén de mafz en 100 -

mililitros de agua de mar, los cuales se calentaron du-
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rante 5 minutos evitdndose alcanzar el punto de ebulli-~
cidn. Con el calor se producfa la conversibn del almi--
dén en amilosa y amilopectina (Haven, 1965). E1 almidén
precalentado permanece por méds tiempo em suspensifn en
el agua de los acuarios, Con el fin de igualar el tama-
fio de las partfculas, el almidén se pasd por un tamiz -
de 35 micrasz antes de introducirlo a las dietas.

Dos gramos de miel se disolvieron en 100 mililitros
de agua de mar.

Las cantidades mencionadas para cada alimento se —--
agregaron a los acuarios dos veces al dia.

Al suministrarse el alimento a los acuarioa, el sig
tema permanecfa funcionando en circulacidn cerrada por
‘el lapso de una hora. Después se volvia a abrir el sis-
tema a la modalidad de circulacifn abierta con un flujb
de 200 ml/min, Segfin Walne (1974) para ese flujo la ta-
s8a de filtracifn de un ogtidn de 7-8 cms, de longitud y
a una temperatura de 20 a 21°C es de 130 ml/min,

Los acuarios se limpiaron diariamente debido a la -
alta tasa de excresidn de los ostiones (0.63 gramos en
promedio de peso seco por ostidn por semana) (Nishikawa
1977). |

Los progenitores mantenidos a una temperatura de -~
20°C, salinidad de 32%,y oxigeno a saturacin (7.9a -
8.2 mng/1l) en el sistema de circulacidn continua y con -
la dieta probada en el laboratorio sobrevivieron al pe-
riodo de verano presentando la gdnada blanqueéina y bue

nos reflejos de apertura y cierre de sus valvas, Se lo-
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graron algunos desoves pero debido a que no se cuantifi
caron los efectos de esta nueva dieta en la condicidn -
fisiol8gica de los ostiones y dado que se sabe que el -
periodo y tipo de acondicionamiento de los adultos re--
percute directamente en el desarrollo y vigor de sus —-
larvas (Creeckman; 1977), se decidid trabajar con lo3s -
desoves de los ostiones adultos traidos directamente de
la balsa. ‘

Los meses en que se realiz8 el experimento ccinci-~
dieron con la &poca de madurez gonadal natural de los -
ostiqneé en Bahfa San Quintin,

Antes de inducir al desove al nuevo grupo de proge-
nitores, éstos se colocaron en el sistema de circula- -
cidn continua y se mantuviercn sin alimento por un pe-—-
fiodq de 24 horas, con el fin de que limpiaran su trac-

to intestinal (Breese y Malcuf, 1974).
3.1.4 INDUCCION AL DESOVE.

El desove se llevd a cabo utilizando un estanque de
fibra de vidrio en el que se coloéafon los progenitores
con agua de mar recirculada por el sistema ultravioleta.
Por lo general,un organismo que responde ‘cerrando re -
pentinamente sus valvas al sentirse externamente pertur .
bado, refleja un buen estado de sglud,’ Debido a que en
este trabajo no se registraron Indices de condicidn fi-
siolégica, los progenitores se eligieron empiricamente,

considerando los que respondfan mds rdpidamente a un es
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tfmulo externo.

Para la induccifn al desove se glevﬁ la temperatura
del agua de 25 a 28°C en un perfodo de 30 minutos fluc-
tuando levemente en ese rango. Esto permitib a los 8dql.
tos colocados en agua recirculante, bombear y eliminar
materia fecal antes de iniciar el desove (Breese y - -
Malouf, 1974). Sin embargo, el calentamiento del agua -
de mar buede provocar una sobresaturacibn con gases at-
mosféricos y los ostiones expuestos a estas condiciones
llegan a formar burbujas de gas entre los filamentos --
Sranquiales y sobre el tejido del manto, pudiendo cau--
sar su muerte. Para prevenir la formacidn de estas bur-
bujas; se inyectd aire en el estanque reduciendo con es
to la concentracifn de gases atmosféricos disueltos en
el agua de mar. (Dupuy y Rivkin, 1972; Malouf et al., -
1973). S

Cuando los cambios té&rmicos no fueron suficientes -
para iniciar el desove, se afiadié una pequefia cantidad
del producto sexual de un progenitor recién sacrificado.

En cuanto se iniciaba el desove los organismos se -
colocaban.individualmente en recipiéntes refractarios -
con agua, a la misma temperatura, para que continuaran

desovando,
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3.2 LARVAS.
3.2,1 FERTILIZACION Y OBTENCION DE LARVAS,

La fertilizacidén de los Svulos se llevd a cabo con

el producto sexual de tres machos y dos hembras; con el

. fin de asegurar la variabilidad gené&tica (Loosanoff:y -
Davis, 1963). Los productos sexuales de los desoves se
observaron al microscopio para revisar que los huevos -
éstuvieran redondos y con el nficleo difuso y los esper-
matozoides maduros con un 90% &e movilidad en la mues—-
tra,

Los 8vulos se colocaron en cuatro litros de agua de
mar esterilizada en un sistema ultravioleta (U.v.) a -
una temperatura de 25°C y salinidad de 30%,. Breese y -
Malouf (1974) recomiendan agregar de 2 a 4 ml. de sus—
pensibn de esperma denso paré 1;:106 huevos aproximada--
mente. Agregado el esperma se tomaba una muestra 'y se -
observaba el porcentaje de huevos que presentaban un --
cuerpo polar, sefial de que habfan sido fertilizédos.‘El
eéperma se afiadfa hasta determinar que un 90% de los --
huevos tenfan ﬁn,cuerpo polar, . o

Comprobado el porcentaje de fertilizacifn, se deja-
ba de afiadir esperma para evitar el problema de 1a poli
espermia, que conduce a un:desarrollo embrional anormal
(Loosanoff y Davis, op.cit.; Breese y Malouf, op.cit.).

Cada 5 minutos se tomaron muestras para revisar en

el microscopié; gi en 25 minutos la mayoria de los hue-
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vos presentaban de 3 a 4 divisiones, se consideraba una
buena fertilizacidn (Gendrop-~Funes, com.pers., I.I.0.).
Los huevos fertilizados fueron tamizados por una malla
de- 10 micras para eliminar el éxceso de esperma.

