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RESUMEN de La tesis de Martha Patricia Ferndndez Garcia,
presentada como requisito parcial para lLa obtencibn del grado
de MAESTRO en CIENCIAS en OCEANOLOGIA con opcibn en ECOLOGIA

MARINA. Ensenada, Baja California, México. Octubre de 1984.

y suplementos de almidbn de malz y miel de abeja.

Resumen .aprobado por:

\Fernando Bﬁckte Ramirez

Director de tesis

Se Llevdb a cabo Lla induccibn al desove de progenitores de
Cressostrea gigas y la fertilizacibn de sus productos sexuales,

siguiendo las técnicas descritas por Breese y Malouf, (1974)

para la obtencibn de larvas en laboratorio.

Con dos experimentos sobre lLa alimentacibn de Las Llarvas

de C. gigas y una duracibn de 22 dias cada uno, se probaron 10
- . £ : - . .

dietas experimentales. Las dietas consistieron en la microalgs

Pseudoisochrysis paradoxa sola y en combinacibn con dos



suplementos alimenticios: almiddn de maiz y rniel de abeja, Los

Ultimos en dos concentraciognes diferentes.

Se confirmd que La calidad de L agua afecta
considerapblemente el &xito de Los cul tivos larvales,
observéndose que el empleo del cloro favorece indirectamente un
mayor crecimiento y sobrevivenciaa

La combinacibn de la microalga P. paradoxa con almidbn ce
malz en una concentracidn de 0.9 a 1 ppm resultd en un mayor
crecimiento y sobrevivencia de las larvas en Las condiciones

fisicoquimicas y densidad a Llos cuales se mantuvieron durante

é¢ste experimento.
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CRECIMIENTO Y SOBREVIVENCIA DE LAS LARVAS DE

Crassostrea gigas ALIMENTADAS CON LA MICROALGA

ALMIDON DE MAIZ Y MIEL DE ABEJA.

I. INTRODUCCION.

La industria pesquera, motivada por lLa creciente demanda
alimenticia humana, requiere explotar un mayor ntmero ae
especies dulceaculicolas y marinas que tengan un alto contenido

de protelnas.

pificilmente, la capacidad de produccibn natural, Logra
satisfacer esta demanda y es la razbn princ{pal gue motiva La
utilizacibn ge cultivos extensivos en especies Locales
autbectonas e introducidas, gue presentén ademas de lLos
reguisitos necesarics para su cultivo, un crecimiento mas
r&pico. Tal es el caso del ostibn japonés Crassostrea gigas
(Thunberg), especie altamente comercial en Japdn y que a railz
de su introduccibn en el estado de Washington, E.U.A. en 1902,
ha Llegado a ser uno de Llos moluscos bajo cultivo mas
importantes en el Pacifico Noroccidental (Loosanoff y Davis,

g

1963%.



Considerando Los antecedentes gque tentan Los
investigadores japoneses sobre el cultivo de C. gigas y los

numerosos estudios realizados en La especie nativa Crassostrea

- e em e e e e wm e
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de desove, desarrollo de huevos y tipo de larva que C. gigas
(Lossanoff y Davis, op.cCit.), se pudo avanzar rapidamente en Lla
biotecnia Acuicultural de westa especie, generando centros

importantes de produccibn de semilla.

La introduccibn de C. gigas en 1973 en La Bahia de San
Quintin, Bes Co.,México, requirid de La importacibn de fijaciones
del ostibn obtenidas en un Laboratorio del estado de
Hashingtoq,E.U,A. con el fin de adquirir semilla de alta
calidad y Llibre de organismos que pudieran ser nocivos para

esta zona (Islas-0Olivares,1975),

En La actualidad alln se depende en gran medida de La
importacibn de semilla de E.U.A., pero se hacen esfuerzos en
algunos Estados de KMéxico para adaptar La biotecnologia. EL
Laboratorio experimental ce produccibn de semilla del Instituto
de Investigaciones Oceanolbgicas (I.1.0.) de la Universidad
Autbnoma de Baja California (U.A.B.C.), Ensenada,B.C., fuéd
disehado para satisfacer los requerimientos de semilla en Bahia
San Quintin a un nivel comercial con wuna <capacidad dg
produccibn de 15 millones de fijacianes en 6 MESE S

(Islas-0livares, Ope Citalo Por otra parte en algunas



cooperativas de Lla regibn (Erendira y Bahta San Quintin) se

realizan intentos para La produccibn de su propia semilla

(Figa1)a

Las técnicas empleadas en estos laboratorios, se controlan
ampliamente en Estados Unidos y Japdn principalmente, no
obstante, en estos paises se continltan realizando estudios para

mejorar lLa calidad y sobrevivencia de las larvas obtenidas en

Laboratorio.

Uno de Llos puntos gque mds atraen La atencibn en estos
estudios es el de La alimentacidbn, pues a la fecha y aunque
mucho se ha escrito al respecto, no se ha desarrollade ningln
alimento en fbrmula, que proporcione una dieta balanceada a los
ostiones en Llos primeros estadios de desarrollo,y de hecho no
se sabe cuales son Los alimentos que pudieran componer una

dieta balanceada (Wheaton, 1982).

Producir alimentos a ©ajo <costo es una necesidad en
cualquier pals en via de desarrollo. Por esta razbn, Llas
investigacibnes que se realicen con el objeto de mejorar La
produccibn de un recurso, deben considerar bAsicamente fuentes

naturales de alimentos.

En La dnvestigacibn realizada por Paniagua-Michel Y

Granados=-liachuca, (1981), se desarrclld un medio de cultivo para
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las microalgas Skeletonema costatum vy lonochrysis Lutheri a
base we productos biodigeridos (excretas de vaca, de gallina vy
macroalgas) no encontrando una diferencia significativa en el
crecimiento de las microalgas asi cultivadas en comparacibn con
las cultivadas en el medio qguimico de HMatthienssen y Toner
(1966). Sin embargo, sugieren probar el valor nutritivo de Llas
microalgas cultivadas en el medio orgdnico para detectar su
efecto en el crecimiento y vigor de las larvas de moluscos. De
resultar un alimento satisfactorio, el costo de produccidn de

semilla serfa reducido, ya que el medio orgénico es

considerablemente menos costoso que el medio quimico.

Otra posibilidad La constituyen Los suplementos
alimenticios agregados al agua del cultivo de las larvas, con
el fin de incrementar el valor alimenticio de la dieta. Dentro
de La Llista de alimentos nutritivos mexicanos se encuentran el
almidbn de malz y la miel de abeja,ambos de bajo costo y de un
alto contenido en carbohidratos necesarios parz la alimentacibn

de Las larvas.

EL desarrollo de este tipo de investigaciones dentro del
campo de Lla Acuicultura, se estima altamente prioritario,dado
gue La utilizacidbn de alimentos econdmicos para el cultivo de

moluscos ayudarian en Lla produccibn de mds y mejor alimento.



I.1 OBJETIVO.

EL objetivo de este trabajo es el de probar La
microalga Pseudoisochrysis paradoxa sola o en combinacidbn
con suplementos alimenticios <constituidos por almiddn de

malz y/& miel de abeja, y su efecto sobre el crecimiento y

sobrevivencia de las larvas del ostidn Crassostrea gigas.



II. ANTECEDENTES.

EL tema de investigacidbn en Lla alimentacidn de Llarvas de
moluscos, se remonta desde el empleo de organismos filtrados
directamente del mar con el fin de mejorar el cultivo de éstas.

(Windsor ,1977) .

Posteriormente se investiga La posibilidad de wutilizar
varias fuentes de detritus y bacterias como alimento para las
Larvas de ostibn (Davis, 1950; 1953), sin encontrar alguna que
fuera satisfacforia.- A pesar-deL dudoso valor nutritivo de Las
bahterias, Hidu y Tubiash (1963) sugieren que ciertas especies
pueden servir como alimento.

Davis (1953) observa que las larvas de ( virginica se

is

encuentran limitadas al tipo de alimento que pueden utilizar en
cuanto al tamaho de la particula b del microorganismo. Mackie
(1969) establece que Llas Llarvas de ostidbn son capaces de
seleccionar Las microalgas gque varlan de 1pa 30p ; aunque el
tamaho es importante, los trabajos de Davis y Guillard (1958)
demuestran que el grosor de La pared de lLas microalgas y el
grado de toxicidad de sus metabolitos,son factores importantes

gue determinan su asimilacidn por Llas larvas.

La microalga P. paradoxa utilizada en esta investigacibn,

= e



tiene una dimensibn promedio de 6} con dos flagelos que
permiten su movilidad. EL tamaho, resistencia y rapido
crecimiento en lLaboratorio, La hacen un alimento muy accesiblea

Su valor nutritivo es alto cuando se combina con Pyramimonas

virginica y Chlorella sp. (Windsor, 1977).

Davis y Guillard, (1958) utilizaron Las microalgas
Isochrysis galbana y Monochrysis Lutheri en combinacidn con
Platymonas sps Yy Dunaliella sp. observando un mejor crecimiento

en Las Larvas de ostiones que cuando se administraban en forma
individual. Asimismo, mencionan La necesidad de conocer el
rango de concentracibn 6p£im0 del alimento que Llas Larvas
pueden tolerar para crecer a una tasa aceptable. Hillican 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 utilizacidn
de  Pyramimopnas virginica, Pseudoisochrysis  paradoxa y
Hannoch

crecimiento y fijacibn de las larvas de C. virginica.

