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RESUMEN

Limulus polyphemus es una especie que ha sido poco estudiada en
Mexico, y que se encuaentra en peligro de sxtincidn. Este trabaljo
pratends ser un medio para dar inicio a acciones concernientes a
su canservacion, va que se estudia el desarrolle de embriomes,
larvas vy primeras fases juveniles an cautiverio. Se visito Isla
Aguada, Campeche, para la localizacibén de nidos y colecta de
huevecillos, los que se tramsportaron a la Cd. do México y se
instalaron en acuarios. Se probaron 3 diferantes temperaturas
(25, 30 vy 35*°C) para conocer cual de estas as la mis adacuada
para el desarrollo de las etapas aembriocnarias vy larvaria.
Adicionalmente 88 caomparo al efecto que tiene el utilizar
contenedores sin sustrato y con sustrato (arena). Se probaron
diferentas tipos de alimentos (fartilizantes organicos y
Artemia__sp) para conocer cual es el mas adecuado para las fases
Juvaniles. Los reasultados muestran que 30°C es la temperatura
optima para el desarrollo embrionario y primeros juvenilaes. La
manor sobrevivencia se presento en los contenedores con sustrato.
Ladrtamia sp resulto ser uno de los alimentos mias adecuados para
las fasas juveniles.

Palabras clave: Limulus polyphemus, Temparatura, sustrato,
degsarrollo larvarto.

ABSTRACTS

Limulus polyphemus is a species which has besen few studied in
Maxico. This species is in extintion danger. This work pretends
to be a way for initiate actions for its conservation, becausae
this is a wstudy of ambryos, larvae and Ffirst juvenile
devalopment fases 1In captivity condictions. Isla Aguada,
Campeche was visited for colleting nest which wera brought to
Maxico City and installed under aquary condictions. Thrae
ddifarent temparatures ware settled (25, 3O and 3S°*C).

Aditionaly containers with sustrata and without sustrata were
used. Ddiferant tipes of food (organic fertilizaers and Artemia
sp) for alimentation of juveniles were used. The results showed
that the optimal taemperatue is 30°C for embryonic and larvae
development. Mimor survival rates occurred 1in containers with
sustrata. Artemia sp is the best fud for juvenile fases.

kay Words:limulus polyphemus Tamperature, sugtrata, larvae
development.



INTRODUCCION

Limulus pglyphemds especis mejor conocida en México como la

"Cacerolita de mar" o "Mesh”" en lengua maya, pertensce al grupo

de los artrdpodos merostomados (Subclase: Xiphosura,
Orden:Xiphosurida, Suborden:Limulina, Superfamilia:Limulicea,
Familia:Limulidae) que se remonta al p-r(adc devénico, hace ya

350 millones de afos, de aqui radica su importancia desde el
punto de vista evolutivo, ya que es un organismo pancrénico.
ademds ti-nnrgran importancia en la medicina, ya que a partir de
de su hemolinfa (sangre) se eslabora el LAL (Lisado de Amebocitos
de Limulus) que es un agentes de dicqnéutico para la deteccidn de
endotoxinas bacterianas.

A p.iar de que existe un gran nimero de 1nv..tfqaclonnl
refarentes a Limulus, é-ta- se han centrado principalmente
sobre cuestionss biomedicas, Filiolégicli y -coléqical, siendo
pocas las tendientea a conocer las primeras fases de su ciclo
vital.

En los Estados Unidos esta especis ha sido objeto de
numerosos estudios, siendo la mayoria de las contribucionas
sobre su biologfa basica .Nhtltoria natural de Shuster (1948,
1950, 1953, 1934, 1957, 19460, 1962,1979,1982 a v b) vy Rudloe (1978,
1979 a vy b, 1961),

En Mdxico existen pocas referencias acerca de Limulus
ralyphemus tales estudios estan enmarcados an cuestiones sobre
la citologfa de la hemolinfa (Gonzdlez-Guzman et al, 1967); la
morfologfa de amebocitos (Sagura et al, 1980); biologfa basica
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(Chavez Yy Mufoz, 1973); d-mograffa (Gédmez-AQuirre, 1979, 1980,

198%5; Informes Técnicos Biclogf;- de Campo, Facultad de Ciencias,
1986, 1988, 1989); comensalismo (Pineda Lopez, 1979); riesgo de
extincidn (Emcalante et al, 1980); as{ como mantenimiento de
huevecillos y larvas sn laboratorio (Gonzdlez-Uribe y Ortamga
Salas, 1991).

La eaexistencia de pocos estudios sobre el desarrcllo post
ambrionario de Lim miig, PUusde ser causa de que aun
no ha sido establecida una metocdologf{a para cultivar Jjuveniles
(Bekiguchi, 1988),

Las primeras fases de vida libre de L. polyphemus son vitales
para la sobrevivencia de esta especis, de agui el int.r‘; de un
estudic' de aests tipo, va que conocisndo mfs sobre la reproduccibdn
in vitro as{ como cada una de sus fases, se podran llevar a
cabo reliberaciones en masa a los diferentes litorales de 1la
Pan{rsula de Yucatén con la finalidad de recuperar las
poblaciones naturales y as{ contribuir & la conservacidn de este
importante grupo de artropodos, qus come lo han consignado
diversos autores as encuentra en peligro de extincidn (Escalante
et al., 19803 Gémez-Aguirre, 198S5).

Recientemente - en nuastro pafl 88 han iniciado
investigacionas referantes a Limulug reconociendo  su valor
bloléqico y 8u potencial como recurso natural, estas se han
anfocado principalmente sobre aspectos d.maqriflcol. La inguistud
de realizar el presente aestudio uurgtd a partir de ideas
planteadas en los cursos de Biologfa de Campo: "Introduccidn a la
Demograf{a de Limulug polyphemus L."; "Demografia de Limulusg
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fal 1) , BUS dreas de arribazén en los litorales de

Campache" y "Demogratf{a de Limulug polyphemus 111, estudio de la
poblacidn an Isla Aguada y Laguna de Términos, Campache"

({Informes Técnicos, Facultad de Ciencias, UNAM, 1984, 1988 y 1989
respectivamente). En dichos curscs se plantsaron objetivos que
pretendieron, estimar {ndices de r.produc:tén. localizar y
svaluar poblaciones de Jjuveniles y adultos, astimar la
sobrevivencia de larvas an condiciones naturales Y
sxperimantales, etc.

El rigor de tales investigaciones, justifica la necesidad ds
continuar con los estudios d-moqriftcos de Limulus, aunado a que
como es bian sabido las poblaciones de la "Cacerolita de Mar"
sstin an peligro de extincidn.

Las poblaciones de L, _polyphemug que. habitan las zonas
litorales, sublitorales @ insulares del Banco de Campeche estén
siendo wsometidas a procesos de impacto ambiental por diversas
circunstancias (-xpanuién de la industria pestroclera, crecimisnto
de dreas portuarias, urbanas y tur{aticas) que se manifiestan
deteriorando los habitats naturales de Limulum, con la
consiguiente disminucidn de las poblaciones, hechoc que ss ha
venido observande durante las Udltimas tres decadas (Gémez-
Aguirre, 1983), ‘por lo que de manera urgente, es necesaric
realizar investigaciones sobre su blolog{a.

Conociendo la prablcm‘ttca que existe en México al respscto, se
decidid realizar la pressnte lnvontigactdn para propugnar sn las
medidas para su pratoc:tén. y an  otro sentido conocer al
organismo en si mismo.
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ANTECEDENTES

BIOLOGIA GENERAL DE [imulug polyphemus.
DISTRIBUGCION
mu olyphemus L. s una de las cuatro sspecies actuales

de Xifosuros (Shuster, 1982b) y la dnica que habita en el

continsnte americano. Las otras tras sspsciss
Tachypleus tridentatus Leachg T gigag (Muller) Leachj y
Carcinoecorplius rotundicaida Latreille ses localizan en al
Indopact¢ico (figura 1) en Malasia, Singapur, vietnfm,

Tailandia, Borneo, Mar de China, Golfo de DBengala, Indonesia,
Islas Filipinas y sur del Japén (Shuster 1982b; Sekiguchi st al,
1988). - )

En nuestro pa{l. las poblaciones de e ROlvyohemus se
distribuyen wdlo aen la Penfrnsula de Yucatén (GAmez-—
AQuirre,1987); y en los Estados Unidos desde la Florida hasta el
estado de Maine (figura 2) (Shuster 1982b; Rudloces vy Rudloe,
1981).