El conteo de los huevos se hizo en un volumen cono-
cido de agua, en este caso de 4 litros. Se uniformd la
muestra con un agitador hecho con un mango y un disco -
de acrilico perforado. Se tomd 1 mililitro de la mues--
tra y se aford a 100 mililitros con agua de mar pasada
por U.V. De este volumen se extrajo 1 mililitro de --—-
muestra y se contd al ﬁicroscopio. Seguidamente los hue.
vos sevcolocéfon en 180 litros de agua de mar esterili-
zada (U.V.) a una temperatura de 25°C y una salihidad -
de 30%,. Se utiliz8 penicilina en una concentracién de
0.3 mg/ml. como antibiftico para controlar la poblacidn
bacteriana (Brereton et al., 1973; citado por Le Pennec
y Prieur, i977). A v

A las 24 horas se reviss el culéiQO para contar el
nimero de larvas Veliger en el Yegtadio DM que se ha- -
bfan desarrollado. Si la muestra tenia menos de un 50%
de Veliger, se esperaba doce horas mds para que comple-
taran su desarrollo. o

Posterlormente las larvas se tamlzaron por una ma-
11a de 45 micras, para eliminar los huevos que no se hu
bieran desarrollado. Las larvas se concentraron en 10 -
litros de égua de mar pasada por U.V. La densidad de ~
calcul$ en la misma forma que la de los huevos, sblo ——

. que se utilizd una c@mara de conteo similar a la - - -
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sedwick-rafter, pegando en los bordes de un portacbje--
tos, sin subdivigiones en la base, paredes de vidrio de
2 milimetros de alto aproximadamente, para formar la ci
mara que contenia la muestra tomada con una pipeta de -
1 mililitro.

Conociendo el nfimero de laryas por mililitro ("Esta
dio D") se inicid el experimento inoculando la densidad
adecuada en cada recipiente. Este momento se considerd

el dia cero del experimento.
3.2.2 SISTEMA DE MANTENIMIENTO DE LARVAS.

El sistema utilizado para el cultivo de las larvas
estuvo constitufdo por un estanque de fibra de vidrio -
(Fig.3-1) que sirvi6 para mentener un bafio maria que --
controld la temperatura de los recipientes a 25°C., Esto
se logrd recirculando agua dulce en el estanque mante--
niendo el nivel del agua (Fig.3-9). La galida de agua -
del sistema'(Fig.B—Z) pasa por un filtro de carbSn acti
vado (Fig.3-4) y entra al calentador (Ebo-Jager 100 - -
Watts) (Fig. 3-5). El retorno del agua (Fig.3-6) se lle
vo a cabo coﬁ inyeccibn de aire (Fig.3-7) la cual desem
Boca a un tubo de PVC con'varias perforaciones que atra
viesa el estanque transversalmente (Fig.3-8) con el fin
de distribuirluniformemente el agua caliente en el sis-
tema. i

Los recipientes donde se mantenian lag larvas fue~-

ron cubetas de pléstico de 10 litros de capacidad (Fig.
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Fig. 3 Sistema de montenimiento porg los lorvas ‘de  C. gigas (vista fateral)
t)Estonque de tibra de vidrio  2) Salido de ogua del estonque
3)Union universal  4) Filtro de corbén woclivodo 5) Calentodor '
6)Retorno de oguo - 7)Inyeccidn de oire B) Sistemo de difusidn
puro el boho maric  9) Nivel del ogua: 10) Sistemg de gire
H)} Comoro de distribucion det oire 12) Mongueros de aire
13) Cubetas de plastico { DO Lts)
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3-13) con aireacifn individual, El sistema de distribu-
cibn de aire (Fig.3-10) pasaba por dos cdmaras interme-
dias (Fig.3-11) hechas de tubo PVC de 1/2" de didmetro,
con 10 perforaciones cada una, para distribuir el aire

en cada dieta experimental por medio de mangueras inde-
pendientes (Fig.3-12). Cada manguera se selld en su par
te final por medio de calor y se perford tres veces con
una aguja, con el fin de que salieran hileras finas de

burbujas.
3.2.3 DENSIDAD DEL CULTIVO.

Una vez realizado el conteo de las larvas y cono- -
ciendo la densidad por mililitro; el contenido se uni--
formd perfectamente y se procedid a inocular los reci--
pienﬁes experimentales, agregando a cada uno la canti--
dad de mililitros correspondiente al nlimero de larvas -
requerido, la densidad fue de 10 larvas por mililitro -
recomendada por Breese y Malouf (1974).

Las cubetas se marcaron cada litro y el volumen del
agua se mantuvo a 5 litros; de esta manera la iﬁocula—-

cibén inicial fue de 50,000 larvas.
3.2.4 ALIMENTACION,
" La tabla I muestra el reglmen a11ment1c1o 1levado a

" cabo durante el exper:mento.

Las dietas experimentales estfn basadas en la mez--"
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cla de la microalga Pseudoisochrysis paradoxa con dos -

suplementos alimenticios., Estos suplementos fueron, al-
midén de maiz (Maizena) y miel de abeja, en dos concen-
traciones llamadas "alta" y "baja" y sus combinaciones,
dando un total de 8 dietas diferentes mas dos grupos --
control, uno sin alimento y otro alimentado finicamente

a base de microalgas. Todos los tratamientos tuvieron -
una réplica., "

La concentracifn de las microalgas para alimentar a
las larvas, se bas8d en las densidades dadas por Breese
y Malouf (1974), como optlmas para el desarrollo de las
larvas de C glgas se le dlo una concetracidn de 30x103
cel./ml, durante la primera semana, 50x103 cel,/ml, en~
el transcurso de la segunda semana y 80 x 103 cel./ml,-
en la tercera, ,

Al tratar de igualar el contenido de carbohidratos
en las dietas experimentales; se encontrd que no se co~
noce el contenido exacto de este compuesto en las micro
algés, y los valores que se encuentran, se refieren al
fitoplancton en general. Por otra parte, no es posible
cdmparar la cantidad de carbohidratos que existe en los
suplementos alimegticios; ya que la miel sobrepasa por
mucho al almidén de maiz. Debido a estos problemas, se
opt8 bor tomar un criterio considerando sflo él peso.

_EL peso de 1x106 células de Tetraselmis suecica es

de 0.2'mg. (Helm et al., 1973). En la literatura, no se

encuentra el peso para P, paradoxa, pero se obtuvo en ~

el laboratorlo, filtrando 1 x 10° c#lulas en filtros de
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policarbonato (Nucleopore) de 0.4 micras y 47 milfme- -
tros de diametro, preViamente pesados en una balanza Me
ttler HL52 de capacidad de 160,1 g. & 0.1 mg. Se obtu-
vo el peso hiimedo en 10 réplicas dando un promedio de -
0.03 mg.