A ralz de las investigaciones realizadas para encontrar
"el mejor alimento" para Llas Llarvas cultivadas, se han
desarrollado tantas dietas como autores han trabajado sobre el
tema y existe wuna gran divergencia en cuanto a utilizar
determinadas especies de algas ya sea en forma individual o en

sus combinaciones. En general, La mayoria de Llos autores



coinciden en gue una dieta consistente en mds de una especie de
microalgas, promueven un crecimiento mads fépido Yy proporciona
mas reguerimentos nutricionales que Las dietas consistentes en
una sola especie (Walne, 1979; MWindsor, 1977; Gallager y Mann
1981). Ademds Gerdes (1983) menciona que una alimentacidbn a
base de una mezcla de microalgas induce a Las larvas a tomar
mas alimento que en Las dietas cpnstituidas por un monocultivo.
Sin embargo, en el trabajo de Nascimento-Iracema, op.cit. se
indica que al alimentar larvas de (., gigas con Chaetoceros

calcitrans, resulta en una tasa de <crecimiento mas alta que

e I -

cuando se utiliza wuna mezcla de C. calcitrans con I

EL contenido de carbohidratos de lLas microalgas cultivadas
para alimentar a las larvas, puede variar dependienéo de Los
nutrientes del medio (Parsons et al. 1961). La utilizacibn de
suplementos alimenticios del tipo de almiddn de malz y glucosa,
ricos en carbohidratos, podrian suplir Las posibles
deficiencias del alimento natural y aumentar La. cantidad de

Lipidos neutros en Las larvas.

Los estudios de Millar y Scott, (1967) y Holland y Spencer
(1973) establecen que el crecimiento de La Llarva de QOstrea
edulis, se correlaciona positivamente con Lla cantidad de
Lfpidos que contiene el animal. Helm, (1973);Holland, (1978)

citados por HNascimento-Iracema (opacit.) y Helm et al.,

(1973) ;destacan La importancia de Los Lip{dos como principal
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reserva de energia en Las Larvas de ostibn y sugieren gue en
cualgquier intento para asegurar la calidad de Llas Llarvas, La

presencia de Los Lipidos es de especial importancia.

pevel (1957) menciona que existen evidencias en Los
moluscos adultos de La transformacidn de carbohidratos a
grasas, sin embargo, puede suceder un cambio inverso, por Lo
gue dcidos grasos con glicerol pueden producir
triacilgliceridos o glicdgeno. Los &cidos grasos y glicerol se
absorben a través del intestino vy de Los ductos de L
diverticulum digestivo y se almacenan en grandes vacuolas del
tejido conectivo (George, 1952). Sin embargo, las Llarvas del
ostibn son capaces de tomar compuestos organicos disueltos en
el agua del cultivo (Davis y Chanley, 1956); por Lo que se
depe considerar con atencibn La exposicidbn intra y extracelular
de las Llarvas a Los nutrientes en que fueron cultivadas Llas

microalgas que reciben como alimento (Windsor,op.cit.).

Davis (1950)(citado por Windsor, 197Y7) menciona que La
adicibn de extracto de glucosa y almidbén disuelto a Los
cultivos larvales no es adecuado en pajas concentraciones y que
a mayores concentraciones solo promueve ‘'blooms'" densos de
bacterias y una alta mortalidad en Las larvas. Sin 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 malz mejorando
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notablemente su condicibdn. EL mecanismo principal mediante el
cual asimilan el almiddn, es por Lla presencia de La
Lipasa,enziﬁa secretada por el estilo cristalino y por La
secresibn de amilasa, enzima capdz de hidrolizar el almiddn a

carbohidratos (Van Weel, 1961).,

La utilizacibn en este trabajo de almiddn de malz y  miel
de abeja como suplementos alimenticics para La alimentacibn de
Las Larvas, Tue motivada por el conocimiento de La alta
concentracibn de carbohidratos de estos alimentos, <con Los
cuales se considerd repercutir en el aumento del <contenido de

glicdgeno en lLlas larvas.

Entre Los componentes del almiddbn de meiz segln La Tabla

de Valores MNutritivos de Los Alimentos Mexicanos (Herndndez et

ale, 1974), 100 grs de peso neto contienen: calorias: £
proteinas: 0.6 gr; grasas: 0.2 gr; carbohidratos: ©8&5.6 gr;
calcio: 8 mg; hierro: 0.9 mg; riboflavina: 0.02  mg;

vitamina A: 1.1 mg.

La miel de abeja que se utilizd fue producida en el Valle
de fMexicali, cerca del Rio Colorado. Es importante considerar
La fuente vegetal ce la que proviene, pues de ello depende su
composicibn. Las principales plantas de las gue se obtiene La
materia prima fueroﬁ: Berthelotia sericea ("Cachanilla");

e e e

Tamarix aphyla ("Tamarix"); Gossypium sp. ("Algoddn") vy
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Viburnum americanum ("Gobernadora") (Pellet, 1977). Siendo
basicamente un carbohidrato, la Levulosa y lLa dextrosa son los
azlcares simples que forman lLa mayor parte de La miel, (95 % de
Los sblidos), contiene ademds 18 A&cidos orgidnicos con grados

variables de certidumbre y de 11 a 21 diferentes aminodcidos

Libres, vitaminas y enzimas.

Se considerd interesante probar varias concentraciones de
este suplemento alimenticio por el hecho de que la miel no es
un medio conveniente para el desarrollo de Llas bacterias por
dos razones: es bastante &cida y contiene demasiada azlcar, Lo
cual provoca un efecto osmbtico gue se refleja en un positivo
desecamiento de Las bacterias. Otro tipo de propiedad
antibacteriana de La miel es causada por la inhibina, sustancia
cuyo efecto 1inhibidor se debe a la acumulacibn de perdxido de
hidrbgeno en La miel diluida. (Mc Gregor, 1974). Ademds de
gue La wutilizacibn de La miel evita el crecimiento de las
bacterias de una manera natural en el <cultivo, es importante
también por su contenido de diastasa (enzima que digiere el
almidén)la cual puede contribuir a La reduccidn del almiddn al
mezclar Los suplementos alimenticios propuestos, de manera tal,

que lLas lLarvas puedan absorber el alimento facilmente.
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HETODOS Y IIATERIALES.

III.17 PROGEMITORES.

II1.17.17 COLECTA Y TRANSPORTE.

La figura 2 muestra el Llugar de ubicacibn de Lla
balsa de la cual se obtuvieron lLos progenitores. La zona
de Bahla San Quintin, estd Llocalizada en Lla costa
Moroccidental de Baja California entre Los 30° 24' y 30
30'N y entre 115° 57 y 116°01'" W a 200 km al sur de la

Ciudad de Ensenada, B.C.

En este Lugar se encuentran ubicadas una serie de
estaciones experimentales en Llas cuales se <colocaron
balsas de 6%3 metros construidas con tubos plasticos ae
"ABS" de 4 pulgadas de didmetro gue sujatan una red
semirifgida sumergidas a 1.0 m de La superficie. En estas
pbalsas se colocaron semillas de ostidn C. gigas (Octubre

de 1981), originarias de Peugeon Point Ca. cuyo tamaho

inicial era de 3.0-4.0 mm de longitud y que alcanzaron Lla
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talla comercial de 8 a 10 cm eproximadamente en 7 meses

(Acosta-Rulz comepers.,CelaCaEaSaEalda

De aqul se colectaron 50 ostiones cuya talla variaba
de & a 16 cm en longitud antero-posterior (Fig. 3), yue
se acomodaron en wuna hielera poniéndoles wuna base de
pasto marino y macroalgas que se encontraban en la osalsa,
para evitar "stress'" por efecto mecdnico y —conservarles
La htmedad durante su transporte al iaboratorio de

Acuicultura del CoeI.C.E.S.E.

Al Llegar al Laboratorio se lLavaron para Llimpiarlos
del todo y de Llos epivbiontes adheridos a sus valvas,
compueétos por esponjas,anémonas,poliguetos, huevos de
peces, algas y otros para evitar gue modifiquen 2Ll medio
en €l cual Los progenitores Lliberan Sus oroductos

sexuales.

Antes de inducirlos al desove, los animal es se
colocarcn en acudfios con circulacibn continua y se
mantuvieron sin alimento por un periodo de 24 horas cen
el fin de que Llimpiaran su tracto intestinal (Breese y

italouf,1974).
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III.T.2 INDUCCION AL DESOVE.

EL desove de Los progenitores se Llevd a cabo
utilizando un estanque de fibra de vidrio que
posteriormente serviria como base para colccar un baho
mqria durante el experimento. En &L se colocaron los
progenitores recirculdndoles agua de mar pasada por un

sistema Ultravioleta (Figaé).

Por Lo general, un organismo que responde cerrando

repentinamente sus valvas al sentirse externamente
perturbado, refleja un buen estado de salud. Debjdo a
que en este trabaj§ no se registraron 1indices de
condicibn fisiolbgica, Los progenitores se eligieron

empiricamente considerando aquellos que respondian mas
rapidamente a un estimulo externo. Para la induccidbn al
desove, se elevd ia temperatura del agua de 25°C a 28° ¢
en un periodo de 30 minutos con pequefhas fluctuaciones.
Esto permitid a Los adultos colocados en agua
recirculante, bombear y eliminar materia fecal restante
antes de iniciar el desove (Breese y HMalouf,1974). Sin
embargo, el calentamiento del agua de mar puede provocar
una sobresaturacibn con gases atmosféricos y los ostiones
expuestos a estas condiciones llegan a formar burbujas de

gas entre Los filamentos branguiales y sobre el tejido
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del manto, pudiendo causar su muerte. Para prevenir lLa

formacidn de estas burbujas se fdnyectd aire en el
estanque para reducir La concentracidn de gases
atmosféricos disueltos en el agua de mar. (Dupuy vy

Rivkin, 1972; Halouf et al., 1973).

Cuando Los cambios térmicos no fueron suficientes
para inducir el desove, se ahadid una pequeha cantidad

del producto sexual de un progenitor recién sacrificado .

En cuanto se iniciaba el desove Los organismos se
colocaban individualmente en recipientes refractarics con
agua, a La misma temperatura, para gque continuaran

desovando.
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ITI.2 LARVAS,

I1I.2.17 FERTILIZACION Y OBTEWNCION DE LARVAS.

La fertilizacitn de lLos ovios se Llevd a cabo con el
producte sexual de tres machos y dos hembras, con el fin
de asegurar Lla variabilidad gendtica (Loosanoff y Davis,
1963). Los productos sexuales de lLos desoves se
observaron al microscopio para revisar gque Los huevos
estuvieran redondos y con el ndcleo difuso y Los
espermatozoides maduros con un 90 % de movilidad en La

muestra.