En estudios recientes sobre demograff{a en nuestro pais
(informes tecnicos Biologf{as de Campo, Facultad de Ciencias,
1986, 1966) me localizaron los principales sitios de reproduccidn
en la penfnsula de Yucatdn (Figura 3) entre los cuales dastacan,
por la magnitud de las arribazones, rio Lagartos (Yucatan) y la

Laguna de Términos (Campeche).

REPRODUCCION

Durante las estaciones de primavera y verano, en los dias de
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las maximas pleamares, los arganismos adultos salen a las playas

aranosas en dgrandes grupos a reaproducirase (ar?lbazdn). El
apareamiento ocurre en la linea intermareal. La hesmbra, mas
grande Qque el macho, arrastra a ‘lt., qua la sujeta con sus
peadipalpos modificados an forma de garfio por sl dorso opistomal,
hasta el momento de la puesta que ocurre una vez que la hembra ha
sesleccionado al lugar para cavar su nido, dondes depcsita los
ovulos para ser fecundados por el macho (Cohen vy Brockman,
1983; Shuster, 1953, 19682 a y b,

€l nimero de husvecillos por nido pusds variar de 2000 a 30,000
(Cohen y Brockman, 1983). El nido tiens aproximadamente 15-20 cm
de profgndidad e igual diametro, a easta profundidad fluys ®l1 agua
1nnt-rlé1c1a1 que habra de mantenear el desarrollo de los
embriones y la primsra fase larvaria (Gomez-Aguirra vy Flores-

Moran, 1987)

DESARROLLO EMBRIGNARIO

€1 bhuevo de Linmulus es del tipo centrblecito (Brown vy Knours,
19735, con gran cantidad de vitelo. Esta cubierto par una gruasa
membrana llamada corion (envoltura del husvo o membrana externa).

El corion asta constituido por dos capas una interna denominada
lamina basal y otra externa llamada envoltura vitelina (Dumont vy
Anderson, 19467). Sobre esta membrana hay una capa delgada vy
transparente constituida por una sustancia gealatinosa adhesiva.

Brown y Clapper (1981) describisrcn sl desarrollo de (Limulus
usando fotoqraffal de embriones reconociendo 21 etapas desde la
_fecundacidn del ovulo hasta el momento de la eclosidn. 8in
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enmbargo existe dificultad en identificar con claridad los rasgos
extarnos de algunas de estas stapas. Alternativamente, Sekiguchi
et al (1988}, mostraron todas éstas etapas del desarrollo
eambrionaric con ilustraciones. Cada una de estas etapas se
muestran en las figuras 4 y 5 a-c.

Para <fines practicos se propone la siguiente tabla basada en
los informes técnicos de las biologfas de campo (1986,1988 vy
1989), modificada para esta inv--tigactén. que simplifica al
seguimiento de las fases del desarrollo embrionario vy evita

racurrir a tecnicas que utilizan sustancias que pusden dafar al

huevo.

i...HUEVO DE PRIMEROS ESTADIOB (HPE) Coloracién verds oliva a
.. amarillo claro. 1.6 a
1.8mm. de diamatro.

2...HUEVO DE ESTADIOSB AVANZADOS (HEA) Huevo hialino en el
cual , Be obsarva al
embrion en desarrollo.
1.8 a 2.1mm. de
didmetro.

3...LARVA PRE-ECLOSION (LPE) Huevecillo hialino en el
que se observa a la
larva totalmente formada
y la cual presenta
movimientos de rotacidn
y da batimiento ds sus
apsndices.

Dependiesndo pr;nctpalmontc de la temperatura, los husvecillos
se puesden desarrollar en un p.rfcdn cuya duracién pueds ser de
unas cuantas semanas a varics meses hasta la sclosidn de la larva
trilobita (Jelga y Costlow, 1979,1982).

Se ha reportado que bajo condiciones éptlmnu. mas del S0% de
los huevecillos alcanzan la fase de larva "trilobita", mientras
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que en combinaciones de baja temperatura (20°C) y wsalinidad

(10-150/00) la sobravivencia es notablemente menor (Laughlin,
1983),

c N_ Y LARVA TRIL TA
La primera fase de vida libre de L. pglyphemus se denomina
Larva " trilobita" por su semsjanza con los va extintos

trilobitas, quienes presentan una tagmoeis similar: caefalotorax,
abdomen y pigidio (Gomez-Aguirrm y Florws-Moran, 1987). Asimismo,
algunos autores la han denominado como "instar i (Sekiguchi,
19883 Brown y Clapper, 1961).

La eclosidn de la larva "trilobita" susis darss esn 1 término
de un'_cicla lunar de tal manera que al raetornar las altas
plsamares, astas raemueven los nidos y las larvas son liberadas
hacia la planicie inmediata o bien son arrastradas a las marismas
O pantanos del sistema insular en donde continuan su crecimiento
gradual y lento (Gomez-Aguirre, 1987).

La larva "trilobita" realiza sus desplazamientos por natacidn
Y propulsidn que le ofrecen sus apendices abdominales
(branguf{fercs) en posicidén dorsal, de manera semsjante a como 1lo
hacen los crustaceos brlnquiépodo. como Artem (Gémez
Aguirre y Flores ﬁorln. 1987).

En la larva trilobita adn no se encusntran completaments
desarrollados los sistemas circulatorio y digestivo (Barnes,
19903 Shuster, 1788a). La larva pressenta una provt-tén de vitelo
que ls permite enfrentar las inestabilidades tréflc:l en su

ndbitat (fig &).
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Aproximadamente una semana desples de gue la larva "trilobita"
abandorna el nido, muda y pasa al primer limulito (En la
literatura e la ha denominado "first tailed"” o "lInstar 1I1%").
Para evitar confusionea con los términos utilizados tanto para la
larva "trilobita" como para las posteriores atapas, se decidio
adoptar el concepto "limulito" de acuerdo con la terminologfa
propussta por Gém.z—Aguirr. y Flores—Moran (1987) para nombrar
las fases Jjuvenilaes.

El comportamiento del animal cambia abruptaments en esta muda,
as decir, cesa la actividad natatoria nocturna caracteristica de
la larva "trilobita" (Rudloe, 1979b) y llega a ser un animal
b.ntén{co que alternativamante deambula en la superficis del
sustrato o se entierra en la arena.

Recientesmente Brown y Clapper (1981, describieron loe
procedimiantos para colectar gametos, incubar embrionss y
mantenar adultos, logrando desarrollar organismos hasta la fase
limulito 11r (instar IV) Esta fass tambidén se logro en
laboratorio (Informe Técnico, 19835) y reciantes investigaciones
han alcanzado la fase limulito VI (Gémez-Aguirre com. pers.).

Sekiguchi (1988), cultivd organismos obtenidos a partir de
husvecillos f.r&tlizado- artificialmente, alcanzando la Ffase
limulito XIII (Instar XIV), manteniendolos bajo un rango de
temperatura de 30 a 35°C y en diferantes salinidades (20, 25, 30
y 35 o/oc0), con recambios de agua diariamenta y con una dieta a
base de Artenia sp, lombris de tierra vy almeja. No obstante,
easte autor no menciona las condicionss, la cantidad y la



regularidad con la que es proporcionado sstos alimentos y cual de
ellos es @l mds adecuado.

Es de hacer notar que el nimeroc exacto de mudas regueridas para
alcanzar la madurez sexual y @l tiempo gue llegan a sobrevivir

los animales vya maduros es adn desconocide. De acuerde con

Shustaer (1954, 1960) Limulus toma de 9 a 1l afos vy 19 o mds
mudas para llegar a la capacidad reproductora, sin ambargo,

estos calculos son estimaciones. A consideracicnes similares se
llega an los astudios de la demograffa de L. oolyphemus en la
Penfnsula de Yucatdn (Informes Técnicos, Biolog{as de Campo,
Facultad de Ciencias, 1986, 1988).

Laughlin (1983), menciona que las primeras stapas de desarrollo
de L;_iggixgggmy! tcl-ranvvariacionnl amplias de temperatura vy
salinidad (20~-35*C vy 10-35 o/00) dentro. de los cambios
ambientales normales, aunque comparativamente son mas sensibles a
bajas temperaturas que a bajas salinidades. Fluioldgicam.nt-
Limulus polyphemus es una especie que estd bien adaptada al

"strass" termico y osmético de la zona intermarsal (Robertson,

1970).