Considerando este peso, se sacd la relacidn en cuan
to a la cantidad de microalgas que se utilizaria. como
" alimento, obtenierdo como resultado un peso total de -~
0.0045 g. de microalgas. Este peso se eligid para el al
mid6én de maiz como la baja concentracidn, siendo la al-
ta 10 unidades mayor (0.045 g.). Las estimaciones de la
miel fueron de 0,045 g. 14 baja y 0.45 g. la alta, por
la dificultad que represenfﬁ el pesar valores mias ba- -
jos. Comsiderando la disolucidn que tienen en el volu--
men de agua de 5 litros, se realizaron los cdlculos en
partes por millén. Las concentraciones fueron, para el
almidén de maiz, en alta de 9 ppm y en baja 0.9 ppm. La
miel en alta estimacifn fue de 90 ppm y en baja fue de
9 ppm (Tabla I).

3.2.5 CONTROL DE VARIABLES FISICOQUIMICAS,

Duraﬁte el experimento se cambid el agﬁa cada segun
do dia, &sto dio lugar a una rutina de trabajo en la --
‘cual los dias sin cambio de agua, se preparaba un reser
vorio Nalgene de 180 litros de capacidad con agua de ~-
mar esterilizada por un sistema ultravioleta y filtrada

por algodﬁn pldstico y una malla de 10 micras. Se intro
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ducia en el agua un calentador de inmersidn para que la
temperatura del agua se estabilizara a 25°C. Se ajusta-
ba la salinidad a 307,, y se le agregaban 1,73 ml, de ~
Penprocilina (Lakeside, solucibn inyectable de 400,000
U.I.) para ajustar la cantidad recomendada de 0.3 mg/l.
de Penprocilina corresponden a 125 mg. de Penicilina -
(Gendrop-Funes, V. com. pers., 1.I.0,). El agua prepara
da en esta forma, se utilizaba para hacer el cambio en
los recipientes al dfa siguiente.

En los dos dfas (con cambio y sin cambio de agua),-
se realizaba el control de la salinidad con un refractd-
metro de gota (Goldberg AO), el oxigeno disuelto y la -
temperatura se median con un oximetro YSI 57 de una pre
cisidn + 0,1%. Ademds, cada segundo dia se determinaba
el pH con un potencidmetro digital 1900 de rango pH - -
0-14 y la concentracidén de amonio con un microanaliza--
dor de iones ORION 901 de rango 0.000 a 999.000 ppm to

mando 1a muestra del agua antes de ser cambiada.
3.2.6 REGISTRO DE DENSIDAD LARVAL.

Cada segundo dia al cambiar el agua se colectaban -
las larvas en un tamiz de abertura de malla de 44 mi- -
éras durante la primera semana y de 75 micras en los --
dias siguientes y se transvasaban a un vaso de precipi-
tado con 150 ml. de agua de mar limpia que se mantenia

en un bafio maria.a 25°C. Después de uniformar el conte-
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nido del vaso se tomaba una muestra para realizar el -
conteo en cada uno de los tratamientos, con el fin de -
obtener la densidad de la muestra de la cual se preser-
vaban por lo menos 50 iarvas-con un fijador especial -~
preparado de la siguiente manera: 5 ml. de formalina a-
justada a un pH de 8.0 é;n glicerofosfato de sodio; 1 -
ml. de propilen phenoxitol; 10 ml. de propilen glicol;-
esta solucién se afora a 100 ml. con agua destilada - =
(SCOR/UNESCO (Culliney et al., 1975)). .

Cada muestra se almacenaba en tubos de vidrio (Mono
ject de 2.5 ml, de capacidad) debidamente etiquetados -
con la dieta a que pertenecian y la fecha de colecta, -
para posteriormente medir la longitud y'el ancho de las
larvas ﬁediante un microscopio con un ocular micrométri
co.

El criterio empleado para dar por terminado cual- -
quier tratamiento, se bas8 en el recuento del nfimero de
larvas contenidas en la muestra de.l ml,, tomada para -
obtener la densidad del cultivo, El determinar 15 lar--
vas 0 menos implicaba eliminar el tratamiento.

Terminados los conteos y una ng devueltas las lar-
vas a sus tecipientes,'brevi&mente ajustados a la sali-
nidad de 30%,, se les agregaba el alimento respectivo y
en las concentraciones correspondientes a cadd dieté{

Con las mediciones de densidad se calc@ld el borcqg.'
taje de sobrevivencia en los dfas 6, 14 y 22 considé:qg
do los datos de densidad obtenidos como el 100% de so~--

brevivencia con respecto a-la»siguiente densidad, y el
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porcentaje de sobrevivencia final obtenido del cociente
del nimero inicial entre el nGmero final por 100,

Con las mediciones de longitud se obtuvo el incre--
mento del crecimiento en el tiempo de duracidn de los

tratamientos, y el incremento total, al finalizarlos,

3,3 TRATAMIENTO ESTADISTICO,

Se realizd una prueba estadistica con los datos ob-
tenidos de la medicidn de las larvas del experimento con el
fin de comprobar que el tamafio de myestra de 25 larvas ele-
gido para obtener el registro de crecimiento en cada trata-
miento experimental fue el adecuado. ‘

La figura 4 muestra el comportamiento del error ex-
perimental.en funci6n del nfimero de larvas, obtenida median
te el andlisis propuesto por Sokal y Rholf (1979) para la -
distribuciﬁn O6ptima de recursos. Se observa que existe una
gran diferencia en cuanto a la varianza de la muestra si se
miden de 1 a 20 larvas; sin embargo, esta varianza disminu-
ye muy lentamente a partir de la medicidn de 20 a 100 lar--
vas, El nlmero de 25 larvas corresponde a una varianza de
0.0017; el medir un mayor nlimero de larvas implica major es
fuerzo y una reduccidn insignificante en la varianza obteni
da. |

| Las larvas se midieron en su longitud y ancho; la -
figura 5 muestra la correlacibn entre los dos parémetros. -

Todas las pruebas estadisticas realizadas posteriormente, -
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fueron Gnicamente sobre los datos de la longitud, debido a
la alta correlacifn existente entre ambas condiciones,

En general se pudo observar que cuando las larvas -
medfan de 77 a 80 micras, la longitud excedfa de 1 a 5 ni--
cras al ancho, Las larvas de 90 a 120 micras, presentaban -
la longitud y el ancho aproximadamente iguales, Cuando la -
larva alcanzaba m3s de 120 micras, el ancho excedfa de ! a
5 micras la longitud, y esta diferencia se obsérvé constan-
te hasta la aparicidn de la mancha ocular.

