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RESUMEN de la tesis de Francisco Galicia Galicia, presentada como requisito parcial
para la obtencion del grado de MAESTRO EN CIENCIAS con orientacion en
ACUICULTURA. Ensenada, Baja California. Noviembre del 2006.

CONSUMO DE OXIGENO Y EXCRECION AMONIACAL EN LARVAS FILOSOMAS DE
ESTADIOS 1Y Il DE LA LANGOSTA ROJA Panulirus interruptus (RANDALL, 1840)
DURANTE EL DIA Y LA NOCHE

Resumen aprobado por:

Dr. Eugenio Diaz Iglesias
Director de Tesis

La pesqueria de langostas tiene una importancia econémica en México y diversas partes
de mundo, sobre todo las especies que pertenecen a la familia Palinuridae. En México
destaca la langosta roja Panulirus interruptus y la langosta del caribe P. argus. Sin
embargo, su explotacién se encuentra en el maximo permisible y la acuicultura no se ha
desarrollado por falta de una metodologia que permita el cultivo de los estadios larvarios.
Se han realizado investigaciones en cuanto a su alimentacion, sistemas de cultivo y
patologia, siendo aun insuficientes. Dado a la importancia en el conocimiento de la
bionergética de los organismos, en este trabajo se midié el consumo de oxigeno y
excrecion amoniacal diurna y nocturna, asi como también se calculé la relacion oxigeno —
nitrégeno en larvas filosomas de los estadios | y Il de la langosta roja P. interruptus
cultivadas en laboratorio a 21°C.

Durante el ayuno de las larvas filosomas se observé un descenso continuo en el
consumo de oxigeno, de 5.29 mg O,-g*-h™ en la primera hora a 3.54 mg O,-g*-h™ a las
catorce horas, siendo significativamente diferentes (p < 0.01**). El estado postabsortivo se
alcanz6 después de 13.5 horas de ayuno, por lo cual se consideré colocar las larvas
filosomas en ayuno antes de realizar las mediciones del consumo de oxigeno y excrecién
amoniacal.

El consumo de oxigeno diurno fue significativamente mayor que el nocturno en
ambos estadios. En el primer estadio hubo un consumo de oxigeno de 4.28 mg O,-g*h*
en el diay de 3.66 mg O,-g™-h™ en la noche, por su parte en el segundo estadio fue de 3.8
y 3.17 mg O,-g*h* respectivamente. En la excrecién amoniacal no hubo diferencias
significativas manteniéndose entre 0.011 y 0.095 mg NH,-g*-hen larvas del primer
estadio y entre 0y 0.65 mg NH,-g™-h™ en el segundo estadio. El consumo de oxigeno y la
excrecién amoniacal fue significativamente mayor en el primer estadio. Por otro lado, en la
relacibn oxigeno — nitrégeno diurna y nocturna no hubo diferencias significativas,
registrando una relaciébn de 59.1 a 422.4 en los dos estadios, esto representa un
catabolismo que va desde mezclas iguales de proteinas vy lipidos hasta la utilizacion de
lipidos y carbohidratos.

Palabras clave: Langosta roja, Panulirus interruptus, larvas filosomas, consumo de
oxigeno, excrecion amoniacal, diurno, nocturno, ayuno.



ABSTRACT of the thesis presented by Francisco Galicia Galicia as a partial requirement
to obtain the MASTER OF SCIENCE degree with orientation in AQUACULTURE.
Ensenada, Baja California, Mexico. November 2006.

OXYGEN CONSUMPTION AND AMMONIUM EXCRETION IN PHYLLOSOMA LARVAE
OF THE STAGE | AND Il OF RED LOBSTER, Panulirus interruptus (RANDALL, 1840),
DURING THE DAYTIME AND NIGHTTIME

Lobster fishery of family Palinuridae species, are economy important in Mexico and
different part of Word. In Mexico detach Panulirus interruptus and P. argus. However, its
exploitation is near to the maximum acceptable, and aquaculture himself has not
development by absent of methodology that permits the culture of phyllosoma larvae.
Investigations have been to make above yours alimentation, culture systems and
pathology, being even not sufficient. The knowledge of the bioenergetic of organism is
important therefore in this work is measured the nocturnal and diurnal oxygen
consumption and ammonium excretion is measured as well as is calculated oxygen —
nitrogen ratio in phyllosoma larvae of stage | and Il of red lobster P. interruptus cultivated
in laboratory of 21°C.