AREA TA

Isla Aguada s.vlccaliza en la porcidn noreste de la Laguna de
Términos (fig. 7). Es una region caracterizada por presentar
abundantes bajos y canales, ademés de tener influencia marina, va
que existe un flujo de agua oceénica hacia sl interior da la
laguna  por la Boca de Pusrto Real, por lo que se mantienen
valores elevados de salinidad (30 a 40 o/o0).
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El tipo de marea es mixta (con dos pleamares o bajamares

marcadaments desiguales en cada dia de marea), con una amplitud
de 0.45m.

El sedimento de la Laguna de Términos esta constituido por
arena, limos y arcillas. La distribucidn del tipo de grano varia
en las difersntes zonas de la laguna debido principalmente a las
corrientes y al aporte de los r{os. En la zona existe  una
predominancia del grano fino represeantado por limos y arcillae
sisndo el aporte pluvial el posible causante dsl ssdimento
caracteristico. Por otro lado, en la zona Este (que incluye a
lsla Aguada) los sedimentos dominantes son las arenas
carbonatadas, cuyo contenido de carbonatos de calcio, alcanza
vclorcui comprendidos entre el 30 y el 75%, que proviensn de las
cnliznn‘d. la placa de Yucatin atravéas de escurrimientos, oleaje
y <descarga del r{c Candelaria (Y‘a.z-Corr.a, 19633 Phlerger vy
Ayala, 1971).

El clima raegiocnal es cdlido himado, del tipo Amw (ig) de
acuerdo al sistema de Koopen modificado por Garcia (1973). Con

Vdo- estacionses de lluvias separadas por una temporada seca .ﬁ
verano y una en invierno. La temperatura maxima wes de 36°C
durante el verano v el valor m{nimo es de 22°C registrandose en
el invierno.

La precipitacidn pluvial promedio es de (4600 mm con un
intervalo que va de los 1200 a 2000 mm. Se definen tres epocas
climadticas marcadas: alperiodo de secas de <febrerc a mayo,
t)pariodo de l1luvias de junio a octubre y clperfodo de nortes ds
octubre a febrerc. (YaXez-Arancibia y Day, 1982).
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l.a salinidad varia dspendisndo de la epoca del ado, durante la
estacidn de lluvias desciende hasta 15% y en apoca de nortes
hasta 4%, mientras que en la spoca ds seca aumanta hasta 342 o
mas, Existe una graduacién de la smalinidad hacia 1la region
continental debido principalmente & los aportes fluviale en esta
zo0na (Amezcua y Y&Fez-Aranciabia, 1980).

La v-gntacién emergente en las margenss ssta conatituida por
palmeras Yy diversas espscies de mangle, entre las que destacan
por su abundancia Rhizophora mangle (mangle rojo),
Avicenie Qerminans (mangle negro), Laguncularis racempsa (mangle
blanco) y QGConocerpus erectus. La v.q.ta:tén sumergida aestd
Formndg por pastos marinos (Thalasela, Heloaule vy Syringodium)
que constituyen importantes praderas ubicadas en las regiones
cercanas & Isla del Carmen @ Isla Aguada (YéAez-Arancibia y Day

1982).



OBJETIVOS

Conocer en base a un eansayo .xp-rim.nﬁcl cual es la tempsratura
mids adecuada para el dasarrollo embriconario y en cual ss obtisne
mayor sobrevivancia de larvas y primeras fases Jjuveniles,

Evaluar el sfecto de un sustrato (arena) en la - sobrevivencia
de bhuevectillios, larvas y primeras fases juveniles.

Ccnoébr que tipo de alimento es m‘- adecuado para la nutricidn
de juveniles de

Destacar las primeras fases de desarrollo mediante
Fctomtcrnqraf(a- de embricnes, larvas y primercs Jjuveniles ds
L. oolvohemus
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MATERIAL Y METODO
Colacta de nidos

La busqueda da nidos de L. polyphemus se realizd principalmentes
an Isla Aguada, Campeche, haciendo tambi@én algunas exploracionss
on islas aledafas (Cabrera y PAjaros) (figura 7), en septiembre y
noviembre de 1990 y marzo de 1991, Se visitaron estas
localidades en condiciones de marea baja durante per{odos de luna
llena, lo cual facilita la bdsgqueda de nidos.

En todas estas localidades se realizd un transecto an la linsa
intermarsal vy se buscaron nidos escarbando an la arena (con una
cuchara de albaiileria) hasta una profundidad de 10 a 20 em.

Las my-ltra- de nidos fuerén transportadas a la Cd. de México
en una hislera s instaladas en acuarios en sl Laboratorio . de
Dinamica de Poblacionas y Acuicultura del Instituto de Cieancias

del Mar vy lennloqf. de la UNAM,

Irabajo de Laboratorig
. Los huevecillos ses mantuvisron bajo condiciones controladas de
temperatura (235, 30 y 33 °C), salinidad (25 a 30 ©/00) vy pH
(7.5 a 8.5), probando el sfecto de su 1ncubac16n en 2 mediom: uno
con sustrato ar.nsua y otro sin sustrato.

Para facilitar el manejo y contso de los husvecillos se usd una
caja de petri (9 x 1 em) como contenesdor.

Cuando se utilizd sustrato, el contenedor se lleno primero con
arena obtenida por tamizado de la zona da colecta, se colocaron
los huevecillos y se cubrieron con esta misma. Posteriormente se
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procaedid a sellar los contenedores con una red de tul de imm de

luz, para evitar su perdida.y dafo al manipularlos. Cada grupo
exparimental estuvo constituido por 50 huevecillos; ya que un
nimero mayor ocasiona que sean atacados por hongos (obs. per.).

Los contenedores se colocaron en acuarios con una capa de
conchuela provaniente aal lugar de colecta para proveer
carbonatos de calcioc en solucion y mantenar el pH estable. En
cada acuario se coloce un Ffiltro gque mantuvo al agua an
cireculacidn por madio de aareacién constante con una bomba para
acuario. Se instalaron un total de 3 acuarios, que
correspondieron a cada una de las temperaturas ensayadas,
colocando en su interior dos contenadores, uno con sustrato vy
otro sin sustrato (figura 8).

El control de la temperatura se realizd utilizando termostatos.
Para evitar la formactén de algas en las paredes de las pecaeras
s@ forraron exteriormente con pléstico negro, asimismo la
superficie externa dae cada pecera se cubrid con pléstica
transparente con la finalidad de controlar la evaporacidn y por
enda la salinidad, especialmente en las peceras de 30 vy 35°C,
permitiendo la penetracion de luz.

Se realizaron censos periddicos, separando los huevecillos de
acuerdo a su fase de desarrcollo, basandose en la tabla que
simplifica el seguimiento de las fases del desarrollo
embrionario (ver antecedentaes).

Una - vez ocurrida la eclosidn, las larvas trilobitas, oe
instalaron en contenedores con las mismas caracteristicas que al
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incubar los huevecillos. A las larvas trilobita no se les

properciono alimento, pues, como ya se menciono, cusntan con
reservas de vitelo. Una vez que mudaron y pasaron a la fase
limulito I, se les proporcioné alimento comercial para alevines.

Para conocer lo factible de utilizar Arignis Sp y dos tipos de
fartilizantes organicos (vacaza y mangle) como alimento de
juveniles, se mantuvieron en acuarios adicionales larvas vy
juveniles a los que se les proporciono Artemjs sp viva. En el
casc da los fartilizantes orgénicos se les proporciono en forma
de detritus a partir de vacaza y de un fermentado de hojas de
mangle.

La vacaza es utilizada como fertilizante para la alimentacion
natural de Artemis gp (Ortega-Salas A.A,, com. pers.) podria ser
adecuada para la alimentacion de las primeras fases juveniles de
eimilus.

Se decidid utilizar el fermentado de hojas de mangle porque los
bosques de manglar al aportar considerables cantidades de
hojarasca y materia organica contribuye en gran medida a la
formacién ds detritus que se incorporan a la cadena trofica en sl
sistema lagunar estuarinoc de la Laguna de T‘rmtnol.

La vacaza también es una fuente para la obtencidén de materia
argintca an forma de detritus,

El fermentado de mangle se preparo tomando 200 g de  hojas de
mangle rojo (Rhizophora manglg) obtenidas en lsla Cabrera, se
licuaron con 500 m]l de agua del mismo lugar, sn @l caso de 1la
vacaza se mezcld el excremento de vaca fresco con agua, cada una
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de estas mazclas se coloco por separado an frascoas
harmeticamente® caerrados y puestos al 80l por dos semanas,
destapéndnlos diariamante para permitir 1la salida dal gas
formado. Con la materia organica obtenida de esta forma se
procedio a fertilizar los acuarios mencionados con 20 ml de estos
praparados cada tarcer dia.
Asimismo, sSe afectuo el seguimiento del las primeras fases del
desarrollo de Limulus, tomondose FotcmicrograFfal de huesvecillos,
embrines, larva trilobita v fasaes limulito a partir de material
vive vy +ijado.