Respecto a la longitud de las larvas, se empleS un
Anflisis de Covarianza con el objeto de determinar diferen-
cias entre tratamientos. La prueba de comparaciones milti--
ples de Student-Newman-Keuls (SNK) se aplic8 a las longitu-
des medidas el filtimo dfa de cada tratamiento, con el fin -
de obtener una jerarquizacidn para las dietas empleadas en
el experimento.

Todas las pruebas estadisticas se llevaron a cabo —
s6lo en las dietas que tuQie:on una mayor sobrevivencia.

Los c8lculos se realizaron en‘lé"computadora PRIME
400 con la’bibliotéca de programas ESIMSL (Chagoya A., C.I.
C.E.S.E.).
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4 RESULTADOS,

El experimento contempld la alimentacidn de las lar
vas s6lo en el perfodo previo a la metamorfosis; en este lap~
so (22 dias), se pudo observar hasta el 50% de las larvas con
mancha ocular en algunos de los tratamientos. En este momento
el experimento se dio por terminado, pero se agregaron frag--
mentos de concha de ostidn de 2 a 5 milfmetros aproximadamen-
te con el fin de observar la ulterior fijacidn de las larvas

en este sustrato.

" 4,1 VARIABLES FISICOQUIMICAS.

La figura 6 muestra el registro de las variables ﬁi .
sicoquimicas para cada dieta durante el experimento. Las 11
neas se encuentran cortadas en el momento en que se suspen-
dif el tratamiento deBido a una alta mortalidad,

EL pH varid de 7.3 a 8.0 excepto por una medicién -
en la dieta 1 con un valor de 6.7 (Fig.6~A).

La concentracifn de oxiéeno (mg/1) muestra una sepa

racign en las dietas.en cuanto a la concentracidn de alimen
to y la presencia de miel (Tabla I), Asf las dietas 3, 7 y
10 variaron de 7.36 a 5.20 mg/l. y las d1etas restantes se
mantuvieron en un rango de. 7.9 a 6.2 mg/l, (Fig.6+8)

Las concentraciones mads altas de amonio, se detecta

~ron en las dietas 3, 7 y 10 que tuvieron valores de 0.2 a - -
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0.7 mg/l. Las dietas 4, 8 y 9 variaron de 0.05 a 0,19 mg/l.
y las dietas 1,2,5 y 6 las concentraciones mds bajas obser-
vadas, entre 0.001 y 0.03 mg/l, (Fig.6-C)

4.2 CRECIMIENTO Y SOBREVIVENCIA DE LAS LARVAS.

La tabla II, muestra los valores paré el incremento
promedio en el crecimiento al dié 6,14 y 22 para cade una -
de las dietas experimentales, sobre el tamafio inicial de -~
las larvas con un promedio de 77 micras.

Las larvas dentro de los tratamientos 3,7 y 10; con
una concentracidn de miel de abeja de 90 ppm en diferentes
combinaciones no crecieron durante el experimento. Las lar~
vas en las dietas 4,8 y 9 las cuales en diferentes combina-
ciones contenfian miel de abeja en 9 ppm, presentaron al dia
6 un incremento promedio de 3,10 y 3 micras respectivamente.
Las larvas de las dietas control 1 y 2 tuvieron el mismo in
cremento promedio final de 33 micras al dfa 22, Las larvas
en los tratamientos 5 y 6 sin miel y con diferentes concen-
traciones de almiddén de maiz con microaigas, marcaron el ~-
. crecimiento mds alto al dfa 6,14 y 22 con 43 y 53 micras —-

respectivamente,

Curvas de crecimiento.

Se graficaron inicamente las dietas testigo y las ~

dos dietas en las que se detect§ un mayor crecimiento.y so-
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brevivencia.

La figura 7 muestra las lfneas de regresién y el -~
cinturdn de confianza al 5% para las medicones de longitud
eh las larvas de las dietas 1 (Fig.7-A) y 2 (Fig.7;B); y la
figura 8 para las dietas 5 (Fig.8-A) y 6 (Fig. 8-B). Cada -
punto represeanta la longitud promedio de 25 larvas., La li-~
nealidad del modelo de regresidn fue rechazado en todas las
dietas excepto en la dieta de control 1.

El valor de la pendiente marca una tasa de creci- -
miento mAs alta para las dietas 5 y 6 que para las dietas -
control I y 2, aunque tal diferengia no resulta ser estadis
ticamente significativa.

Los datos se encuentran dispersos a lo largo del -~
cinturdn de confianza de manera que en todas ias graficas -
sé observan fluctuaciones ascendentes y descendentes, aun--
que las lineas de regresifn marcan una tendencia de incre--
mento en el crecimiento. El rango de valores para el creci-
miento de las larvas en las dietas control fueron entre 75
y 110 micras para la dieta 1, de 80 a 115 micras para la --
dieta 2, entre 70.y 110 micras para la dieta 5 y de 80 a —~

120 micras en la dieta 6,

Curvas de sobrevivencia.

La figura 9, muestra las curvas de sobrevivencia pa
ra cada tratamiento. El porcentaje de sobrevivencia final -
fue de 17 considerando como el 100%Z el valor inicial del -

infculo para el experimento.
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Se observa una clara divisién entre la sobreviven—-
cia presentada por las dietas.que contenfan miel en diferen
tes combinaciones y concentraciones (dietas 3,7,10,4,8 y 9)
de ‘los tratamientos que no la contuvieron (dietas 1,2,5y 6)
presentando &stas Gltimas una pendiente menor.

El porcentaje de sobrevivencia en los dias 2,6,14 y
22 se reportan en la tabla II., Al dfa 6 la dieta 3,7 y 10 =~
presentan s8lo el 4% de sobrevivencia mientras que la dieta
control 1 tiene el valor mds alto de 90Z. Al dia 14 disminu
ye la sobrevivencia en las dietas 4,8 y 9 y las dietas 2y 6
tienen los porcentajes mds altos. Al dia 22 sobrevive un 30
% de las larvas en las dietas 1,2 y 5 y un 40%Z en la dieta
6.