Los ovios se colocaron en cuatro Llitros de agua de
mar esterilizada en un sistema ultravioleta (U.V.) a una
temperatura de 25°C y salinidad de 30 /%. Breese y Halouf
(1974) recomiendan agregar de 2 a 4 ml de suspensibn de
esperma denso para 1x10° huevos aproximadamente.
Agregado el esperma se tomaba una muestra y se observaba
el porcentanje de huevos que presentaban un cuerpo polar,
senal de gue haovltan sido fertilizados. EL esperma se
anadia hasta determinar que un 90 % de Llos huevos tenian

un cuerpo polar.
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Comprobado el porcentaje de fertilizacibn, se dejaba

de ahadir esperma para evitar el problema de La
poliesperma, que conduce a wun desarrollo embrional
anormal (Loosanoff y Davis, op.cCite; Breese y HMalouf,
OpsCitalde

Cada 5 minutos se tomaron muestras para revisar en
el microscopio, si en 25 minutos La mayoria de lLos huevos
presentaban de 3 a 4 divisiones, y &sto se consideraba
una buena fertilizacibn (Gendrop-Funes, V. COMa PETrSe,

I-IGODJO

Los huevos fertilizados fueron tamizados por wuna

malla de 10p para eliminar el exceso de espermios.

EL conteo de Los huevos se hizo en un volumen
conocido de agua, en este <caso de 4 Llitros. Se
uniformizd la muestra con wun agitador formado por un
mango y un disco de acrilico perforado. Se tomd 1 mb de
La muestra y se aford a 100 mL con agua de mar pasada por
Ua Vo De este volumen se extrajo 1 ml de muestra vy se
contd al m{crosc0pio. Seguidamente Los huevos se
colocaron en 180 L de agua de mar esterilizada (U,V.) a
una temperatura de 25° y salinidad de 30 %. Se utilizd
penicilina como antibidbtico para controlar La poblacibn

pacteriana en una concentracidn de 0.3 ma/ml (Breerton et
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al.,1973; <citado por Le Pennec y Prieur,1977).

A Las 24 horas se revisd el cultivo para contar el
nlimero de Larvas Veliger en el "estadio D" gue se habian
desarrollado., Si La muestra tenia menos de un 50 % de
Veliger, se esperaba doce horas mds para que completaran

su desarrollo.

Posteriormente lLas larvas se tamizaron por una malla
de 45p , para eliminar Los huevos que no se hubieran
desarroltado, Las lLarvas se concentraron en 10 L de agua
de mar pasada por U.V. La densidad se calculbd en L;
misma forma que con Los huevos, solo que se utilizd una
camara de conteo similar a La sedwick-rafter, pegando en
Los bordes de un portaobjetos, sin subdivisiones en La
oase, paredes de vidrio de 2 mm de alto aproximadamente,
para formar la camara que contenia la muestra tomada <con

una pipeta de 1 ml.

Conociendo el nlmero de Larvas por mililitro
("Estadio D") se inicid el experimento inoculando La
densidad adecuada en cada recipiente. Este momento se

considerd el dia cero del experimento.
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III.2.2 SISTEMA DE HMANTENIMIENTO DE LARVAS.

Se realizaron dos experimentos cuyo sistema empleado

para ambos, se muestra en lLa figura 5.

En el experimiento I se utilizaron —cubetas de
plistico de 10 L de <capacidad (Fige5=13) y en el
experimento II, frascos de vidrio de 4 | de capacidad

(Fige5=14)

EL sistema aplicado durante el cultivo de lLas lLarvas
fuéd el mismo para Los dos experimentos Y estuvo
constituido por un estangque de fibra de vidrio (Fig.5-1)
gue sirvid para mantener un bafho maria gque controld La
temperatura de Llos recipientes a 25°. Esto se Logrd
recirculando agua dulce en el estangue manteniendc el
nivel del agua (Fige5-9). La salida de agua del sistema
(Fig;S—Z) pasa por un filtro de carbdn activado (Figa.5-=4)
y entra al calentador (Ebo-Jager 100 watts) (Fig.5-5).
EL retorno del agua (Figa5-=6) se Llevd a cabo mediante
una inyeccibn de aire (Fig.5-7) la cual <desemboca a un
tubo de PVC con varias perforaciones que atravieza el
estanque transversalmente (Fig.5-8) con el fin de

distribuir uniformemente el agua caliente en el sistema.
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Fig.5 Sistema de mantenimiento para las larvas de C. gigas
|) Estanque de fibra de vidrio 2) Salida de agua del estanque
3)Union universal 4)Filtro de carbon activado 5) Calentador
6) Retorno de agua 7)Inyeccion de aire 8) Sistema de difusion
para el bafio maria 9) Nivel del agua 10) Sistema de aire
[l) Camara de distribucion del aire 12) Mangueras de aire
I3) Cubetas de plastico (I0Lts) 1(4) Frascos de vidrio (4 Lts)
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Los recipientes donde se mantenian las larvas tenian
aireacibn i%dividuaL. EL sistema de distribucidbn de aire
(Figa5-10) pasaba por dos cdmaras intermedias (Fig.5=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 independientes
(Figa5-12). Cada manguera se selld en su parte final por
medio de calor y se perford tres veces con una aguja, con

el fin de que salieran hileras finas de burbujas.

III1.2.3 DENSIDAD DEL CULTIVO.

Una vez realizado el conteo de Llas Larvas ¥
conociendo La densidad por mililitro, el contenido se

homogenizd perfectamente y se procedid a dinocular Llos

recipientes experimentales agregando a <cada wuno La
cantidad de mililitros <correspondiente al nlmero de
Larvas requerido,. En ambos experimentos se utilizd La

densidad de 10 Llarvas por ml recomendada por Breese vy

Malouf (1974).

Las cubetas se marcaron cada Llitro y el volumen del
agua se mantuvo a 5 L; de esta manera la inoculacibn

inicial fué¢ de 50,000 larvas. Los frascos en cambio se
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marcaron a un nivel de 3 L por Lo que La inoculacibn

inicial fue de 30,000 larvas.

III.2.4 ALIMENTACION,

La tabla I muestra el régimen alimenticio lLlevado a

cabo durante los dos experimentos.

Las dietas experimentales tuvieron Las mismas
combinaciones en ambos experimentos, y estdn basadas en
La mezcla de la microalga Pseudoisochrysis paradoxa con
dos suplementos alimenticios. Estos suplementos fueron,
almidén de malz (Majzena) y miel de abeja, en dos
concentraciones Llamadas "alta" vy "baja" y sus
combinaciones, dando un total de 8 dietas diferentes méds
dos grupos control, wuno sin alimento y otro alimentado
Unicamente a base de microalgas. Las concentraciones en

Las dietas se disminuyeron durante el segundo experimento

(Tabla I). Todos Los tratamientos tuvieron una réplica.

La concentracibn de las microalgas para alimentar a
Las Larvas, se basd en las densidades dadas por Breese y
iflalouf, (1974), como bptimas para el desarrollo de Las

lLarvas de (. gigas. En el experimento I se les dio una
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concentracibn de 30 x 10°células/ml durante La primera
semana, 50 x 10° cel./ul en el transcurso de Lla segunda
semana y 80 x 10° en Lla tercer semana. burante el
experimento II1, se modificd la concentracibn en La
segunda a 100 x 10" cel./mlL y 160 x 10° cel./nl en La

tercer seilana.

Al tratar de igualar el contenido <de carbonidratos
en Las dietas experimentales, se comprobd que no se
caonoce el contenido exacto de este compuesto en Las
microalgas, y Los valores que se encuentran, se refieren
al fitoplbncton en general. Por c¢tra parte, la cantidad
de carbohidratos que existe en Los suplementos
alimenticios, no es posible compararlos adecuadamente,
pues La miel sobrepasa por mucho al almidén de mail z.
Viendo estos problemas, se optd por tomar un criterio

consideranco solo el peso.

EL peso de 1x10° celulas de Jetraselmis suecica es
de 0.2 mg (Helm et al.,1973). En La Literatura, no se
encuentra el peso para P. paradoxa, pero se opntuvo en el
laboratorio, filtrando 1 x 10° cel. en Tiltros de
policarbonato (ilucleopore) de 0.4 micras y &7 nm de
didmetro, previamente pesados en una balanza HMettler HLS5Z

de capacidad de 160.1 gr =% 0.7 mg. Se obtuve el peso

ntmedo en 10 ré&plicas dando un promedio de 0.03 my.
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Considerando este peso, se sacd la relacibn 2n cuanto a
La cantidad de micrcocalgas que se utilizarian como
alimento, opteniendo como resultado un peso total de
0.0045 gr de microalgasa Este peso se eligid para el
almiddn de malz como La baja concentracibn, siendo la
alta 10 unidades mayor (0.045 gr) en el experimento I.
Las estimaciones de La miel fueron de 0.045 gr Lla baja y
0.45 gr La alta, por Lla dificultad que representd el

pesar valores mas bajos.

Para el experimento II se redujeron aln mas estas
cantidades, determinando para el almiddbn de maiz, 0.002
gr y 0.0045 gr; y en Lla miel D0.02 gr vy 0.045 gr
respectivamente (Tabla 1I). Considerando La disolucidn
gue tienen en el volumen de agua (5 Llitros en el
experimento I y 3 Llitros en el experimento II) al nacer
Los cdlculos en partes por millbn, el valor mds bajo en

el experimento I casi corresponde al del experimento IL.

Las concentraciones , fueron para el almidbn de
malz, en alta de 9 ppm en el experimento I y 1 ppm en el
experimento II y en baja 0.9 ppm para el experimento I vy
U.6 ppm para el experimento 1Il. La wmiel en alta
estimacibn fue ae 90 ppm en el experimento I y 10 ppm en
el experimento II1; y en baja fue de 9 y de 6 ppm para el

experimento I y II respectivamente (Tabla I).