Sea utilizaron los sistemas astarecscbpico vy 6pt1co con  un

adaptador para camara.



RESULTADOS

De campoi

En septiembre des 1990 scolamente se encontraron nidos en Isla
Cabrera, los cuales estaban constituidos por huevecillos en las
primeras stapas de desarrollo (HPE).

En Noviembra de 1990 solo se visitd Isla Aguada y no se
eancontraron nidos.

En Marzo da 1991 se sncontraron nidos en Isla Cabrira los
cuales ss hallaban sobre y bajo la linea intermarsal. Estos nidos
sstaban constituidos en su mayoria por husvecillos en estadios
(HEA), ademas de lldunal larvas formando parte de ellos. Lo
nidos we encontraban sobrespusstos por lo cual no s podian
-dalimitar, se hayaban superficialmente y llegaban a manifestarse
hasta profundidades de 20 a 40 cm.

Se observo que hay un alto grado de depr.dlctén (no
cuantificeda), por parte de algunas aves (gaviotas), scbre ‘los
nidos de L, polyphemus

Los ragistros de los nidos en el campo pueden dar una
aproximacidn de los posibles picos reproductores en los qdo
ocurrisron las arriblqu.q“{mgrzo y agosto)j sin embargo, se
requisre un muestreo completo y mas intensivo para corroborarlo.

Isla cabraera, ‘|n pusde considerar hasta el momento como el
Ynico lugar en la Laguna dq‘J‘ymlnou donds ocurren arribazones vy
por ende anidacionss. Esta localidad ses sncuentra muy cerca de
Isla Aguada (aproximadamente 2 Km) 1o cual pusds representar, ‘a

‘eorto plazo, un peligro para esta localidad que se mantienes ain
con poca alteracidn.
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D rios -

La tabla I muestra las condicionss ambientales (temperatura,
salinidad y pH) en los snsayos rsalizados del 4 de marzo al 2 de
Jjunio de 1991, (can y sin sustrato). En ssta tabla se observa que
la temperatura se mantuvo sstable y las variaciones que se
preseantaron ocurrieron en forma gradual. En el caso de la
salinidad las fluctuaciones fueron maycres en los ensayos
correspondientes a 35°C, en los cuales se presentd la mayor
dulviacién, esto ocasionado por la constante -vaporlcién.
Amimismo en @l caso del pH, las variacionss que se presantaron
fueron tambidn de forma gradual.

En la‘'tabla II se muestran los resultados de sobrevivancia en
dichos wensayocs, en esta se observa que en los tratamientos sin
sustrato se alcanza la fase limulito I (FL1), en contraste con
los tratamientos con sustrato, en los cuales sblc se alcanzo a
obtener a la larva trilobita (LTR).

En las graficas de sobrevivencia (figuras 9, 10, 11 y 12) se
observea el efecto de la temperatura en la sobrevivencia de
husvecillos, larvas y primera fase limulito. La mayor
sobrevivencia ocgrrid en todos los ensayos sin sustrato. Al
comparar la scbrevivencia entre las tras temperaturas ss observo
que la mayor se consigue a 30°C ya sea con sustrato o sin
ol.

La figura 13 muestra la mortalidad a partir de husvecillos en
cada una de las temperaturas snsayadas, con sustrato, tomando en
cusnta los df{as transcurridos. En esta grdfica se observa que a
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25°C la mortalidad se mantiens constante hasta sl dia 40, cuando

[ 1] estabiliza y se mantisne hasta el dia 45, en este ciclo se
mantuviercn larvas prnlclqntén y larvas trilobita. Una curva
similar se presanta a 30°C, perc hasta el dfa 30 an donde tiende
a westabilizarse, sin embarge vuslve a casr en el dia 38.
Durante ests ciclo tambien se tenian larvas presclosidn y larvas
trilobita.

A 3%°C la mortalidad se mantuvo constante hasta el dfa 43 aen
que murioc toda la poblacidn. Esto debido posiblaments a gue
algunas de las condicionss no son adecuadas para estas fases.

La figura 14 muestra la mortalidad a partir de husvecillos en
cada una de las tlmp.rlturi- ensayadas, sin sustrato, tomando an
cuenta los d{as transcurridos. Se pueda observar que a 25°C sa
presento una alta mortalidad a partir cdel df{a 22 registrandose
mas del SO% de individuos muertos hasta el d{a 40 sn donde se
eastabiliza la curva hasta llegar al dfa 44 donde vueslve a caer,
~en este ciclo se mantuvieron solo larvas preseaclosion.

A 30°C la curva se estabiliza a partir del dia 40 hasta el d{ar
60, sn este p-r{cdo se mantuvieron larvas tilobita y fase
limulitoe I. La curva vuelve a caer y ss estabiliza nuevamente
a partir del dia fa hasta el dia 92, en este periodo soclaments se
encontraban organismos di la fase limulito I.

A 35°C la curva se estabilizd a partir del dia 42 vy se mantuve
hasta el dia 61, en este p.r(odo se sncontran larvas trilobita e
individuos de la fase limuluito I. Todas las caf{das coinciden con
®1 momento de la muda, en el cual son mis sensibles.

-19~



m ham como oqrganismo integrante de la Fguna
bentonica tiens una astrecha relacion con los diferantes tipos de
sustratos (arenas, arcillas y limos). Sin esmbargo, los ensayos
realizados con sustrato aranoso mostraron que easte tiane un
efacto negativo (disminucisn de la sobrevivencia) an condicicnes
de cautiverio, por 1o que resultaria interesante realizar
experimentos en condicines diFir.nt-- (p.e, utjilizando conchuela,
y prcbango diferentes granos.

Con iuntrata al comportamiento as muy limilar_
indepandientements de la temperatura como se obsearvo an las
figuras 9 vy 11. Esto mismo se ve sn la figura 13 correspondisnte
a la m;rtaltdad. Este comportamiento podria ser diferente al
utilizar cualquisr otro tipo de sustrato.

En condicionss naturales s] sustrato protege a los nidos de sus
depredadores mas potenciales, lo cual podria representar una
vantaja que compense el efecto negativo en la sobrevivencia.

La tabla III muestra los tiampos promedios de eclasion y -de
obtencion de 1a fase limulito I. La figuras 15 y 16 muestran las
graficas corraeaspaondientes. Para la larva trilobita, a 25°C se
registraron los mayores tiempos promedio de dasarrollo. Con
sustrato arenoso fueron necesarios 52 dias y sin sustrato 69
dias, sin ambargo, sn este ultimo la sobrevivencia fue mayor. A
30°C se registro el tismpo mas corto siendo necesarios 38 dias
para la eclosion ds la iirva trilobita con sustrato arencso y 30
diam sin sutrato, en este ultimo la sobrevivencia fue
notablemente mayor (31 larvas) sn comparacion con el ensayo con
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sustrato arenomso (3 larvas). A 35°C el tiempo promedio fue de 30

dfas para el aensayo con sustrato arenoso y da 32.5 dias sin
sustrato, siendo la sobrevivencia notablementa mayor en sl snsayo
sin sustrato (15 larvas) en comparacién con el enmayo con
austrato (2 larvas).

Asi pues, la temperatura es un factor que influye en la tasa de
desarrollo. Estos resultados musstran que a 30 vy a 35°C el tiempa
de eclosidn ss el més corto en comparacidn con 25°C. Esto ws mas
notable en los ensayos realizados sin sustrato.

En el caso des la fase limulito I no se consiguio a 25°C tanto
con sustrato y sin el. A 30°C se requirieron 38 d(nl, con
sustratd, y 48 dfas, sin sustrato. A 35°C, sin sustrato, se
regquirieran 56 dfas.

La figura 17 muestra los tismpos en los que se alcanzo cada una
de las fases de desarrollo, desds el huevo hasta la larva
trilobita, sn los ensayos realizados con sustrato. En esta figura
se Observa qus los husvecillos de primercs estadiocs (HPE) a 25 °C
permanacen en esta fase durants 40 d{as mientras que a 30 vy
35°C, durante 43 d{as. En sl caso de los husvecillos de estadios
avanzados (HEA) a 25°C permanecen 26 dfa-, requiriendo 35 dfas a
30°C y 30 dias a SS’G. Para la fase de larva pr.o:loltén (LPE) a
25°C se requirieron 24 dias y a 30°C y 3%‘C 19 dfas. En el camo
de la larva trilobita (LTR) a 25°C la msecusncia fue de 21 dfas, a
30°C de 18 dfas y a 35°C ds 9 dias.