4.1 ANALISIS ESTADISTICO.

En la tabla III se presenta el andlisis de cova- =
rianza para los tratamientos 1,2,5 y 6; en esta prueba, la
homogeneidad en la varianza de los datos fue -rechazada, —-
Sin embargo, la homogeneidad de pendientes no es rechazada
y la relacion F para los tratamientos es altamente signifi-
cativa, lo qﬁe indica- que a pesar de que las tasas de creci
mientos fueroﬁ similares, existe una diferencia significati
va entre las dietas empleadas.

Antes de aplicar la prueba Student—Newﬁan-Keuls - -
(SNK) para el dfa 22 del experimento, la normalidad de los

residuos respecto al modelo de andlisis de varianza de una



TABLA III. Anolisis de covarianzo

FUENTE DE

GRADOS DE SUNA DE CUADRADD RELACION
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS NEDID pE F

Yratomisnles

sjustades 7 2454.41 350.650 7.0709 sss
Begrasiés 1 5296.22 {5296.223

Erres b4 3911.41 49.487

Bomagonsided 7 337.58 45.22¢ 0.9899 XS,

teer o

Nomogeanided T2 3579.82 9.719

Teteal 87 11680.04
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via fue satisfactoriamente verificada por medio de la prue-
ba Kolmogorov-Smirnov al 5% de significancia.

De la jerarquizacidn de las medias dada por la prue
ba Student-Newman-Keuls (SNK) se puede concluir cuales fue-
ron las "mejores dietas',

En la tabla IV se observa que el valor mds alto co-
rresponde a la dieta 6 (con una combinacidn de microalgas y
almidén de mafz en 0.9 ppm), y el valor mls bajo para la —-
dieta control 1 (sin alimento).

La separacifn de las dietas en 2 grupos se formd --
con base en las diferencias significativas encontradas en--
tre tratamientos y se representa grificamente en la figura
10, La conectividad entre las dietas forma el gruﬁowdno:ih—
cluyendb las dietas 1,2 y 5, las cuales aunque en la tabla
IV difieren en el valor de las medias, estas diferencias no
son significativas. Se observa en el diagrama de conectivi-

dad que la prueba SNK clasifica ambiguamente la dieta 2.
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TABLA IV - Pruebo de Sludent-Newmon-Keuls ol 5% pore o dio 22

' NUNERO , ' DESVIACION ERROR

l;“ PO IDIETA|  yormp NEDIA ESTANDAR | ESTANDAR
’ ] 23 96.36 12.51 2.50
' 2 Y 102.08 19.45 3.09

s 25 106.26 100 | 340

2] 6 25 12518 29.41 5.88
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Las lineas-indican diferencias no significotives.
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5 DISCUSION

El acondicionamiento de los adultos en el laborato-
rio, repercute en la produccidén de larvas y juveniles en can-
tidad y calidad (Helm et al., 1973; Breese y Malouf, 1974; Du
puy et al., 1977; Lannan et al., 1980). Un tiempo inadecuado
de acondicionamiento, puede provocar un bhuen desove, pero con
ducir a una baja sobrevivencia larval y una reduccibn en su -
asentamiento (Breese y Malouf, op.cit.).

Lannan et al.(op.cit.) mencionan que "existe un pe-
rfodo de acondicionamiento Sptimo durante el cual la propor-—
cin de gametos viables se encuentra al maximo". Cuando se --
realizan apareamientos antes de esa '"ventana de acondiciona--
miento Optimo" puede haber una gran cantidad de gametos que -
no estédn en el Optimo de su desarrollo y si se realizan des--
pués de ese periodo, puede resultar en una reduccidn de la —-
viabilidad de los gametos. La ventana Optima ocurre mientras
el indice gonadal de la poblacidn a desovar se encuentra en -
ascenso pero sin llegar al miximo. Para determinar este perio
do recomiendan estudiar el ciclo anual de las gdnadas de a- -
cuerdo a las condicones fisicoquimicas del Adrea donde se en--
cuentran los progenitores.

Para C, gigas no existen reportes del desarrollo go
nadal para cada @poca del afio y en el &rea de la Bahia de San
Quintin, por lo que es dificil sefialar con precisidén un tiem-
por de acondicionamiento adecuado previo a la induccibn al --

desove en condiciones de laboratorio.
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Sin embargo, en algunos organismos que se sacrifica
ron se observd un tamafio gonédal mayor del 50% del tamaiio cor
poral y un color blanquecino} indicando una buena condicidn -
de madurez (Dupuy et al., 1977).

Por otra parte en Bahia San Quintin se presenta el
méximo de produccidn primaria (0.9 gC/m3/dfa) y temperaturas
de 18,7°C a finales de verano y principios de otofio (Lara-La-
ra y Alvarez-Borrego,1975) é€poca que coincide con los desoves
naturales de los ostiones provocados por el aumento de la tem
peratura (Acosta-Ruiz, com.pers.).

En esta investigacidn, los progenitores no tuvieron
un periodo de acondicionamiento en el 1ab6ratorio; gin embar-
go, la observacibn de las gonadas y las condiciones fisicoquf
micas que prevalecen en los meses de julio y agosto, permiten
considerar que los desoves fueron satisfactorios y por lo tan .
to los experimentos se pudieron llevar a cabo 24 horas.des—--
pués de la fertilizaciGh._La poblacidn inicial pra todas las
dietas fue de 10 larvaahﬂ":densidad recomendada por Davis y =
Guillard (1958); Loosanoff y Davis (1963) y Dupuy (1975).

Dupuy (1975) reporta que se puede influenciar la ta
sa de crecimiento de las larvas dependiendo del volumen que -
se utilice, mencionando diferencias entre recipientes de 4 1i
tros y de 250 litros afin manteniendo la misma densidad larval.
Esto se constatd durante el desarrollo del éxperimento, pues
las larvas que se encontraban en un reservorio de 180 litros
Yy que no se incluyeron dentro del experimento, tuvieron un in.
cremento promedio en su longitud de 20 micras m3s que las lar

vas que recibieron ld misma dieta dentro del experimento y --
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que estaban contenidas en 5 litros de agua y a la misma densi
dad.