I1I.2.5 CONTROL DE VARIABLES FISICOQUIMICAS.

En Los dos experimentos se cambid el agua cada
segundo dia, &sto dio Lugar a una rutina de trabajo en lLa
cual Los dias sin cambio de agua, se preparaba un
reservorio Nalgene de 180 L de capacidad con agua de mar
esterilizada por un sistema ultravioleta y filtrada por
algoddn pléstico y una malla de 10p . Se introducia en
el agua un calentador de inmersidn para que La
temperatura del agua se estabilizara a 25 °C. Se ajustaba
la salinidad a 30 %, y se Lle agregaban 1.73 ml de
Penprocilina (Lakeside solucidn inyectable de 400,000
U.I.) para ajustar la cantidad recomendada de 0.3 mg/l
para Los cultivos de Llarvas de C. gigas. 200,000 U.I.
de Penprocilina corresponden a 125 mg de Penicilina
(GendrOp—Funés, V. com.pers. ,Il.I1.0.) EL agua preparada

en esta forma, se utilizaba para hacer el cambio de Llos

recipientes al dia siguiente.

En Los dos dias se realizaba el control de Lla
temperatura (con un termbmetro Taylor de rango =1 + 200
°C con «daivisiones de 1°%); La salinidad con un
Refractbmetro de gota (Goldberg A0) y el aoxigeno disuelto
se media <con un oxigenbmetro YSI 57 de una precisibn #

Uus1 4a
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Ademads de Lo anterior, cada segundo dia se
determinaba el pH con un Potencibmetro Digital 1900 de
rango pH 0-14 y la concentracidn de amonio con un
microanalizador de iones ORION 901 de vrango 0.000 a
999.000 ppm tomando La muestra del agua antes de ser

cambiada.

III.2.6 REGISTRO DE DENSIDAD LARVAL.

Cada segundo dia al cambiar el agua, durante el
experimento I se colectaban Las  Llarvas en un tamiz de
abertura de malla de 44§ durante La primera semana Yy

75 P en Los dias siguientes.

En el experimento II al realizar La misma operacibn
se colocaba un tamiz grande (75F ) sobre el tamiz de.
(44p ) para eliminar Los restos orgdnicos. EL tamiz que
retenia las Llarvas se secaba un poco externamente en su
base con papel secante,para que las larvas se cerraran.
En seguida se Les daba un enjuage con una solucidbn de
hipoclorito de Sodio al 5 % diluyendo 0.7 mL en un Litro
de agua de mar y se volvian a enjuagar con agua

esterilizada y mezclada con antibidtico.
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Terminado este tratamiento, Las Larvas, se
transvasaban a un vaso de precipitado con 150 mlL de agua
de mar Llimpia y se mantenian en bafio maria a 25 °.
Después de uniformar el contenido del vaso se tomaba una
muestra para realizar el conteo en <cada uno de Llos
tratamientos, con el fin de obtener densidad de La
muestra de La cual se preservapan por Lo menos 50 Llarvas
con un fijador especial preparado de lLa siguiente manera:
5 mlL de formalina a pH 8.0 con glicerofosfato de sodio;1
mL de propilen phenoxitol;10 ml de propilen glicol; esta
solucibn se afora a 100 ml con agua destil ada

(SCOR/UNESCO (Culliney et al.,1975)).

Cada muestra se almacenaba en tubos de vidrio
(Mlonoject de 2.7 mlL de capacidad) debidamente etiquetados
con La dieta a que pertenecian y la fecha de colecta,
para posteriormente medir La Longitud vy el ancho de Las
Larvas al finalizar el experimento en un microscopio con

un ocular micrométrico.

EL criterio empleadqo para dar gor terminado
cualquier tratamiento de los dos experimentos realizados,
se basd en el recuento del nlmerc de larvas contenidas en
La muestra de 1 ml, tomada para obteﬁer La densidad del
cultivo. EL determinar 15 larvas & menos 1implicaba

eliminar el tratamiento.
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Terminados Los conteos en Los experimentos y una vez
devueltas Las Llarvas a sus recipientes, previamente
ajustados a Lla salinidad de 30 %,, se Les agregaba el
alimento respectivo y en Las concentraciones

correspondientes a cada dieta.

Con Las mediciones de densidad se calculbd el
porcentaje de sobrevivencia en Los dias 6, 14 y 22 en
cada uno de Los experimentos considerando Los datos de
densidad obtenidos como el 100 % de sobrevivencia con
respecto a La siguiente densidad, y el porcentaje de
sobrevivencia final obtenido del <cociente del nblmero

inicial entre el nlmero final hor 100 .

Con Las mediciones de Longitud se obtuvo el
incremento en el crecimiento a Lo Llargo de Los

experimentos y el incremento total, al finalizarlo.
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III.3 TRATAMIENTO ESTADISTICO.

Se realizd wuna prueba estadistica con Los datos
obtenidos de La medicidn de Las Llarvas del experimento I
previo al inicio del experimento II, con el fin de comprobar
que el tamano de muestra de 25 larvas elegido para obtener
el registro de creciﬁiento en cada tratamiento experimental

fuéd el adecuado.

La figura 6 muestra el comportamiento del error
experimental en funcibn del nlmero de Llarvas,obtenida
hediante el andlisis propuesto por Sokal y Rholf (1979) para
La distribucibn bptima de recursos. Se observa que existe
una gran diferencia en cuanto a La varianza de la muestra si
se miden de 1 a 20 Llarvas; sin embargo esta varianza
disminuye muy lentamente a partir de la medicidn de 20 a 100

Larvas,.

EL ndmero de 25 larvas corresponde a una varianza de
0.0017. EL medir wun mayor nlmero de larvas implica mayor
esfuerzo y una reduccidn idnsignificante en La varianza

obtenida.

Las larvas se midieron en su Longitud y ancho; La

figura 7 muestra La correlacibn entre Los dos pardmetros.
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Todas lLas pruebas estadisticas realizadas posteriormente,
fueron Unicamente sobre lLos datos de La lLongitud, debido a

La alta correlacibn existente entre ambas mediciones.

En general se pudo observar que cuando Las Llarvas
median de 77 a 80 micras, La Longitud excedia de 1 a 5
micras al ancho. Las Larvas de 90 a 120 micras, presentaban
La Llongitud y el ancho aproximadamente iguales. Cuando La
Larva alcanzaba mds de 120 micras, el ancho excedia de 1 a 5
micras La Llongitud, Yy esta diferencia se observd constante

hasta La aparicidn de La mancha ocular.

Respecto a La Longitud de Las Llarvas se empleo wun

Analisis de Covarianza de dos vias. Con el objeto de
determinar diferencias entre experimentos y entre
tratamientos. La prueba de comparaciones multiples de
Student-Newman—KéuLs (SNK) se aplicd a Las Longitudes

medidas el Ultimo dla de <cada tratamiento, con el fin de
obtener una jerargquizacidn para las dietas empleadas en cada

experimento.
Todas Llas pruebas estadisticas se Llevaron a cabo
tnicamente sobre Las dietas gue presentaron mayor

soprevivenciaa

Los cdlculocs se realizaron en Lla computadora PRIME 400



con La Dbiblioteca de programas ESIMSL (Chagoya

CaloCeBa8Eads
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RESULTADOS.

IVo1 INTRODUCCION.

Las diferencias bDbdsicas que existieron entre el
experimento I y el experimento II fueron, el tipo de
recipientes,el volumen utilizado, el tamizado de las Llarvas,
La utilizacibn de cloro y el aumento en lLa concentracidn de

microalgas durante el experimento II.

En ambos experimentos La mancha ocular aparecid en
algunas de Las LlLarvas el dia 20 de su desarrcollo. EL
experimento contempld La alimentacibn de las lLarvas solo en
el perfodo previo a La metamorfosis; en este lLapso (22
dias), se pudo ohservar hasta el 50 % de Las Llarvas can
mancha ocular en algunos de Los tratamientos. En este
momento el experimento se dio por terminado, pero se
agregaron fragmentos de <concha de ostidn de 2 a 5 mm
aproximadamente con el Tin de observar la fijacibn de Las

Larvas en este sustrato.
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IV. 2 EXPERIMEHTO I.

IV. 2.1 VARIABLES FISICOQUIMICAS,

(a}

La figura 8 muestra el registro de Los par&metros
fisicogquimicos para cada dieta a Lo largo del experimento
I. Las Llineas se encuentran cortadas hasta el momento en
gue se descartd el experimento debido a wuna alta

mortalidad.

EL pH varib de 7.3 a 8.0 unidades excepto por una

medicibn-en La dieta 1 con un valor de 6.7 (Fig.8-4).

La concentracibn de oxlgeno (mg/lL) muestra una
separacibn en Llas dietas en cuanto a La concentracibn de
alimento ¥ La presencia de miel (Tabla 1I). Asi Las
dietas 3, 7 y 10, wvariaron de 7.36 a 5.20 mg/lL y Llas
dietas restantes se mantuvieron en un rango de 7.9 a 6.2

mg/l (Fig.3-B).

Las concentraciones més al tas de amonio, se
detectaron en Las dietas 3, 7 y 10 qgue tuvieron valores

de 0.2 a 0.7 mg/l. Las dietas 4, 8 y 9 variaron de 0.05
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8.00
7.74 1

7.48

pH

7.22

6.96

6.70J

7.90

7.36

6. 82

0, (mg /1)

0.700
0.561

0.422 2,10

NH(mg/l)

0.194+

0.005-

N —
o

FIG. 8 = Registro de porometros Fisicoquimicos del Experimento I
A)— Concentracion de pH., B)~- Concentracidn de oxigeno
disuelto , C)- Concentracion de Amonio.

Los numeros indican cada tratamiento
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a 0.19 mg/l y Llas dietas 1,2,5 y 6 lLas concentraciones

mas bajas observadas, entre 0.001 y 0.03 mg/L (Fig.8=C).

IVo 2.2 CRECIMIENTO Y SOBREVIVENCIA DE LAS LARVAS.