La figura 18 muestra los tiempcs en los que se alcanzaron cada
una de las Fases de desarrollo desde el huevo hasta la fase
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limulito I, en los enmsayos realizados sin sustrato. En esta
figura ss observa que los husvecillos de primeros estadias (HPE)
parmanecen durante mas tiempo en esta fame a 25°C (43 dias) y un
tiempo comparativamente menor a 30°C y 35°C (22 y 23 dfas
respectivamente).

En ®1 caso de los husvecillos de estadios avanzados (HEA) el
tiempo més corto (16 y 18 d{as) ocurrio a 30 y 25°C
respectivamentes, a 35°C fueron necesarios 28 dias .

Para la fase de larva prn.clo.ién se regquirieron 54 dias a
25°C, v a 30 y 35°C fue necesario menos de la mitad del tiempo
(27 y 23 dias respsctivamrnte).

En el'caso de la larva trilobita (LTR) a 25°C la secuencia fue
de 25 d(al. siendo ce mayor duractén para 30 y 35°C (57 y &8
dfas respectivamente).

Para la fame limulito I a 30°C la secuencia fue de 75 dias Yy a
35*C de 44 dfl., a 25°C no se conltqulé enta fasme. .

Al comparar los resultados, tanto con sutrato como sin iltl. [ 1]
concluye que en el caso de HPE con sustrato la duracibén de la
secusncia fue del doble que sin sustrato (30 y 35°C). Para 25 °C
no hay dtf.r.nciaa Para HEA las secusncias mas cortas ocurrieron
en todos los ensayos sin sustrato. En el caso da LPE las
secusncias mas largas se sncontraron a 23°C tanto en los ensayos
con sustrato como sn aguellos sin -gltrato. En el caqo‘do (LTR)
las secusncias mas largas ocurrisron en los snsayos sin sustrato.

En condiciones naturales un factor muy importante es sl tiempo
de incubacidn de los husvecillos, el cual esta sincronizado con
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el ciclo de mareas, y si se presentara un desfasamiento, las

larvas pogrian quedar expuestas a las condiciones extremas des
temperatura y salinidad, lo cual significaria una alta
mortalidad.

En cuanto a la alimentacion, a los individuos que se las
proporciono Artemis viva, alcanzaron la fase limulito V y VI,
comparado con los individuos que se alimentaron con la materia
org‘nlca conseguida con los fermentados de vacasa y mangle con
los du- sdlo se alcanzd la fase limulito 111, lo cual indica que

la Artamia es un alimento adecuado para Limulus.

Replicam

Tomando en cusnta 1los resultados obtenidos en los ensayos
realizados en el per{odo marze a junioc de 1991, se hicieron dos
replicas para cada una de las temperaturas sin utilizar sustrato
(D.r(oda Junio-agosto de 1991). Esto con el objeto de sstimar la
necesidad de realizar un mayor numero de ensayos y de confirmar o
rechazar los primeros resultados.

La tabla IV muestra las condicioneas ambientales (tempearatura,
salinidad vy pH)u an estos ensayos. Al compararlas con las
de los ensayos realizados en el p-rfodo marzo junio, ss observa
que los rangos de temperatura son nfs sstables, lo cual pusde ser
un factor que contribuys a que haya mayor sobrevivencia,

La tabla V muestra los resultados de sobrevivencia en estos
ensayos. Para construir la gr‘Flca se promediaron las dos
raplicas realizadas para cada temperatura. Las gr‘#ica-
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correspondientas se muestran en las figura 19 y 20. En esllas se
observa el efecto de la temperatura en la sobrevencia de
husvecillos, larvas Y fases limulitoy siguiendo un
comportamiento similar a los snsayos del p.r(odo marzo Jjunio
(Figuras 10), Consiguisndo mayor nimero ds larvas trilobite vy
fase limulite I a 30 y 3I5°C. Lo cual confirma que la temperatura
s un factor desterminante en la sobrevivencia.

Em la tabla VI se musstran los tiempos promedio de -clouién de
la larva trilobita y de obtencidn de la fass limulito I. Las
figuras 21 y 22 muestran las qr‘Fica- carrespondientes.

En la figura 21 se observa que en el caso de la aclosidn de 1la
larva trilobita el tl.mpo'promodta mas corto se consiguio a 25°C
y a 3I5°C. A 3JI0°C el tiempo requerido fue de 28 dfas. Las
diferencias que se aprecian con el p.rfodo marzo-junio (tabla 111!
y figura 1S) es posible que hayan sido a causa da que las
condiciones fueron mas sstables en las replicas, en el caso de
25°C la temperatura minima fue de 22°C y en el pcr(odo marzo-
junio fue de 20°C. Lo cual pusds sxplicar la reduccidn en el
tiempo de eclosidn.

La Ffigura 21 muestra los tiempos promedic de obtnnctén da la
fase limulito I, la cual se vid en todas las tamperaturas
ensayadas. Al comparar estos resultados con el primer snsayo hay
una reduccidn en el tiempo a 25°C y a 3I5°C.

En los ensayos realizados en condiciones experimsntales se
alcanzaron las fases limulite 1 y II, por lo que es probable 'que
si =e hacen modificaciones a la m.todolcq{a se pusdan conseguir
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mayor nimero de estadios (ver discusidn).

Se tomaron datos meristicos de larvas trilobita y fase limulito
de organismos obtenidos durants las colectas y se compararon con
los obtenidos por Sekiguchi (1988), (tabla VII), existiendo
diferencias entre si. Estas pusden ser explicadas en terminos
scologicos, es decir, la pobla:ién de Carolina del Norts es da
una F.qtén Neartica y la de Isla Aguada de una Neotropical, lo
cual puede influir sobre la tasa de crecimieanto.

Las - tablas de regimtros (VIII a XVIII) con las que se
elaboraron las tablas de sobrevivencia se musstran en el anexo.

Las microfotografias obtenidas se muestran en el apartado

correspondiente.
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DISCUSION

Los resultados indican que lsla Aguada, localidad que podia
considerarse como vivero natural (informas Tecnicos, 1986, 1988 y
1989), ahora se ancuentra sn alto grado de perturbacidn por 1los
asentamientos humanos que hay en .las cercanias vy, mas adn,
recientsmente (marzo de 1991) se han presentado asentamientos
irregulares sobre los lugares ds lugares de anidacion. Esto,
auﬁada a la tala del mangle, explica la falta de nidos en una
zona que habia sido reportada como uno de los principales sitios
ds arribazdn an Médxico (Informes técnicos Biologfas de Campo
1986, 1988 y 1989).

En @l caso de la incubacién de huavacillos se propons
realizarla en contensdores a 30°C y sin utilizar sustrato,
durante un perfodo de 1% a 20 dfas. Una vez obtenida la larva
trilobita colocarlas en una pscera que contenga una delgada capa
de arsna que les permita enterrarse. A su vez tendra suficiente
espacio para resalizar sus movimientos natatorios, lo cual se
mantenia rastringido en los contenadores. Sakiguchi (19688),
utilizé contenadores ds diferentes tamados con una pesquafa capa
de arena para cada una de las fases limulito.

Otro factor que pueds ser importante concierns a resalizar
intercambios de agua lo més frecusntementa posible, Sekiguchi et
al (1988) realizaron sl cambio de agua diariamente, rsutilizando
[ 1] algunas ocasionss agua refiltrada. 8in embargo, asta
frecusncia puede significar un "stress" para los organismos, por
lo que es necesario hacer avaluaciones al respecto.

Entre otras modificaciones se proponen cambios en cuanto a la
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alimentacidn de los Jjuveniles. Sekiguchi et al (1988,
alimentaron juveniles de Limulug a partir de la fase limulito III
con Artemia sp, con trozos de lombriz de tierra y de almeja,
consiguiendo en alguncs casos la fase limulito XVIII. Por lo que
basandose aean los resultados de este autor y los conseguidos en
aste sxperimento, se pusds argumentar que la Ariemia es el mejor
alimento para juveniles, y pueds ser proporcionada a partir dal
limulito II.