Loosanoff y Davis (1963), mehcionan que la airea- -
cidn es muy dificil de igualar en todos los experimentos ra--
z6n por la cual Davis (1953) la excluye de sus experimentos.-
Nascimento-Iracema (1980) encuentra que el crecimiento de las
larvas de C. gigas se reduce en cultives que reciben airea- -
cidn y que se encuentran alimentados con Chaetoceros calci-~ -

I " e T S s o .

trans y Pyramimonas virginica pero que no tiene un efecto sig

nificativo cuando se allmentan con ISOchry51s galbana _y con -

Pseudoisochrysis paradoxa. Helm y Spencer (1972), sefialan que

la aireacidn es nociva para el crecimiento de las larvas en -
el estadio "D" durante sus primeros dfas de existencia de na-
tacidn libre. Sin emwbargo, Breese y Malouf (1974,, dicen que
el cultivo de las larvas debe tener bastante aireacidn para -
mantener la circulacidn del agua y asegurar una buena mezcla
del alimento y su transporte a la larva. Walne (1966) citado
por Windsor (1977), menciona que la aireacidn del cultivo es
un requerimiento para el buen crecimiento de las larvas y que
el beneficio es mds bien debido a la turbulencia causada por
las burbujas que al efecto directo de mantener el oxigeno en
el agua. Helm y Spencer (1972), agregan que la accidn prima--
ria de la aireacidn puede ser la de ayudar a las larvas a con
servar la energia para la elaboracidn de reservas y tejidos -
del cuerpo, que de otra manera gastarian en nadar.

Esta investigacion apoya la utilizacidn de airea- -
cidn en los cultivos larvales, ya que se observd que cuando -

por alguna razbn se detenfa la aireacidn en alguno de los tra
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tamientos experimentales, la concentracidn de oxigenv declina
ba considerablemente con respecto a su réplica. Tanto la in—
yeccidn de aire como oxigeno puro en un sistema, pueden con--
tribuir favorablemente a eliminar la acumulacidn de desechos
nitrogenados t&xicos (Breese y Malouf, op.cit.), ademis de e-
vitar la reduccidn de nivel de oxigeno por efectos del consu-~
mo causado por la demanda biolfgica de oxigeno (DB0) de la ma
teria orgénica en descomposicifn (heces y alimento no ingeri-
do). También pueden evitarse efectos letales causados por pe-
queiias cantidades de amonio presentes en el agua a pH eleva--
dos. Estos efectos se rebajan.elevando la concentracidon de o-
xigeno Kathleen (1955) citado por Wheaton (1982).

Las condiciones fisicoquimicas de oxigeno entre 7.5
y 8.0 mg/l., temperatura de 25°C y salinidad en 30%,se mantu~
vieron constantes, consideradas como los valores dptimos para
el desarrollo de larvas de gg gigas por Breese y Malouf (op.-
cit.) y Lannan et al. (1980).

La forma no ionizada del amoniaco (NH3) es tdxica -
para la mayoria de los organismos acudticos a concentraciones
1nfer10rqs de 1 ppm. El amonio (NHA), penetra la membrana ce
lular con facilidad. En una solucidn acuosa a pH 7 sGlo el 1%
del amoniaco total se presenta como amonio, mientras que a un
pH 8 el 10% se encuentra en esta formna permeable (NH4) (Warren
1962; Epifanio y Srna,1975).

Las mediciones de pH 7.4 a 8.1 en promedio son nor-
males en un sistema de agua salada (Wheaton,1982). Sin embar-
go, de una manera.general se observd que las dietas con altas

concentraciones de alimento, tuvieron tambi&n las concentra--
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ciones mas altas de amonio y los valores mas bajos de oxigeno
y pH.

Los compuestos organicos e inorgdnicos disueltos —-
coadyuvan al desarrollo de bacterias que a su vez aumentan el
contenido de amoniaco en el agua. Ademas, las bacterias sir--
ven de alimento a los ciliados y promueven su desarrollo. Du-
rante el experimento, se observaron grandes cantidades de pro
tozoarios en los cultivos que contenfan altas concentraciones
de alimento, no obstante la utilizacidn de un sistema ultra--
violeta,de filtros de algodén plastico y de un tamiz de 10 mi
cras. Los ciliados liberan cantidades considerables de amonia

co al agua. Por ejemplo, la excrecidn de amoniaco en Euplotes

0.41x10~5 mol N/ciliado/hora (Gast y Horstmann, 1983). Duran
te los conteos se observaron grandes cantidades de Euplotes -
sp. Es posibie pensar que la excrecidn de amonio por los ci--
liados pudo haber tenido un efecto en el registro de las va--
riables fisicoquimicas, puesto que en las dietas con mayor --
concentracidn de alimento se detectaron 0.700 mg/l de amonio
cawo miximo valor en comparacidn con 0.194 mg/l. registrado co
mo miximo para las dietas con una baja concentracidn de ali—
mento. | _

Tanto las algas como los suplementos alimenticios -
proporcionados a los éultivos de larvas, pueden modificar sus
condiciones fisicoquimicas. ‘

En los cultivos de microalgas la tasa de crecimien~
to Optima es decir, el incremento del nimero de células por

unidad de tiempo es funcifn del tamafio del inoculo en condi--
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ciones Optimas de luz, salinidad y nutrientes (Hemerick,1973),
En esta investigacidn los cultivos de microalgas se mantuvie-
ron a una temperatura de 20+1°C, salinidad de 32%, y pH 8.0,-
demorando dos semanas para alcanzar la fase de crecimiento ex
ponencial, la cual es una tasa de crecimiento bastante acepta
ble (Dupuy et al., 1977). Aunque se trataba de cosechar las -
algas en su fase exponencial, la diferencia en la calidad de
los cultivos entre los experimentos, pudieron afectar el cre-
cimiento de las larvas (Malouf y Breese, 1977), Ademds la com
posicidon y el valor alimenticio de las algas varian de acuer-
do a la intensidad de la luz y el medio de cultivo empleado.
La miel y el almid6n de maiz provocaron turbidez en
los recipientes. Davis y Hidu (1969) sugieren que las larvas
de bivalvos, crecen mds rdpido en bajas concentraciones de --
sustancias que producen turbidez, que en el agua de mar clara,
Esto se debe probablemente a que las partficulas suSpendidés -
quelan o absorben toxinas presentes en los cultivos. Segiin &s
to, la leve turbidez pravocada por los suplementos alimenti--
| cios en los recipientes,fue benéfica para el crecimiento de ~
 las larvas.
‘ _Aunque al principio de esta investigacidn se pensd
: que la miel pudiera ser un buen suplemento alimenticio por --
i sus cualidades antibacterianas naturales y su contenido en --
- diastasa, las dietas que provocaron un crecimiento y sobrevi-
. vencia bajas, fueron precisamente las que contenfan miel en -
E alguna combinacidon (dietas 3,7,4,8,9 y 10; Tabla II). La acti
% vidad antibacteriana de la miel diluida se basa en la acciGn

. de la oxidasa sobre la dextrosa, provocando la formacidn de
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dcido glucBnico y perdxido de hidrdgeno. Por otra parte, la -
presencia de protefnas en la miel hace que ésta ténga una ba-
ja tensidn superficial, lo que produjo en los tratamientos —-
que la contenfan una marcada tendencia a formar espuma y nata
en la superficie del agua. Esto estimula la formacidn y reten
cidn de pequefias burbujas de aire (Mc Gregor, 1974), que pue-
den causar problema al disminuir el espacio requerido para el
desplazamiento de las larvas nadadoras mis grandes, impidién~
doles asi, la biisqueda de su alimento y consecuentemente afec
tando su tasa.de crecimiento.