La tabla II-A, muestra Los valores para el
incremento promedio en el crecimiento al dia 6,14 y 22
para cada una de Las dietas experimentales, sobre el
tamaho inicial de Las Llarvas con un promedio de 77

micrasa

Las Larvas dentro de los tratamientos 3,7 ¥y 10 con
una concentracidn de miel de abeja de 90 ppm en
diferentes combinaciones, no crécieron durante el tiempo
de duracibn del experimento. Las Larvas en Las dietas
4,83 y 9 las cuales en diferentes combinaciones contenian
miel de abeja en 9 ppm, presentaron al dia & un
incremento promedio de 3,10 ¥ 3 micras respectivamente.
Las larvas de Las dietaé control 1 y 2 tuvieron el mismo
incremento promedio final de 33 micras al dla 22.Las
Larvas en Los tratamientos 5 y & sin miel y con
diferentes concentraciones de almiddn ce mai z con
microalgas marcaron el crecimiento mds alto al dia 6,14 vy

22 con 43 y 53 micras respectivamente,.
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Curvas_de_crecimiento.
Se graficaron Unicamente las dietas control y Llas
dos dietas que presentaron mayor crecimiento Y

sgbrevivencia.

La figura 9 muestra Las lineas de regresidbn y el
cinturdn de confianza al S5 % para Las mediciones de
Longitud en Las Larvas de lLas dietas 1 (Figs9=A) y 2
(Fige9-B); y Lla figura 10 para las dietas 5 (Fig.10-=A) y
6 (Figa10-B). Cada punto representa lLa lLongitud promedio
sobre 25 Llarvas, La Linealidad del modelo de regresidn
fue rechazado en todas las dietas excepto en Lla dieta

control 1.

EL valor de La pendiente marca una tasa de
crecimiento mds alta para las dietas 5 y 6 que para las
dietas control 1 y 2, aungque tal diferencia no resulta

ser significativa.

Los datos se encuentran dispersos a Lo Llargo del
cinturdn de confianza de manera que en todas las gr&ficas
se observan Tfluctuaciones ascendentes y descendentes,
aunque Las Lineas de regresibn marcan una tendencia de
incremento en el <crecimiento. EL rango de valores para

el crecimiento de las lLarvas en Las dietas control fueron
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109,0- A
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97.9+
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Curve de crecimiento de las larvas del Experimento I.
Linea de regresién y cinturon de confianza al 5%

A ).- Dieta 5, B)- Dieta 6.
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entre 75 y 110 micras para La dieta 1, de 80 a 115 micras
para lLa dieta 2, entre 70 y 110 micras para la dieta 5 vy

de 80 a 120 micras en La dieta 6.

B e b B T S

La figura 11-A, muestra las curvas de sobrevivencia
para cada tratamiento. EL porcentaje de sobrevivencia
final fué de 1 % considerando como el 100 % el wvalor

inicial del inbdculo para el experimento.

Se observa una clara divisidbn entre La sobrevivencia

presentada por Las dietas gque contenian miel en
diferentes combinaciones vy concentraciones (dietas
3,7,10, 4,86 y 9) de Llos tratamientos que no La

contuvieron (dietas 1,2,5 y 6) presentando é&stas &4ltimas

una pendiente menor.

EL porcentaje de sobrevivencia en Los dias 2,6,14 vy
22 se reportan en Lla tabla II-A (pags43). Al dia 6 La
dieta 3,7 y 10 presentan solo el &4 ¥ de sobrevivencia
mientras que Lla dieta control 1 presenta el valor mas
alto de 90 %. AL dia 14 disminuye Lla sobrevivencia en
Las dietas 4,8- y 9 vy Llas dietas 2 y 6 presentan LlLos

porcentajes mas altos. Al dia 22 sobrevive un 30 % de

Las larvas en las dietas 1,2 y 5 y un 40 % en La dieta 6.
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FI1G. Il.- Curvas de sobrevivencia para caoda tratamiento
A. Experimento I , B. Experimento II
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IVe 2.3 AHALISIS ESTADISTICO.

La prueba de andlisis de covarianza de 2 vias (Tabla
III) revela que existe una diferencia significativa entre
Los tratamientos qgue presentaron mayor sobrevivencia
(1,2,5 y ©6) asi como entre Los dos experimentos
realizados. Mas atn, el wvalor de F es altamente
significativo para marcar Las diferencias entre
experimentos ¥ es significativo para Las diferencias
entre tratamientos.lLa interaccidn experimento-tratamiento
resultd muy significativa, indicando gue Las diférencias
entre La wutilizacidn de Llas dietas depende da Las
caracteristicas del experimento que se realice. En La
tabla IV-A se presenta el andlisis de covarianza para LlLos
tratamientos 1,2,5 v 6; en esta prueba, lLa homogeneidad
en lLa wvarianza de Los datos fue rechazada. Sin
embargo, La homogeneidad de pendientes no es rechazada vy
La relacidbn F para Llos tratamjentos es altamente
significativa, Lo que indica que a pesar de gque las tasas
de crecimiento fueron similares, existe una diferencia

significativa entre las dietas empleadas.

Antes de aplicar La prueba Student=Neuman=Keuls
(SNK) para el dia 22 del experimento, la normalidad de

Los residuos respecto al modelo de analisis de varianza



TABLA II.- Analisis de covarionza de dos vias

F‘UEHTE DE GRADOS DE SUMA DE CUADRADO F SIGNIFICANCIA
YARIACION LIBERTAD CUADRADOS MEDIO DE F
Cavariable DIA i 40369.5086 | 40369.214 231.480 0.000 #%*
Experimentos i 5240.214 5240.214 30 OI7 0.000 ##x
Tratamiontos 7 2589.737 369.962 2.119 0.044 &
Interaceldn
Experimento— 7 3590.563 512.938 2.938 0.006 =
Tratamlento
Residual 159 27757.008 512.938
Total I75 79547.109

50



TABLA IV.- Analisis de covarianza

A)Experimento I B)Experimento II

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE CUADRADO RELACION
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS MEDIO DE F
Tratamientos
ojustados T 2454.4| 350.630 T7.0709 ###
Regresidn 1 §296.22 |5296.223
Error 79 3917.41 49.587
Homogeneldad 7 337.58 48.226 0.9699 N.S.
Error
Homogeneidad T2 3579.82 49.719
Totel a7 11668.04
Tratamlentos
Gjustados 7 3726.10 532.301 2.9542 #n
Regresidan | 44678.02 |44678.025
Error 79 14234.57 180.184
Homogeneidad 7 3237.39 462.485 _3.0279 *3
Error
Homogeneidad T2 109.97.18 152.738
Total ar 62638.71

51
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de una via fue satisfactoriamente verificada por medio de

La prueba de Kolmogorov=Smirnov al 5 % de significancia.

De La jerarquizacidbn de lLas medias dada por SHK se

puede concluir cuales fueron Las '"mejores dietas'.

En La tabla V-A se observa que el wvalor md&s alto
corresponde a La dieta 6 (con wuna combinacidn de
microalgas y harina de malz en 0.9 ppm), y el wvalor nas

bajo para La dieta control 1 (sin alimento).

La separacibn de Las dietas en 2 grupos se formd con
base en Las diferencias significativas encontradas entre
tratamientos y se representa graficamente en Lla figura
12=A. La conectijvidad entre las dietas- forma el grupo
uno incluyendo Las dietas 1,2 y 5, las cuales aungue en
La tabla V-A difieren en el valor de LlLas medias, westas
diferencias no son significativas. Se observa en el
diagrama de conectividad que La prueba SiK <clasifica

ambiguamente lLla dieta 2.



TABLA V - Prueba de Student-Newman-Keuls ol 5% para el dio 22
, B)= Experimento I

A).— Experimento I

A'
NUMERO DESVIACION ERROR
GRUPO |DIETA TOTAL MEDIA ESTANDAR | ESTANDAR
[ 25 96.36 12.51 2.50
I 2 25 102.08 19.45 3.89
5 25 106.26 17.00 3.40
2—| & 25 125.18 29.41 5.88

B.
NUMERO DESVIACION ERROR
SR UG | e TOTAL MEDIA ESTANDAR | ESTANDAR
< [ 25 127.82 13.49 2.69

|
6 25 147.62 28.52 5.70
5 25 163.68 29.45 5.89

z<

s 2 25 162.58 32.68 6.57

93



i\ Grupo Dieta
6 > | (42,9
/ 2 6
5
B)-
i Grupo Dieta

/ | l 1,6
6 2
/ 2 2.5

FI1G.12.- Diagrama de conectividad entre dietas
Prueba de SNK al 5%.
A) Experimento I , B)Experimento IL

Los nimeros indican las dietas
Las lineas indican diferencias no significativas.
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Vs 3 EXPERIMENTO 1l.

IV.3.1 VARIABLES FISICOQUIMICAS.

AL igual que en el experimento I Las Lineas para
cada tratamiento mostradas en La figura 13 para Llas
variables fisicoquimicas se encuentran cortadas hasta el

momento de su duracibdn en el experimento.

Se presentan valores relativamente m&s altos para
Las concentraciones de amonio y bajos en pH y oxigeno
para lLas dietas que contenian miel en alguna combinacibn

(dietas 3,7,10,4,8,9).

EL pH (Fige.13-A) estuvo en un rango bdsico de 7.4 a
8.1 La concentracidn de oxigeno (mg/l) (Fig.13-B) se
presentd entre 4.8 y 6.0 para las dietas 3,7 y 10; entre
6.2 y 7.0 mg/l para las dietas 4,8 y 9 y de 6.5 a 7.9 en

Las dietas que no contenfan miel (1,2,5 y 6).