Basandoss en los resultados obtenidos en este experimento se
concluys que la temperatura que arrcjo mejores resultados fue la
de 3I0°C. Lo anterior refusrza las observaciones de Laughlin
(1983), . quien sncontro que 31°C as la temperatura 6pt1ma dentro
de un rango amplioc de salinidades (20 a 3S0/00).

La temperatura an condicionss naturales varia sn el afo de 22 a
36°C y la salinidad de 30 a 40 o/00, ®wsto como wefecto de la
precipitacién Y .vnporncidn.

Los resultados obtsnidos en laboratorioc se podrian sxtrapolar a
las condiciones naturales, debido a que en el habitat natural se
dan las condicionss probacas en laboratorio y en algunos casos se
rebasan las mismas, esto ocacionado por sobrecalentamisntos que
se pusaden dar en fa- marismas.

En condiciones de laboratorio es muy importante obtener la
mayor sobrevivencia. En los trabajos de Sekiguchi et al (1988) vy
Laughlin (1983), se da wblo importancia al tiempo de desarrollo.
La finalidad en la pressntes 1nv-lttgac16n es la de enfatizar en
la sobravivencia, pero ademés en la tasa de desarrollo.
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Rudloe (1979), reporta una duracién de 5 semanas para el
desarrollo embricnario. Como r.-ultaé; de asta 1nvnlt1qac15n se
consiguieron fases larvarias desples de un pcr(odn que abarco de
3 a 4 semanas, 1o cual coincide més con las obsarvaciones de
campo realizadas por Gomsz-Aguirre (1979).

En cuanto al tismpo requerido para la cbtencidn de la fase
limulito 1, Laughlin (1983) encontro gquae a 30°C el tiempo fua des
20 dfas y a 35°C ss requirib por lo menos 7 dias m‘l, a 25°C ae
requirieron entre 41 y Si dfas y a 20°C ss requirieron entre B89
.y 176 dias ademas de pressntarse una alta mortalidad. En este
exparimenta s® confirman las observacionss de Laughlin .puss a
a 25!6.-- requirisron 4 semanas, sin smbargo, a 30°C existieron
difersncias puss aqui transcurrisron entre S y 7 ssmanas.

Este mismoc autor realizo un modelo de r.gr..tdn para calcular
el némero de df{as requeridos para que mude la larva trilobita vy

se consiga la fase limulito I3

t.cucclén de regresion»

Dfas para mudar= 3075 _ ||| 6T + 17.5T% — 7.2 + 208* - 0.86T X S
donde

TesTemparatura

S8=8alinidad ,

R=Coeficiente de Correlacion R=0.854

F=F test-Radio df=4,115

df=grados de libertad. . F=311 p<0.0001

Con esta ecuacidn ss construye el siguiente diagrama de
interaccidn linsal que predice los efectos de la temperatura 'Y
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ESTRVESIS Mo e
SALB BE LA BIBLIOTEGK

salinidad sobre la tasa de desarrollo de la larva trilobita, las

unidades contorneadas representan dfas.
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Esta modelo se aplica a los resultados obtenidos en esta
invoutlg,cién, por lo que pueds decirse que es extrapolable a las
poblaciones de México. Es de hacer notar que este modslo es Unico
en las investigaciones correspondientes al desarrollo de las

fases larvaria y juveniles de Limulus.
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CONCLUSION

La tempsratura, ss un factor determinante para sl desarrollo de
las primeras fases de vida de Limulus. Esta influya en la tasa de
desarrollo, siendo el tiempo mas corto para cada fase a 30°C. Una
temperatura mayor o menor hace que se increments el tiempo y la
mortalidad.

El uso de un sustrato arenosc en los contenedores 1influye
negativamentes en la sobrevivencia de los embriones y larvas. Por
lo tanto la incubacién se debe realizar en ausencia de sustrato y
una vez obtenidas las siguisntes fases cde vida libre se pueds
utilizar arena por su comportamiento excavador.

La qﬁ;gmlg dio buen resultado como alimento para las fases
juveniles, pero es factible qus pusdan ssr ugiliz.don otros tipos
de alimento (p. ®. anelidos, moluscos, pescado, algas etc.).

La Fotamicroqraffc es una herramienta muy importante para
el estudio de las fases smbrionarias y larvaria de (Limulus, Y

ofrece mayores ventajas que los dibujos.

Recomendaciones

El sustrato arsnosc utilizador en este experimento no es
adecuado para la tncubacién de huevecillos y si se probaran otros
sustratos (p. e. conchusla (conchas de moluscos trituradas o
enteras) o combinaciones de arsna conchuela y limos) se podrian
obtener resultados mas alentadores.

8i se prusban nusvas tdcnicas va sea de tincidn o . fotograf{cas
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e® podrian realizar muy diversos estudios que abarquen aspetos

tales como descripcién destallada cde las fases embrionarias vy
larvaria, asi como el seguimiento del desarrollo de organos en la
larva trilobita y postericres fases.

Los resultados de este trabajo muestran la necesidad de
continuar con las investigaciones sobre la roproducién de Limulus
en cautiverio.

Se requiere, por un lado, dar inicio a programas para la
prutnc:tén de la especie, tal y como actualmente mse lleva a cabo
en Asia (A-oclactén para al estudio vy prot.c:tén ds los
merostomados, en Japdn, qua vierte sus esfuarzaos para la
connnrvfctén de Tachvpleus tridentstus) .

Por otroc lado que las instituciones locales (Universidad
Autonoma de Cd. del Carman, Uni{veruidad Autonoma de
Campesche, CINVEBTAV Msrida, ldlm‘l,dl la UNAM en sus estaciones
de 1nvolttga=15n en Cd. del Carmen y Puerto Moralos) oriesntan sus
osfuerzos para realizar los estudios propusstos y desarrollen
programas que contemplen medidas para proteger y restaurar las

poblacionss naturales de Limulus.
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Figura 1. Distribucidn de lag aapacies asiaticas, circulos

blancos: T r 3 cfrculos: negros:t I, _gigass
estrallas: rein [l un 1 (Tomado de Sekiguchi et
al., 1988). ’
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Figura 2.

Distribucidn de Limulus polyphemus en al contiente
amaricano.

En punteado las zonas costeras donde se localizan las
poblaciones de L. polyphemus (tomada de Shuster, 1982b).
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Figura 3. Localidades en la Panfnsula de Yucatan donde sa@ han
registrado poblaciones de Limulus polyphemus, entre las cuales
destacan por la magnitud de las arribazone: Rfo Lagartos y Laguna
de Términos (Isla Aguada e Islas Asociadas)., (Basado en Informes
técnicos Biologfa de Campo, Facultad da Ciencias, 1986, 1988).
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FASE 1.1 FASE 1.2 FASE 1.3 FOBE 1.4

FASE 1.6 FASE 1.7

FASE 9 FASE 10 FASE 11

Figura Sa. Desarrollo embrionario de Limulus polyphemus estadios
} all, las membranas del huevo fueron omitidas. Estos estadios
88 anmarcan dentro de los huevecillos de primercs estadios (HPE).
Estas fases solo pueden ser observadas al tedir al huevo can rojo
nautro. (Tomado de Sekiguchi et al, 1988).
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FASE 12

FABE 20-2 -
Figura 5Sb. Desarrollo embricnario de b
astadios 12 a 20, las membranas del husvo fu.ron omitidas,

Estos
estadios se enmarcan dentro de huevecillos de estadios avanzados
(HEA) ., Esmtam fases se pusden observar ya que las membranas del

husvo son transparantes (Tomado de Sekiguchi sl al, 1988).

-4 1~



FASE 21

Figura Sc. Desarrollo embrionarioco de Limulus polyphamus
estadio 21. Este estadioc se enmarca dentro de larva preeclosion
{LPE) (Tomado de Saekiguchi et al, 1988).

QUELICERD .  MEMBRANA QUELICERD &
i

T,

) MEMBRANA ® X
ORIGINAL DEL HUEVD NHUDA EMBRIONARIA xlllxlv
X xv

EBTADID TEWPRAND ESTADIO TARDID

©

(d)

Figura & Desarrollo embrionario y desarrcollo larval de Limulus
polyphemus. (a) Embrion temprano. (b) Embridn tardio. (c) Tracto
digestivo ,llnno de vitelo @n la larva Trilobita. Observese la
sagmentacion del vitelo en la larva recientemente sclosionada vy
los seis lobulos de la glandula digestiva. (d) Fase "First
tailed" o Limulito I (tomada de Shuster, 1982),

—-42-
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MUESTRA DE
- HUEVECILLOS

CONTENEDORES
SIN SUSTRATO
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ESTADIOS RN
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S® | Tam® P

30°C

TERMOSTATO

CONTENEDOR FILTROD - _ CONCHUELA/ARENA

Figura 8. Disero expérimental de los ensayos realizados en
contenedores con v sin sustrato.