En la literatura no se encuentran otros trabajos —-
que utilicen suplementos alimenticios para los cultivos larva
les a excepcidn del trabajo de Davis (1950) citado por Wind--
sor (1977), en el cual menciona que la adicidn de almiddn de
mafz a los cultivos larvales no es adecuada ni ain en bajas ~
concentraciones. Los resultados obtenidos en este trabajo su~
gieren que la utilizacifn de almiddn de mafiz es apropiada pa-
ra la alimentacibn de las larvas de C. gigas. Como se indica
en la tabla II y figura 9, la dieta 6 con una concentracidn -
de almiddn de maiz de 0.9 ppm. en combinacidn con microalgas
tuvo los valores mis altos de sobrevivencia y en el incremen-
to del crecimiento. En los resultados de la prueba de SNK (Ta
bla IV), el valor mds elevado de la media indica la "mejor --
dieta" y como se puede observar, esta corresponde a la dieta
6 con una media de 125,18,

Al comparar los rangos de crecimiento y sobreviven-
cia larval reportados por Breese y Malouf (1974) en C. gigas

para condicones 6ptimas de cultivo, con los resultados de es-
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tos experimentos, se puede notar que los valores reportados -
para el incremento promedio en el crecimiento al dia 14 se en
cuentran entre 23 y 33 micras (Tabla II), Breese y Malouf (op.
cit,) reportan un incremento promediq de 85 a 95 micras al --
mismo dfa, valores superiores a los encontrados en esta inves
tigacidn. En cuanto a sobrevivencia, estos autores reportan -
para el dfa 14 un 45%, mientras que en este trabajo se detec-
tS8 entre un 90 y 95% para las dietas mis satisfactorias.
Davis y Chanley (1956), sefialan que se puede afec-—
tar profundamente la tasa de crecimiento y sobrevivencia de -
las larvas de Lamelibranquios por la presencia de concentra—-
ciones muy bajas de substancias tales como vitaminas y anti--
biﬁticos, que aunque sean bené&ficas en pequeiias cantidades, =
con un ligero aumento en su concentracidn pueden llegar a ser
letales. El primer efecto reconocible es la reduccidn de la -
tasa de crecimiento y conforme aumenta la concentracién se al
canza un punto en el cual se llega al 1007 de mortalidad.

" En el experimento se utilizé antibidtico para ayu-—
dar a reducir la poblacidén bacteriana Brereton et al,(1973) -
citado por Le Pennec y Prieur (1977).

La dieta 6 del experimento constituIda por una mez
de mafz (0.0045 g/5 1) tuvo un incremento al dfa 14 de 30 mi-

cras, Davis (1953) reporta el crecimiento promedio de las lar

ble que la tasa de crecimiento en el experimento haya sido ;E

hibida por colisiones frecuentes de las larvas con los cilia-
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dos observados durante los controles.

La alimentacidn discontinua en las larvas es un te-
ma de discusifn. Los trabajos de Langton y McKay (1974), re--
portan que una alimentacidn discontinua proporciona un mejor
crecimiento, posiblemente como el resultado de una adaptacidn
metab8lica al régimen alimenticio. Por otra parte Lucas y Ran
gel-Divalos (1983) sefialan que la primera alimentacidn de las
pifluorescencia, ocurre 24 horas después de la fertilizacidn
a una temperatura de 24°C, y mencionan que las larvas de bi--
valvos se alimentan después continuamente a diferencia del --
ritmo digestivo encontrado en los adultos por Mortom (1973).-

Cuando se alimentan las larvas con Pavlova Lutheri e Isochry-

PR RE ~ A

las/larva/dia a 24°C para mantenerles los estdmagos llenos. -
Si en esta invéstigacién se hubiera proporcionado el alimento
a las larvas en esa concentracidn, se hubiera requerido un --
promedio de 8000 c&lulas/ml/dfa; cantidad menor a la que se -
ofrecid a las larvas durante el experimento (Tabla I). Gerdes
(1983) reporta que las larvas de.77 a 120 micras filtran me--
nos activamente que las larvas mayores, y menciona que la ta-
sa de filtracién para las larvas de C. gigas mantenidas en u-
na témperatura de 25°C y una salinidad de 25%,, difieré segln
su tamano. Asi las larvas que miden entre: 75 y 120 f11tran de
0. 5 a?2.7 ml/hora/larva y las que miden de 120 a 310 micras =
flltran de 735 a99.7 ml/hora/larva. Ademds Gerdes, (op.cit.)
freporta que 1a larva remueve 50% més ‘alimento a concentrac1o—

' nes menores de 25x106 células/lltro que a mayores concentrac:o
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nes de 100 x 10° células/litro. Loosanoff y Davis (1963) y --
Malouf y'Breése' (1977) apoyan la teoria de que una sobreali-
mentacidn en‘el cultivo retrasa la tasa de crecimiento de las
larvas, Las concentraciones utilizadas en este trabajo, son —
las reportadas como Sptimas para el cultivo de larvas por es-
tos autores, pero al anadir suplementos alimenticios, se ele—
va la concentracidn de la dieta en las cantidades correspon-~
dientes a cada tratamiento (Tabla I). En las concentraciones
mis altas de las dietas se observd una excesiva formacidn de
pseudoheces, como tambi%n lo reportan Loosanoff y Davis (1963)
de sus éxperimentos. El problema que generan las largas tiras
de moco que arrastran las larvas, es el que atrapan y enredan
a otras larvas nadadoras, impidiéndoles probablemente mante-—
ner el ritmo alimenticio adecuado al no poderse desplazar 1li-
bremente en la blisqueda del alimento.