Las concentraciones de amonio (Fig.13-C) fueron méas
altas para Las dietas 3,7 y 10 de 0.17 a 0.09 mg/l; Las

dietas 4,9 y 8 tuvieron valores hasta de 0.12, mientras
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FIG.13~-Registro de parametros fisicoquimicos del Experimento I
A. concentracion de pH ; B. concentracion de oxigeno di-—

suelto ; C. concentracion de amonio.
“Los numeros indican cada tratamiento.
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que las dietas 1,2,5 y 6 presentaron un rango entre 0.07

a 0.01 mg/la

IVo3.2 CRECIMIENTO Y SOBREVIVENCIA DE LAS LARVAS.

La tabla II-B (pag.43) presenta los valores para el
incremento promedio en lLa lLongitud de las larvas para Llos

dias 6,14 y 22 en cada dieta experimental.

En Las dietas 3,7,8 y 10 no se detectd crecimiento y
las dietas & y 9 bnicamente aumentaron 2 0§ en promedijo al
dia 6. La dieta 1 control presentd 13 p al dia 14 y 38y

al dia 22.

La dieta 5 acusa el mayor incremento al dia 14 y 22,
aunque Las dietas 2 y 6 tienen el mismo incremento
promedio de 33 micras al dia 14. La dieta 6 aumenta 10

mds gque Lla dieta 2 al dia 22.

Curvas de crecimiento.

T o e v e S TS wm D e s mm e = mm W v =S

Se graficaron las mediciones de Las Llarvas cuyos
tratamientos presentaron sobrevivencia hasta el final del

experimento.
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La figura 14 muestra las Lineas de regresibn y el
cinturdn de confianza al 5 %4 en Los datos de medicidn de
Longitud en Las lLarvas de la dieta 1 (Figal4=A) y dieta 2
(Fige14=-B) y Lla figura 15-A para lLa dieta 5 y figura 15-B
para La dieta 6. EL valor de N=275 considera cada punto

de La grafica como el promedio de medicidn de 25 larvas.

Los valores de la pendiente son significativamente
mayores para La dieta 2 y dieta 5, Lo que sugiere una

tasa de crecimijento m4s alta que para La dieta 1 y 6.

Las fluctuaciones ascendentes y descendentes de Llos
puntos a Lo Llargo de La Linea de regresibn; se acentflian
alin mas a partir del dia 14 del experimento en Los cuatro

tratamientos.

A pesar de que lLa Llinealidad del modelo de regresibn
es rechazada en cada una de las dietas, su tendencia de
crecimiento ascendente es notable y significativa para

cada grhfica.

EL rango de wvalores para el crecimiento de Las
Larvas se presentd entre 75 y 143 micras para la dieta 1;
entre 75 y 143 micras para lLa dieta 2 ;de 77 a 155 micras

en La dieta 5 y de 75 a 150 micras en la dieta 6.
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F1G.15.- Curvas de crecimiento de las larvas del Experimento II
Linea de regresion y cinturon de confionza al 5%

A) Dieta 5, B) Dieta 6
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Curvas_de_Sobrevivencia.

La figura 11-B (pag.48) presenta Llas curvas de
sobrevivencia para cada tratamiento tomando la densidad
inicial larval como el 100 %. La sobrevivencia final fue
de un 3 %« AL igual que en el primer experimento, Los
tratamientos se separan en 2 plogues, uno de Los cuales
contiene las dietas que en alguna combinacibn contenian
miel ¢(3,7,9,10,8,4) con menor sobrevivencia en el tiempo,
de Las dietas sin miel (1,2,5 y 6) las cuales tuvieron
una sobrevivencia mds alta y con wuna pendiente muy
pronunciada en Los primeros dias del experimento pero

tendiendo a suavizar La curva hacia el finmal del mismo.

En La tabla II-B (pag.43) Los porcentajes de
sobrevivencia en Las larvas para el dia 2 se observan muy
bajos para Las dietas 3,7,9 y 10 continuando en esas

condiciones hasta el dia 6.

AL dia 14 LlLas Larvas presentes en Lla dieta 5
sopbrevivieron en un 90 %, y aungue este porcentaje
disminuye un poco (a un 70 %),es La sobrevivencia mas
alta al difa 22, seguida por un 50 % en las dietas 2 y 6.

La dieta control 1 fue La més baja (40 #).
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IV.3.3 ANALISIS ESTADISTICO.

La tabla IV-B (pag.51) presenta el andlisis de
covarianza a un nivel de significacidn 5 %, en el cual se
observa una diferencia significativa entre Los

tratamientos.

La homogeneidad de varianzas no es rechazada, sin
embargo, el valor de La relacidn F significativo para las
pendientes, implica el que é&stas no sean paralelas, es
decir que lLas tasas de crecimiento fueron diferentes para
cada tratamiento y La diferencia entre &stos no es

independiente del tiempo.

Previo a La prueba SWHK (Tabla V-B,pag.53) al dia 22
del experimento se verificd lLla normalidad de los residuos
EeSpecto al modelo de andlisis de varianza de una via
mediante La prueba de Kolmogorov-Smirnov al 5 4% de

significancia.

La tabla V-B determina 2 grupos formados, uno por

Las dietas 1 y 6 y el otro pdr Las dietas 5 y 2.

EL valor méds alto de La media Lo presentd Lla dieta

5, seguido por el valor del tratamiento 2, e indicando el



valor mas pbajo para la dieta control 1.

En La figura 12-8 la dieta 5 se encuentra conectada
con La dieta 2 por Lo que esta diferencia
estadisticamente no es significativa, sin embargo, su

separacibn de las dietas 1 y 2 es significativa.
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Vo DISCUSION.

EL acondicionamiento de Los adultos repercute en La
produccidn de larvas y juveniles en cantidad y calidad (Helm et
aleo, 1973;Breese y Malouf, 1974;Dupuy et al., 1977;Lannan et
al.,1980), Un tiempo inadecuado de acondicionamiento, puede
provocar un buen desove, pero conducir a una baja sobrevivencia
Larval y una reduccibn en su asentamiento (Breese y

Malouf,opsCitel.

Lannan et al.(opscit.) mencionan que "existe wun periodo
de acondicionamiento b&ptimo durante el cual La proporcidn de
gametos viables se encuentra al mdximo'". Cuando se realizan
apareamientos antes de esa "ventana de acondicionamiento
optimo" puede haber una gran cantidad de gametos que no estdn
en el bptimo de su desarrollo,y si se realizan desplies de ese
periodo, puede resultar en una reduccidn de Lla viabilidad de
Los gametos.bLa ventana bptima bcurre mientras el fndice gonadal
de La poblacidbn a desovar se encuentra en ascenso pero no ha
Llegado al médximo. Para determinar este perilodo recomiendan
estudiar el <ciclo anual de Llas gbnadas de acuercdo a Llas
condiciones fisicoguimicas del &rea donde se encuentran Los

progenitores.

Para C. gigas no existen reportes de su desarrollo gonadal
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para cada &poca del aho y en el &rea de San Quintin, por Lo que
es diffcil senalar con precisibn un tiempo de acondicionamiento
adecuado previo a lLa dinduccidn al desove en condiciones de

Laboratorio.

Sin embargo, en algunos organismos que se sacrificaron se
obsevd un tamaho gonadal mayor del 50 % del tamaho corporal vy
un color blanguecino;indicando una buena condicibn de madurez

(Dupuy et al.,1977).

Por otra parte en Bahfa San Quintin se presenta el midximo
de produccidn primaria (0.9 gC/m3/d1a) y temperaturas de 18.7°C
a finales de wverano y principios de otono (Lara-Lara vy
Alvarez-Borrego, 1975) é&poca gque coincide <con Los desoves
naturales de Los ostiones provocados por el aumento de Lla

temperatura (Acosta-Ruiz, com.pers. CICESE.)

Los progenitores en esta investigacibn no tuvieron un
periodo de acondicionamiento en el Laboratorio; sin embargo,
La observacibn gonadal y Las condiciones fisicoquimicas que
prevalecen en Los meses de Julio y Agosto; permiten considerar
que los desoves fueron satisfactorios y por Lo tanto Los
experimentos se pudieron Llevar a cabo 24 horas después de La
fertitizaéibn. La poblacidbn inicial para todas las dietas fue
de 10 Llarvas/ml densidad recomendada por Davis y Guillard

(1958) ; Loosanoff y Davis (1963) y Dupuy (1975).
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Con base en lLa estadistica realizada sobre Los datos de
crecimiento de Llas Larvas en lLos diferentes tratamientos, se
encontraron diferencias significativas entre ellos y entre Los
dos experimentos (Tabla III). Esto puede atribuirse al tipo y
volumen del recipiente utilizado en cada experimento, & a Las
condiciones de aireacibn de Llos cultivos asi como también al

alimento suministrado.

Dupuy (1975) reporta que se puede influenciar La tasa de
crecimiento de Las Llarvas dependiendo del volumen que se
utilice, mencionando diferencias entre recipientes de 4 L y de
250 L alin manteniendo Lla misma densidad Llarval. Esto se
cbnstatb durante el desarrollo del experimento II, pués Las
Larvas que se encontraban en un reservorio de 180 L y gque no se
incluyeron dentro del experimento, tuvieron un 1incremento
promedio en su longitud de 20 micras mds gque Las Llarvas que
recibieron La misma dieta dentro del experimento y que estaban
contenidas en 3 L de agua y a La misma densidad.Pese a La
validez de &sta informacibn; en este trabajo no se considera
relevante la diferencia volumétrica entre Los recipientes de
ambos experimentos (5 y 3 L),puesto que_ é&sta influencid a los

cultivos uniformemente.