-84~



SOBREVIVENCIA
ENSAYOS CON SUSTRATO
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Figura 9. Grifica gque muestra la scbrevivencia de husvecillos,
larva trilobita y fase limulito'I, en los ensayos realizados con
sustrato en el per{odo marzo junic de 1991. HPE:Husvecillos de
primeros estadics. HEA:Husvecillos de estadios mis avanzados.
LPE:lLarva presclosidn. LTRiLarva trilobita. Fl.1:Fase limulito I.

FL2:Fase limulito II.
SOBREVIVENCIA
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Figura 10 Grafica que muestra la scbrevivencia oe husvecillios,
larva trilobita y fase limulito I, en los ensayos realizados sin
sustrato en el periodo marzo junio de 1991. HPEiHusvecillos de .
primeros estadiocs. HEAiHumsvecillos de estadios mas avanzados.
LPEsLarva preeclosidn, [ TRiLarva trilcbita, FL1:Fase limlito I.
FLZ:Fase limulito II. —a85-




SOBREVIVENCIA
ENSAYOS CON SUSTRATO
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Figura 11 Gréfica qua muastra la sobrevivencia de humsvecillos,
larva trilobita y fase limulito I, en los ensayos realizados con
sustrato. HPE:Huevecillos de primeros estadios. HEAi1Husvecillos
de estadios mds avanzados. LPE:Larva presclosién, LTR:Larva
trilobita, FL1:Fass limulito I. FL2:Fase limulito II.
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Figura 12 Grafica qus musstra la sobrevivencia de husvecillos,
larva trilobita y fase limulito I, en los ensayos realizados con
sustrato pnrfodo marzo Jjunio de 1991, HPEtHumvecillos de primeros
astadios. , HEAtHusvacillos de estadios mis avanzados. LPE:iLarva
presciosion.  LTR:Larva trilobita. FLi:Fase limulito 1. FL2siFase
limulito II. .




MORTALIDAD
ENSAYOS CON SUSTRATO
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Figura 13 Grafica que muestra la mortalidad en genmral apartir de
rusvecillos en los ersayos realizados con sustratoc en el parfodo
marzo junio de 1991.
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"Figura 14 Grafica qus muestra la mortalidad en general apartir oe
huevecillos en los ensayos realizados sin sustrato en el perfodo
marzo junic de 1991.
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TIEMPO PROMEDIO DE ECLOSION

@»—-0

CON SUSTRATO SIN SUSTRATO

TEMPERATURA
Bl 25c 3o°c as’%c

Figura 15. Grafica que muestra los tiempos promedio de eclosion
de la larva trilcbita en los ensayos realizados en el p.riocb
marze junio da 1991,

TIEMPO PROMEDIO PARA ALCANZAR LA
FASE LIMULITO 1
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Figura 16 Gréfica qus musstra los tiempos promedio de obtencidn
ds la fase limulito I en los srsayos rsalizados en al p-r(ccb
marzo junio de 1991.
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" TIEMPOS DE DESARROLLO
CON SUSTRATO

LTR 38C | : : = | | i
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Figura 17 Grdfica que muastra el tiempo necesaric para alcanzar
cada una de las etapas de desarrollo y el periodo de tismpo desds
al ingreso del primer individuo hasta la muerts o paso del Jltimo
indivicduo a la siguiente etapa. En los srsayos realizados con
sustrato an el perf{odo marzo junio de 1991. HPE:Husvecillocs de

primeros aestadios. HEAsHusvecillos de aestadios

LPEiLarva preecliosidn. LTR:larva trilobita.
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TIEMPOS DE DESARROLLO
SIN SUSTRATO
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Figura 16 Grdfica gus muestra el tiempo necesario para alcanzar
cada una de las atapas de desarrollo vy el perfodo de tiempo desds
el ingreso del primer individuo hasta la muerte o paso del dltimo
individuo a la siguiente etapa. En los ensayos realizados sin
sustratc en el perfodo marzo junio de 1991. HPEiHusvecillos de
primeros estacios. HEA., Husvecillos de estadios avanzados.
LPEsLarva presclosidn, LTRiLarva trilobita. FL1:Fase limulito 'I.
FL2:Fawe 1imulito II.
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SOBREVIVENCIA REPLICAS
(ENSAYOS SIN SUSTRATO)
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Figura 19. Grdfica qus muestra la scbrevivencia de huesvecillos,

larva trilobita, fase limulito I y 11, en los ansayos realizados

sin sustrato (replicas) en el perfodo junio agosto de 1991. HEA.

Huevacillos de eastadios avanzados. LLPEslarva preﬂcloﬂidn.

LTR:Larva trilobita. FL1:Fase limulito I. FL2:Fase limulito II.
., FL3:Fase Limalito III, o
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Figura 20, Gradfica que muestra la sobrevivencia de husveclllos,
larva trilobita, fase limulito 1 y II, en los ensaycs realizados
8in sustrato (replicas) en el psricdo junio agosto de 1991. HEA.
Husvecillos de astadios avanzados. LPE:Larva preaclosidn.
L.TR:Larva trilobita. FL.1:Fase limulito I. FlL2:Fase limulito II.
FL3:Fas@ Limulito III. 51—




TIEMPO PROMEDIO DE ECLOSION

w>»—0

PRIMER ENSAYO REPLICAS
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Figura 21, Grafica que compara los tiempos promedio da eclosidn
da la larva Q':rilobita, antre 8l primar ensayo (p.rfodc marzo
junio) y las replicas (periodo junic agosto).
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Figura 22, Grafica oue compara los tiempos promedio para la
obtencién de la «Fasnllimltto I, entre el primer snsayo (par fodo
marzo junio) y las replicas (pericdo junio agosto).
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TABLA 1. Condicionss ambientales (Temperatura, Salinidad y PH)
en los ensayos realizados del 4 de marzo al 2 de junio de 19%1.
X=Promedio; DS=Desviacién Estandar; EE=Error Estandar; MIN=Valor
M{nimo; MAX=Valor Miximo; N:Nimero de Registros.

TEMPERATURA (°C)

35°C con sustrato 33.9

1.1 31 36 29
35°C sin sustrato 34.3 1.1t

31 36 S3

ENSAYO X D.E E.E MIN MAX N
25°C con sustraro 24.0 1.4 0.2 20 25 41
25°C ein sustrato 23.9 1.3 0.2 20 25 53
30°C con sustrato 30.5 1.7 0.3 28 3I3 33
30°C ein sustrato 30.3 1.5 0.2 28 33 57
0.2
0.2

SALINIDAD (o/o00)

ENBSAYO X p.E E.E MIN MAX N

25°C con sustrato 24,2 1.5 0.2 22 27 41
25°C 8in sustrato 24.7 1.6 0.2 22 28 53
30°C con sustrato 25.2 1.0 0.2 24 28 33
30°C 8in sustrato 26.3 1.6 0.2 24 30 57
35°C con sustrato 32.8 4.5 0.8 30 40 29
3I5°C ain sustrato 30.4 4.4 0.6 27 40 SO

PH

ENSAYO X D.E E.E . MIN MAX N
25°C con sustrato 7.7 0.1 0,02 7.2 7.9 41
25°C ain sustrato 7.6 0.2.0.02 7.2 7.9 52
30°C con sustrato 7.8 0.1 0,02 7.7 8.0 33
30°C ®in sustrato 7.8 0.1 0.02 7.4 8.0 53
3I5°C con sustrato 7.7 0.1 0.02 7.5 8.0 29
35°C sin sustrato 7.8 0,2 0.02 7.4 8.4 50
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abla II. Sobrevivencia en cada una de las etapas de desarrollo

alcanzadas en 10s ensayos realizados en el perfodo marzo—junio
de 1991. HPE:Huevo Primeros Estadios; HERA :Huevo Estadios
Avanzados; LPE: larva presclosibn ; LTR:Larva Triolobita:
FL1:Fase Limulito I y FL2:Fase Limulito II.