Las desventajas de alimentar a las larvaé disconti-
nuamente una o dos veces al dfia (Malouf y Breese,1977) es que
al principio éstas pueden filtrar activamente, pero después -
de ingerir una determinada cantidad de alimento, se producen
pseudoheces, 0 sea que la larva se encuentra parte del tiempd
sobrealimentada y pricticamente en inanicidn en el tiempo res
tante a la siguiente alimentacidn. Durante esta investigacidn,
se pudo observar que en las dietas 3,7,8,9 y 10, las cuales -
contenfan altas concentraciones de suplementos alimenticios -
en diferentes combinaciones, las larvas excretaron pseudohe--

-

ces, o
La Jerarqulzac1on de las: dletas de acuerdo al valor o

de sus medias expresado- segﬁn la prueba SNK - (Tabla V) denota]‘“V
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la secuencia en las dietas 6,5,2 y 1, es decir, que las die--
tas con suplemento alimenticio de almidén de maiz en alta y -
baja concentracidén respectivamente, resultaron en mejor creci
miento que las dietas control (con microalgas y sin alimento),
La diferencia en el valor de la media con respecto a la dieta
2 y 5 no es significativa, sin embargo, estos valores difie--
ren significativamente de la dieta 6, razdn por la cual se --
presenta en un grupo independiente.

En cuanto a la sobrevivencia, reportada en la figu-
ra 9 se observa una clara separacidn en dos grupos respecto -
a las dietas que no contuvieron miel (1,2,5 y 6) de las die--
tas con miel en diferente combinacidn (3,4,7,8,9 y 10). La -~
pendieyte de las curvas se presenta muy marcada los primeros
dfas del experimento,pero del dfa 10 en adelante estas curvas
se tienden a suavizar terminando con una sobrevivencia de 1lZ.

Cabe la posibilidad, segilin la tendencia observada -
en la pendiente de las curvas, de establecer el hecho de que
el "stress" producido por sustancias afiadidas al medio y por
efectos de manipuleo durante los cambios de agua, pueda ser -
ﬁejor tolerado por las larvas mis grandes y repercuta en una
mayor sobrevivencia en los Gltimos dfas del experimento.

Es interesante hacer notar que en la dieta 6 con --
una concentracidn de almidén de méiz de 0.9 ppm. determinada
como la cantidad mds baja del experimento haya resultado el -
mejor crecimiento y sobrevivencia de las larvas de C, gigas.-
Estos resultados sugieren que el almiddn de maiz puede resul
tar un buen Suplemento alimenticio.

El crecimiénto y la sobrevivencia de las larvas que
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no recibieron alimento (Tabla II) se encuentra dentro de las
4 "mgjorgs_dietasf. Una explicacién que se puede dar a este -
resultado, se centra en el hecho de que el experimento se lle
v6 a cabo en un sistema cerrado para el cual se presenta la -
formacidén de "Gelbstoff", una forma de gel que se acumula en
los acuarios cuando prevalecen condiciones eutréficas. El - -
"Gelbstoff" que estid formado principalmente por excreciones -
de algas (fenoles y carbohidratos) y productos de excreciones
animales (nitrogenados principalmente) (Spotte,1979), pueden
servir como fuente de alimento para las larvas. Por otra par-
te, los bajos niveles de excrecidn de ambn%o medidos en los -
cultivos controles en inanicidn, parecen indicar que las lar-
vas utilizan su reserva de lipidos como fuente de energia - -
(Mayzaud, 1973).

Los ajustes por regresidn lineal se realizaron en -~
las curvas de crecimiento, fueron rechazados para todas las -
dietas excepto para la dieta control 1, sin alimento. Es po-
sible que en este caso no se haya rechazado dicho modelo al -
reflejar Ginicamente el crecimiento de las larvas, sin la adi-

cidén de otros factores como el tipo de alimento agregado.
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6 CONCLUSIONES.

La microalga Pseudoisochrysis paradoxa en combina=—-

cidén con un suplemento de almidén de mafz en una concentra- -
cion de 0.9 ppm. es adecuada para el crecimiento y sobreviven.
cia de las larvas de C, gigas.

La miel no fue un suplementovfavorable al crecimien
to y sobrevivencia de las larvas, (al menos en las concentra-
ciones probadas), probablemente a causa de su acidez y al con
tenido de proteinas que provocan la formacidn de eSpdma en el

agua de los cultivos.

La adicidn de los suplementos de almiddn de mafiz y
miel de abeja combinadas, no fue adecuada en las altas y ba--

jas concentraciones probadas para el desarrollo de las larvas.

La utilizacidn del antibidtico contribuye a mejorar
la calidad del agua, condicidn indispensable para el buen de-

sarrollo y sobrevivencia de las larvas.
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7 RECOMENDACIONES

Serfa interesante el repetir el experimento, pero -
alimentando las larvas obtenidas de progenitores que hayan te
nido un acondicionamiento previo en el laboratorio, para com-
probar si existe una diferencia notoria con respecto al desa-
rrollo de las larvas cuyos progenitores fueron traidos direc-

tamente de su habitat natural,

Los resultados de este trabajo se basan ﬁqicamente
en los datos obtenidos del crecimiento y sobrevivencia de las
larvas., Windsor (1977) sugiere que aunque el crecimiento en
aesta etapa del desarrollo es un factor importante, no siempre
es un indicador adecuado de un asentamiento larval exitoso. -
Por lo general una alta tasa de sobrevivencia conduce a una -
alta fijacion, pero es ademds importante considerar otros fac
tores, como el contenido de 1fpidos en las larvas y porcenta-

jes finalegs de fijacidn obtenidos.

Puede ser que el empleo de la miel de abeja en con=
centraciones mis bajas de un mejor resultado., También se po--
dria probar la concentracifn adecuada de almiddn de maiz re--
portada en este trabajo, pero en rangos aiin més]ﬁhosy‘en‘cqg
binacidn con otro tipo de microalga como por ejemplo Isochry-
sis §gl§§§§, la cual tiene propiedades antibacterianas. La -

mezcla de dos o més especies de microalgas con el suplemento -

alimenticio, podria mejorar la calidad de la dieta.
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Se recomienda probar el empleo del cloro para elimi
nar los protozoarios, aunque se deben considerar los efectos
subletales que han sido observados por Thatcher (1977) cuando
es anadido directamente al agua de los cultivos, por lo que -
probablemente sea mejor utilizarlo {inicamente como solucidn -
de enjuague para las larvas retenidas en el tamiz al realizar

los cambios de agua en el cultivo,
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