Loosanoff y Davis (1963), mencionan gue La aireacidn es
muy dificil de dgualar en todos Los experimentos razdbdn por Lla

cual Davis (1953) La excluye de sus experimentos.
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Nascimento—Iracema (1980) encuentra que el crecimiento de Llas
larvas de C. gigas se reduce en cultivos que reciben aireacibn

y que se encuentran alimentados con Chaetoceros calcitrans vy

- D e em e wm es es = = em es en

cuando se alimentan con Isochrysis galbana y con

== e e = em em em = e

Pseudoisochrysis paradoxa. Helm y Spencer (1972), sefhalan que
La aireacibn es nociva para el crecimiento de Llas peguehas
Larvas en el estadio "D" durante sus primeros dias de
existencia en nado lLibre. Sin embargo, Breese y HMHalouf (1974),
dicen que el cultivo de Llas Larvas debe tener bastante
aireacidn para mantener La circulacidn del agua y asegurar una
mezcla del alimento y ser transportada a .La Larvé. Walne
(1966) citado por Windsor (1977), mencioné que La aireacidbn del
cultive es un requerimiento para el buen crecimiento de Llas
Larvas y que el beneficio es mas bien debido a La turbulencia
causada por Las burbujas m&ds que por el efecto directo de
mantener el oxigeno en el agua. Helm y Spencer (1972), agregan
gue La accibn primaria de La aireacidn puede ser la de ayudar a
Las Larvas a conservar La energla para La elaboracibn de

reservas y tejidos del cuerpo, que de otra manera gastarian en

nadare

Esta investigacibn apoya la utilizacibn de aireacidbn en
Los cultivos Larvales, ya que se observd gue cuando por alguna
razbn se detenia La aireacibn en alguno de Lleos tratamientos

experimentales, La concentracibdn de oxlgeno declinaba



considerablemente con respecto a su réplica. Tanto La
inyeccibn de aire como oxlgeno purc en un sistema, pueden
"contribuir favorablemente a eliminar La acumulacidn de
deshechos nitrogenados tbxicos (Breese y Malcuf, op.cit.),
ademds de evitar La reduccibn de nivel ce oxlgeno por efectos
del consumo causado por la demanda biolbgica de oxigeno (DBO)
de La materia orgadnica en descomposicidn (heces y alimento no
ingerido) y también pueden evitarse efectos Letales causados
por pequenas cantidades de amonio presentes en el agua a pH
eLevadog. Estos efectos se rebajan elevando la concentracibn

de oxigeno (Kathleen (1955) citado por VWheaton, 1982).

Las condiciones fisicoquimicas de oxigeno entre 7.5 y 8.0
mg/l, temperatura (25°) y salinidad (30 % se mantuvieron
constantes en ambos experimentos, consideradas como lLos valores
dptimas para el desarrollo de larvas de L. gigas por Breese Yy

Malouf (op.cit.) y Lannan et al. (1980).

La forma no ionizada del amoniaco (HHz) es tbxica para Lla
mayoria de Llos organismos acudticos a concentraciones
inferiores de 1ppm. EL amonio (ilHz), penetra Lla membrana
celular con facilidade En una solucibn acuosa a pH 7 solo el 1
4 del amonfaco total se presenta como amcnio, mientras gue a un
pH 8 el 10 % se encuentra en esta forma permeable (HH3z)

(Warren, 1962; Epifanio y Srna,1975).
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Las mediciones de pH 7.4 a 8.1 en promedio en Los dos
experimentos son normales en un sistema de agua salada
(Jheaton, 1982). Sin embargo, de una manera general se observa
que las dietas con altas concentraciones de alimento,tuvieron
tambidn Las concentraciones mas altas de amonio y los valores

mads bajos de oxlgeno y pH.

Los compuestos orgdnicos e inorgdnicos disueltos coadyuvan
al desarrollo de bacterias gque a su vez aumentan el contenido
de amoniaco en el agua. Ademds Llas bacterias sirven de
alimento a Los ciliados y promueven su desarrollo. En el
experimento I en el cual no se utilizd cloro para lavar Llas
Larvas Y Los recipientes, se observaron grandes cantidades de
protozoarios en Los cultivos, no obstante La utilizacibn de un
sistema ultravioleta, de filtros de algoddbn pléstico y de un
tamiz de 10p. Los ciliados Liberan cantidades considerables de

amoniaco al agua.Por ejenplo, la excrecibn de awmontaco en

—— e = e o mm e v -
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sobre todo en las dietas con altas concentraciones de alimento.
Es posible pensar que La excrecidbn de amonio por los ciliados
pudo haber tenido un efecto en el registro de Llas wvariables
fisicoquimicas, puesto que Los valores se redujeron
considerablemente de 0.700 mg/l registrado como maximo en el

experimento I a 0.265 mg/l como madximo en el experimento II y
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en el cual se utilizd cloro para eliminar a Los protozoarios.

Tanto Las algas comno Los suplementos alimenticios
proporcionados a Los cultivos de larvas pueden modificar sus

condiciones fisicoquimicas.

En Los cultivos de microalgas La tasa de crecimiento
bptima, es decir el incremento del nlmero de células por unidad
de tiempo es funcion del tamaho del inoculo en condiciones
bdptimas de luz, salinidad y nutrientes (Hemerick,1973). En
esta investigacibn Llos cultivos de microalgas se mantuvieron a
una temperatura de 20+1°, salinidad de 32 % y pH 8.0, -y
demoraron dos semanas para alcanzar La fase de crecimiento
exponencial, Lla cual es wuna tasa de <crecimiento bastante
aceptable (Dupuy et al.,1977). Aunque se trataba de cosechar
Las algas en su fase L09;r1tmica, la diferencia en La calidad
de Los cultivos entre Los experimentos, pudieron afectar el
crecimiento de Las larvas (ilalouf y Breese, 1977). Ademds La
composicidbn y el wvalor alimenticio de Las algas varian de

acuerdo a La intensidad de La Lluz y el medio de cultivo

enpleado.

La miel y el almiddn de malz provocaron turbidez en Los
recipientes. Davis y Hidu (1969) sugieren que las larvas de
pivalvos comparativamente, crecen mas rapido en bajas

concentraciones de sustancias que producen turbidez, que en el
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agua de mar clara. Esto se debe probablemente a que Las
particulas suspendidas gquelan o absorben toxinas presentes en
Los cultivos. Seglin &sto La Leve turbidez provocada por Llos
suplementos alimenticios en Los recipientes, fue benédfica para

el crecimiento de Llas larvas.

Aungue en el principio de esta investigacibn se pensd que
La miel pudiera ser un buen suplemento alimenticio por sus
cualidades antibacterianas naturales y su contenido en
diastasa, Las dietas que provocaron un crecimiento y
sobrevivencia bajas, fueron precisamente las que contenian miel
en alguna combinacibn,. (dietas 3,7,4,8,9 y 10; Tabla II). La
actividad antipacteriana de La miel diluida se basa en La
acc{bn de La oxidasa sobre La dextrosa, pero esta reaccidn
forma &cido glucdnico y perdxido de hHidrdgeno.Por otra parte la
presencia de proteinas en lLa miel hace que tenga wuna tensibn
superficial m4s baja,lo que produjo en Los tratamientos gue Lla
cénten1an una marcada tendencia a formar espuma y nata en La
superficie del ayua, Esto estimula La formacidn y retencibn de

peguenas burbujas de aire (HMc Gregor, 1974), que pueden causar

problemas al disminuir el espacio reguerido para el
desplazamiento de Las Llarvas nadadoras mds grandes,
imnpidiendoles asi, La b&équeda de su alimento ¥

consecuentemente afectando su tasa de crecimiento.

En La Literatura no se encuentran otros trabajos que
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utilicen suplementos alimenticios para Los cultivos larvales a
excepcibn del trabajo de Davis (1950) <citado por \Uidindsor
(1977), en el cual menciona gque La adicibn de almiddn de malz a
Los cultivos Larvales no es adecuada ni aln en bajas
concentraciones.s Los resultados obtenidos en este trabajo
sugieren que La wutilizacibn de almidbn de malz es apropiada
para La alimentacibn de las larvas de (., gigas. Como se indica
en La tabla II y figura 11, las dietas 6 en el Experimento I vy
5 en el Experimento II, <con una concentracidn de almiddn de
maliz en 1 ppm y 0.9 ppm respectivamente en combinacibdn con
microalgas tuvieron Los valores mds altos en La sobrevivencia vy
en el incremento del <crecimiento. En Llos resultados de La
prueba de SHK (Tabla V-A), el valor mds elevado de La media
indica La "mejor dieta" y como se puede observar,éstos
corresponden a La dieta 6 con una media de 125.18 para el
Experimento I y para el Experimento II La dieta 5 con una media

de 163.68 (Tabla V-B).

AL comparar Los rangos de crecimiento y sobrevivencia

[I'e)

Larval reportados por Breese y HMalouf (1974) - en C. gigas para
condiciones déptimas de cultivo, con Los resultados de estos
experimentos, se puede notar en La Tabla II-A para el
Experimento I y Tabla II-B para el Experimento II, que Llos
valores reportados para el dincremento promedio en el

crecimiento al c¢ia 14 se encuentran entre 23 P y 330. Breese vy

Malouf (op.cita? reportan un incremento promedio de 385 a 95
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micras al mismo dia, valores superiores a Los encontrados en
esta investigacibna En cuanto a sobrevivencia, estos autores
reportan para el dia 14 un 45%, mientras que en este trabajo se

detectd entre un 90 y 95 % para las dietas mds satisfactorias.

Davis y Chanley (1956), sehalan que se puede afectar
profundamente La tasa de <crecimiento y sobrevivencia de Llas
Larvas de Lamelibranguios por La presencia de concentraciones
muy bajas de substancias tales como vitaminas y antibidbticos,
gue aunque sean benédficas en pequehas cantidades, con un Lligero
aumento en su concentracibn pueden Llegar a ser Lletales,. EL
primer efecto reconocible es La reduccibtn de Lla tasa de
crecimiento y conforme aumenta la concentracibn se alcanza un

punto en el cual se Llega al 100 % de mortalidad.

En ambos experimentos se utilizd antibidtico para ayudar a
reducir La poblacibn bacteriana (Brereton et al.,1973) <citado
por Le Pennec y Prieur (1977) pero solo en el experimento 11 se
empled cloro. Thatcher (1977) reporta que La composicidbn del
CLOROX (HaOCL) es de un 90 % de agua, 5.25 % de HaOCL, & % HNacCl
y 0.75 % de "buffers" (HaOH y ©HaCOz ) .Ademds menciona que,
debjdo a La clorinizacidn del agua, se observarcn retardos en
el desarrollo de los huevos y efectos subletales en lLos adul tos
del camardn (Pandalus danae). MHeff et al. (1976) <citado por

Thatcher (1977), reporta un retardo en el desarrollo de

juveniles del cangrejo como efecto del uso constante del <cloro
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en el medio. Pese & tales observaciones en este trabajo se
verificd un crecimiento promedio mds alto en Llas Llarvas del
experimento II al cual se Le adiciond <cloro, respecto al

experimento I donde no fue administrado.