During the starvation of the larvae filosomas a continuous descent in the oxygen
consumption was observed, of 5.29 mg O,-g*-h™ in the first hour to 3.54 mg O,-g*h* at
fourteen hour, being significantly different (p <0.01**). The state postabsorptive was
reached after 13.5 hours of starvation, by which was considered to place the phyllosoma
larvae in starvation before carrying out the measurements of the oxygen consumption of
oxygen and ammonium excretion.

Diurnal oxygen consumption is significant larger that nocturnal in start | and Il. In
stage | hands oxygen consumption of 4.28 mg O,-g™*-h™! in daytime and 3.66 mg O,-g*-h™
in nighttime, in turn in second stage went of 3.8 y 3.17 mg O,-.g™h" respectively.
Ammonium excretion do not there was significant differences, maintained among 0.011
and 0.095 mg NH,-g™*-h™* in larvae of the first stage and among 0.0 and 0.65 mg NH,-g*-h™
in the second start. Oxygen consumption and ammonium excretion had larger in stage |
that in star Il. Among diurnal and nocturnal ratio oxygen — nitrogen do not there was
differences significant, registering a ratio of 59.1 to 422.4 in both stage. This represents a
catabolism that goes since equal mixtures of protein and lipid in same quantity to utilization
of lipids and carbohydrates.

Keywords: Red lobster, Panulirus interruptus, phyllosoma larvae, oxygen consumption,
ammonium excretion, diurnal, nocturnal, starvation.
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. INTRODUCCION

Se les conoce con el nombre de langostas a los decapodos de las familias Homaridae,
Nephropsidae, Palinuridae y Scyllaridae, sin embargo, el término se aplica principalmente a
las especies de la familia Palinuridae (Figura 1), también conocidas como langostas

espinosas (Gracia y Kensler, 1980).

Las langostas son un producto pesquero muy apreciado en México y en otros paises
(Nowark, 1970; Gracia y Kensler, 1980; Palero-Pastor, 2004), ya que es bien cotizado y
tiene una gran demanda (Lozano-Alvarez, et al., 1981). La pesqueria de langosta constituye
una actividad importante, sobre todo en la parte noroeste del pais, donde la especie

Panulirus interruptus Randall (1840) es abundante (Gracia y Kensler, 1980).

Figura 1. Langosta roja Panulirus interruptus.



Las costas mexicanas albergan siete especies de langostas espinosas del género
Panulirus (Briones-Fourzan y Lozano-Alvarez, 2000). La langosta roja de California P.
interruptus y la langosta del caribe P. argus aportaron el 91% de la produccion pesquera
nacional entre 1985 y 1997 (Andnimo, 1998). El restante 9% lo constituyeron P. inflatus y
P. gracilis. Las especies P. penicillatus, P. guttatus, P. laevicauda no tienen importancia
econdmica (Briones-Fourzan y Lozano-Alvarez, 2000). Dentro del periodo que comprende
de 1996 a 2004 la pesqueria de langosta en la Peninsula de Baja California representé cerca
del 70% del total nacional, del cual el 94% fue a portado por P. interruptus y el restante
6% por P. inflatus y P. gracilis (Vega-Velazquez et al., 2005).

P. argus se distribuye en las costas del Caribe de México, a lo largo de las costas de
Yucatan y sobre formaciones coralinas en los estados de Campeche, Tamaulipas y
Veracruz en el Golfo de México (Briones-Fourzan, 1995), aunque el 98% de su captura se
encuentra en Quintana Roo y Yucatan (Briones-Fourzan y Lozano-Alvarez, 2000). La
especie P. interruptus se distribuye en las costas de la Peninsula de Baja California
(Chapala, 1964), y sobre la costa oeste del Golfo de California (Duffy, 1973; Ayala y
Chévez, 1985; Ayala et al., 1988). La mayor abundancia de P. interruptus se ubica en la
zona centro de las costas de Baja California (Lindberg, 1955; Johnson, 1960; Ortufio-
Manzanares, 2003) (Figura 2).