TRATAMIENTOS ETAPAS DE DESARROLLO

HPE HEA LPE LTR FL1 FL2

25 °"C con sustrato 50 7 3 2 0 [s]
25 °C sin sustrato 50 15 11 5 3 o]
30 °C con sustrato 50 17 6 3 0 0
30 °C sin sustrato 50 47 44 31 29 0
35 °*°C con sustrato 50 15 7 2 0 0
35 °C sin sustrato 50 35 29 15 10 o]

TABLA III. Tiempos promedic (en dias) de eclosidn de la larva
trilobita y tiempos promedio en los cuales se alcanzo la fase
limulito I en los ensayos realizadeos en el periodo marzo-junio del
1991, X:Media; D.E.:Desviacién Estandar: "N:Némero de
Individuos; MIN:Tiempo minimo; MAX:Tiempo méximo.

TRATAMIENTO , LARVA TRILOBITA FASE LIMULITO I

X D.E. N MIN MAX X D.E. N MIN MAX
25°C con sustrato 351.5 8.5 2 43 60
25°C sin sustrato 68.8 6.0 5 60 72
30°C con sustrato 38.0 6.7 3 29 45 38.0 6.7 3 29 45
30°C =in sustrato 26.9 6.1 31 15 236 48.7 13.4 29 22 68
35°C con sustratoe 30.0 1.0 2 29 31
35°C s=in sustrato 32.4 4.2 15 23 38 57.1 11.9 10 38 80
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TABLA 1V.

Condiciones

ambientales (Tempesratura,

Salinidad y PH)

en lo8 ensayos realizados en @l perfodo Jjunio-agosto de 1991
(replicas). X=Promedio; DS=Dasviacidn Estandar; EE=Error
Estandar; MIN=Valor M{nimo; MAX=Valor Mdximo; N:Nimero de
Registros.
TEMPERATURA (*0C)

ENSAYO X D.E. E.E. MIN MAX N

25°C @in sustraro 23.2 1.1 0.2 22 25 38

25°C #in sustrato 23.2 1.1 0.2 22 25 356

30°C s8in sustrato 28.0 2.6 0.4 24 34 39

30°C ein sustrato 28.1 2.7 0.4 24 34 39

35°C s8in sustrato 33.8 1.0 0.2 32 35 29

3I5*C ain sustrato 33.8 1.0 0.2 32 35 35

SALINIDAD (o/o0)

ENSAYD X D.E E.E MIN MAX N

25°C sin sustrato 30.4 1.2 0.2 28 34 38

25°C sin sustrato 30.4 1.3 0.2 28 34 36

30°C sin sustrato 29.4 2.0 0.3 26 32 39

30°C sin sustrato 29.4 2.0 0.3 26 32 37

35°C sin sustrato 29.7 2.5 0.5 26 35 29

35°C sin sustrato 30.2 2.5 0.4 26 35 35

PH

ENSAYO X D.E E.E MIN MAX N

25°C sin sustrato 7.6 0.4 0.0 7.2 8.0 38

25°C sin sustrato 7.6 0.4 0.07 7.2 8.2 36

30°C sin sustrato 7.9 0.4 0.06 7.1 8.2 39

30°C ®min sustrato 7.9 0.4 0.06 7.1 8.1 37

35°C sin sustrato 7.8 0.4 0.08 7.0 8.1 24

3I5°C sin sustrato 7.8 0.4 0,07 7.0 8.1 30
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Tabla V. Sobravivencia en cada una de las fases da desarrollo
alcanzadas en los ensayos realizados en el p.r(odc Junio—-agosto
de 1991 (replicas)., HPE:Huevo Primeros Estadios; HEA:Huevo
Estadios Avanzados; LPE:Larva Preseclosidng LTR:Larva Trilobita;

FLitFase Limulito I3 FL2:Fame Limulito 11 Yy FL3i1Fase
LimulitollIl.

TRATAMIENTOS ETAPAS DE DESARROLLO

HPE HEA LPE LTR FL1 FL2 FL3

25°C sin sustrato SO 23 20 12 7

o o)
25°C sin sustrato S50 33 28 13 8 ° o
30°C sin sustrato 50 —;1 29 23 22 o] (]
30°C sin sustrato 50 31 25 21 12 [o] &)
35°C sin sustrato 50 39 26 14 12 o) ;
35°C ain sustrato 50 42 37 28 23 2 0

Tabla VI, Tiempos promedic (en dfas) de eclosidn de la larva
trilobita y tiempos promedio en en los cuales m®se alcanzo la
fase limulito I en los ensayos realizacdos en el p.r(odo junio
agosto de 1991. Ximedia; D.E.:Desviacion Estandar; N:N4dmero de
Individuos; MIN: Tiempo minimo; MAX:Tiempo Méximo.

TRATAMIENTOS LARVA TRILOBITA FASE LIMULITO I

X D.E. N MIN MAX X D.E. N MIN MAX
25°C sin sustrato 23,1 5.4 12 25 31 43.4 8.8 7 31 57
25°C sin sustrato 22.5 5.3 13 13 29 44.5 8.5 8 31 57
30°C sin sustrato 27.9 S.1 23 15 36 S1.1 7.2 22 39 76
30'C sin sustrato 28.2 4.6 21 20 36 S51.2 16.7 12 43 49
35'C sin sustrato 25.8 4.2 14 17 31 39.2 4.0 12 34 45
3I5°C sin sustrato 20.4 4,2 18 13 29 35.6 8.0 23 27 62
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Tabla
al,

VII. Comparacidn de las medidas obtenidas por Sekiguchi et

1988 en Carolina del Norte,

USA y las obtenidas

muestras de Isla Aguada, Campeche México. Medidas de la
trilobita v fase limulito I. X=Madia, DS=Desviacién sstandar.

apartir de

larva

-LARVA TRILOBITA

Carolina Isla
dal Norte Aguada
X [s}=] X D8

A)Longitud prosoma 2.14 0.30 1.81 0.14
B)Longitud opistosoma 1.91 0.25 1.84 0.15
D)Ancho del prosoma 3.30 0.30 3.10 0.16
E)Distancia interocular 1.99 0.08
T)Longlitud Total 4,05 0.48 3.65 0.14
FASE LIMULITO I
A)Longitud prosoma 3.06 0.34 2.38 0.27
B)Longitud opistosoma 2.12 0,17 2.20 0.19%
C)Longitud del telson 1.73 0.19 1.34 0.24
D)Ancho del prosoma 5.03 0.20 4.36 .0.20
E)Distancia Interocular 2.90 0.22 2.55% 0,07
T)Longitud total 6.89 0.59 S5.61 0.33

LARVA TRILOBITA

FASE LIMULITO I
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Escals
Cmm

imm

2mm

Huevecillos despuss
de la fecundacion,

Fotografia 2.

Fotografia 3. ,
Huevecillo de estadio
avanzadao,. Etapa que
inicia cuando el huevo
plerde la membrana
externa y se puade
observar al embrion
en desarrollo.

g

g

]

1mm




Fotografia 4. .
Husvecillo da sstadio avanzado
en el cual se observa la
formacion de los apendices
rudimentarios (fase 15).

Fotografia S.

Husvecillo de estadios avanzados en
al cual se han terminado de formarse
los queliceros (fase 19).

Fotografia &.

> Husvecillo en donde s observa
a la larva totalmenta formada vy
que esta a punto de eclosionar
(larva preeclosion).
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Fotografia —'; l:uaveci llos con ernbrinnes en diférantes fasa
de desarrollo, los de estadios mas avanzados
s@ encusntran en la periferia

Fotografia 8.
Larva trilobita despues de la eclosion.

Escala
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Fotografia 9. Larva trilobita vista ventral.

Fotografia 10. Larva trilobita vista dorsal.




Fo{,cgraﬁa 11, Fase Limulito 1.

4mm

1om

Omm

Escala

62~




.

T

2o Bt b

Fotbgraﬁa 12. Fase juvenil (limulito V), vi
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ANEXO
3K OK KK KK K KKK K K KK 30K K KK KK 3K 3K KK 3K 30K K 30K 0K 30K K KKK KK K K 30K 10K 0K KK 0K R K 0Kk K
Relaciédn de los resultados obtenidos en los ensavos vealizados
en los perf{odos marzo-junio vy junio—agosto de 1991.

PSE:0rganismos que pasan al siguiente estadio.
‘"MUE:0Organismos que murieron.

TOT:Numero total de organismos vivos.

ING:Numero de organismos aue 1ngresan a esta fasa.

Tanla V1L, Resultados obtenidos a 25°C, con sustrato, parfocol
aare junio de 1991, TABLA IX,  Resultados obtenidos a 30°C, con sustrato, petfodo
sarzo-junio da 1991,
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TABA IVIEL,  Resultagos odtamidos a 35°C, sin sustrato Iréplicasl, perfoda

Junio-agosto de 1991,
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