La dieta 6 del experimento I, constituida por una mezcla

paradoxa con un suplemento de almiddn de

]
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de La microalga P
malz (,0045 g/5 L) tuvo un incremento al dia 14 de 30P y La
dieta 5 del experimento II (mezcla de P, paradoxa con almiddn
de malz 0.0045 g/3 L) con un incremento promedio de 43P en

catorce dias. Davis (1953) reporta el crecimiento promedio de

lLas Larvas de C. virginica alimentadas con bacterias sulfurosas

= e A e e
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Las diferencias en Los valores de crecimiento registradas
en Los dos experimentos se atribuyen principalmente al
mejoramiento en La calidad del agua durante el experimento II.
Es probable que la tasa de crecimiento en el experimento I pudo
haber sido inhibida por colisiones frecuentes de las larvas con

Los ciliados observados durante los controles.

La alimentacibn discontinua en las larvas es un tema de
discusidbn.Los trabajos de Langton y HcKay (1974), reportan que
una étimentacibn discontinua proporciona un mejor crecimiento,
posiblemente como el resultado de una adaptacibn metabdblica al

régimen alimenticio. Por otra parte Lucas y Rangel-Davalos



75

(1983) senalan que La primera alimentacibn de las larvas de C,
gigas detectada a través de un microscopio de epifluorescencia,
ocurre 24 horas después de La fertilizacibn a una temperatura
de 24 °C, 'y mencionan que las larvas de bivalvos se alimentan
después continuamente a diferencia del ritmo digestivo
encontrado en Llos adultos por Morton en 1973. Cuanco se
alimentan Las larvas con Pavlova lutheri e Isochrysis galbana
estiman que es necesario un promedio de 800 cé&lulas/larva/dia a
24 °C para mantenerles Los estbmagos Llenos. Si en esta
investigacibn se hubiera proporcionado el alimento a lLas larvas
en esa concentracibn,se hubiera requerido un promedio de 3000
células/mlL/dia; cantidad menor a La gque se ofrecid a Llas
Larvas durante Los dos experimentos (Tabla I, pag.27).Gerdes
(1983) reporta que Llas Llarvas de 77p a 120p filtran menos
activamente que las larvas mayores, y menciona que La tasa de
filtracibn para Las larvas de C. gigas mantenidas en 25° y 25
% difiere segln su tamafio. Asi lLas larvas que miden entre 75py
120p filtran de 0.5 a 2.7 ml/hora/larva y las que miden de 120
a 310 p filtran de 7.5 a 99.7 ml/hora/larva. Ademés Gefdes,
(opscits) reporta que La Larva remueve 50 % més alimento a
concentraciones menores de 25x10° células/litro que a mayores
concentraciones de 100x10% cé&lulas/Llitro. Loosanoff y Davis
(1963) y Malouf vy ‘Breese (1977) apoyan Lla teoria de gque una
sobrealimentacidn en el cultivo retrasa La tasa de crecimiento
de Las larvas. Las concentraciones utilizadas en este trabajo,

son Las reportadas como bptimas para el cultivo de larvas por
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estos autores, pero al ahadir Los suplementos alimenticios, se
eleva La concentracibn de La dieta en Las cantidades
correspondientes a cada tratamiento (Tabla T s En Las
concentraciones mnas altas de lLas dietas se observd una excesiva
formacibn de pseudoheces, como también Lo reportan Loosanoff y
Davis (1963) de sus experimentos.EL prcblema gue generan Las
Largas tiras de moco que arrastran Llas Llarvas, es el que
atrapan y enredan a otras Larvas nadadoras, imbidiéndoLes
probablemente mantener el ritmo alimenticio adecuado al no

poderse desplazar libremente en lLa blsqueda del alimento.

Las desventajas de alimentar a las larvas discontinuamente
una o dos veces al dia (Malouf y Breese,1977) és que al
principio &stas pueden filtrar activamente, pero después de
ingerir una determinada cantidad de alimento, se producen
pseudoheces, o sea gque lLa larva se encuentra parte del tiempo
soorealimentada y prlcticamente en inanicibn en el tienpo
restante a La siguiente alimentacibn. burante esta
investigacibn, se pudo observar que en las dietas 3,7,8,9 y 10,
las cuales contenian altas concentraciones de suplementos
alimenticios en diferentes combinaciones, las larvas excretaron

pseudoheces.

La jerarquizacibn de lLas dietas de acuerdo al valor de sus
medias expresado segln La prueba SNK (Tabla V-A) denota para el

experimento I La secuencia en lLas dietas 6,5,2 vy 1 es decir,
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que Las dietas con suplemento alimenticio de almiddn de malz en
alta y baja concentracibn respectivamente, resultaron en mejor
crecimiento 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 difieren significativamente de la dieta 6, razbn por La

cual se presenta en un grupo independiente.

En el experimento II, Lla secuencia presentada son Las
dietas 5,2,6 y 1 Lo que indica gque a diferencia de Lo
encontrado durante el primer experimento, la dieta 2 a base de
microalgas se situa entre lLas dietas 5 y &6 las cuales tuvieron
concentraciones de almidbn de malz de 0.9 y 0.6 ppm
respectivamente. Sin embargo, Los véLores encontrados para La
dieta 2 y 5 Torman un solo grupo gue no difiere
significativamente pero gue presenta diferencia con respecto al
segundo grupo formado por lLas dietas 1 y 6. Esto implica que
un aumento en La concentracibn de lLas microalgas es favorable
para el crecimiento de Llas Llarvas, pero sigue siendo méds
satisfactorio el agregar una concentracidn de almidén de wmalz

en 0.9 pom.

En La tabla V lLlos valores de Las medias son mds grandes
para el experimento II (Tabla V-B) que para el experimentoc I
(Tabla V=A) dincluso para la dieta 1 contrel en dinanicibn, Lo

que sugiere el é&xito del mejoramiento de la calidad del agua
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en sus primeros dias. Sin embargo, este "stress" producido por
sustancias anadidas al medio y por efectos de manipuleo durante
Los cambios de agua, puede gque sea mas tolerado por Llarvas més

grandes y repercuta en una mayor sobrevivencia.

Es interesante hacer notar gque en La dieta 6 <con una
concentracibn de almiddn de malz de Tppm determinada como Lla
cantidad m&s baja del experimento I vy en La dieta 5 del
experimento II, con una concentracidn de almidbn de matz de 0.9
ppm; correspondiendo a La mds alta densidad en este
experimento, haya resul tado el mejor crecimiento y
sobrevivencia de Las Llarvas de C. gigas con una diferencia de
solo 0;1 ppm entre lLos dos tratamientos (Tabla II y Fig.11), a
pesar de qgue se tuvo una coﬁcentracibn alin nds baja de almiddn
de malz de 0.6 ppm para La dieta 6 durante el experimento II.
Estos resultados no solo sugieren que el almiddbn de maiz
resulta un buen suplemento alimenticio para las larvas,sino que

su concentracibn bptima parece encontrarse entre 0.9 ¥y 1 ppm.

EL crecimiento y la sobrevivencia de Las Larvas que no
recibieron alimento (Tabla 1II) se encuentra dentro de las &
"mejores dietas". Una explicacibn que se puede dar a este
resultado, se centra en el hecho de que el experimento se Llevd
a cabo en un sistema cerrado para el cual se presenta Lla
formacibn de "Gelbstoff'", una forma de gel gue se acumula en

Los acuarios cuando prevalecen condiciones eutrbficas. EL



"Gelbstoff'" gque estd 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 parte
Los bajos niveles de excrecidn de amonio medidos en Llos
cultivos controles en inanicibn, parecen indicar que las larvas
utilizan su reserva de Lipidos como fuente de energla (ilayzaud,

18039 .

Los ajustes por regresibn lineal que se realizaron en Las
curvas de crecimiento, fueron rechazados para todas las dietas
tanto en el experimento I (Figs.9 y 10) como en el experimento
II (Figs.13 y 14) excepto para la dieta control 1, sin alimento
en el experimento I (Fig.9-A). Es posible que en este caso no
se haya rechazado dicho modelo al reflejar U4nicamente el
crecimiento de Las Llarvas, sin La adicibn de otros factores
comﬁ el tipo de alimento agregado. EL rechazo del modelo de
regresibn Lineal &en la dieta control durante el experimento II

probapblemente refleje La dinterferencia producida por La

utilizacibn del cloro.
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VI. CONCLUSIONES.

La microalga Pseudoisochrysis paradoxa en combinacidbn con
un suplemento de almidbdbn de matz en concentraciones entre 0.9 y

1T ppm es adecuada para el crecimiento y sobrevivencia de Llas

Larvas de C. yigas.

La miel no fue un suplemento favorable al crecimiento vy
sobrevivencia, al menos en las concentraciones probadas, debido
a su acidez y al contenido de protelnas que provocan Lla

formacibn de espuma en el agua de Los cul tivos.

Fa adicibn de los suplementos de almiddn de malz y miel de
aveja en combinacibn, no fue adecuada en Las altas y bajas
concentraciones probadas durante Los experimentos para el
desarrollo de las larvas. Sin embargo, el almiddn de malz
resulta ser el mejor suplemento alimenticio independientemente
de La aaicibn de una mayor cantidad de microalgas, puesto que

repercute en un mejor crecimiento.

La utilizacidn de antibidticos y <cloro contribuyen al
mejoramiento de Lla calidad del agua, condicidn indispensable
para el puen desarrollo y sobrevivencia de las larvas como pudo

verificarse durante el experimento II.
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