Para evitar la sobre explotacion de P. interruptus las normas vigentes incluyen el
cierre de zonas costeras; un tamafio minimo legal de pesca (82.5 mm de cefalotdrax),
restricciones para los aparejos pesqueros y la proteccion de hembras gravidas (Briones-
Fourzan y Lozano-Alvarez, 2000). La captura de esta especie en el litoral costero ha

disminuido un 50% desde 1975 a la temporada de 2003-2004. La zona centro de la



Peninsula de Baja California presenta una soélida estabilidad pesqueria, y el
aprovechamiento es cercano al méximo rendimiento. En contraste con las zonas sur y norte
que tienen una tendencia a declinar (Caballero-Alegria, 2003). La pesqueria de P. argus en

el caribe mexicano se encuentra en el maximo rendimiento sostenible (Aguilar et al, 2003).
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Figura 2. Distribucion de las langostas espinosas P. interruptus y P. argus en México.

El ciclo de vida de la langosta esta constituido por cinco fases: huevo (Figura 3),
filosoma, puerulo, juvenil y adulto.

La fecundidad en las hembras de P. interruptus con tallas de 63 y 163 mm de
cefalotérax es de 91,000 y 1,988,000 huevos respectivamente y esta inversamente

relacionada con la latitud en la Peninsula de Baja California (Pineda et al., 1981). La



fecundidad para las langostas de Punta Eugenia en Baja California Sur con un tamafo entre

57.0 mm y 81.2 mm se representa en la siguiente funcion:

Fecundidad = 0.91977L%" (r = 0.846) (1)

donde L es la longitud del cefalotérax en milimetros. A su vez la relacion expresada en

peso total es;

Fecundidad = -14425.7 + 716.22w (r = 0.865) )

donde w es igual a peso en gramos (Tapla-Vazquez y Castro-Gonzalez, 2000). De acuerdo
a estos autores, esta relacién varia, dado que la fecundidad es muy susceptible a factores
externos y propios de la especie, como son la variabilidad en la talla, el peso, la edad y la

latitud.



Figura 3. Huevos de langosta roja P. interruptus.

La duracidn del desarrollo embrionario hasta la eclosion de larvas esta directamente
relacionado con la temperatura de incubacion. Por ejemplo, el desarrollo embrionario de las
larvas filosomas de Jasus edwardsii demora 30 dias en completarse a 18°C y 87 dias a
10.5°C. Los embriones incubados a temperatura elevada (18°C) son mas pequefios y
contienen niveles reducidos de acido eicosapentanoico (20:5n-3) y esteroles. En cambio, en
los embriones incubados a baja temperatura se encuentran reservas de acido ascorbico mas
altas, por lo cual se sugiere que las altas temperaturas tienen un efecto perjudicial (Smith et
al., 2002). Por otra parte, la manipulacion de la temperatura en los reproductores para
acortar el ciclo anual no es recomendable, dado que reduce la fertilidad de las hembras, se
producen larvas de pequefio tamafio y un gran nimero de ellas no son viables mas alla de

naupliosoma (Smith et al., 2003a).



Figura 4. Larva filosoma en estadio | de la langosta roja P. interruptus. Tomada de Johnson
(1956).

La langosta espinosa, P. interruptus (Randall), eclosiona como larva filosoma y
pasa a través de Xl estadios (Figura 4). Estas larvas son planctdnicas y requieren de 7.75
meses para completarlos (Johnson, 1956).

Los estadios larvarios de la filosoma de P. interruptus fueron descritos por Johnson
(1956) a partir de muestras recolectadas del ambiente. Sin embargo, cuando fue cultivada
en el laboratorio se observo que pueden requerirse mas de una muda para pasar de un
estadio a otro (Mitchell, 1971; Dexter, 1972). Estos autores lograron cultivar filosomas
hasta el estadio VI con una supervivencia del 1%, observando que entre los estadio 111 'y IV
requieren de tres a cuatro mudas dependiendo del tipo de alimento. El desarrollo larvario en
el laboratorio ha sido muy complicado para las especies de la familia Palinuridae, aunque
ya se ha logrado completar en otras especies como Jasus lalandii, J. edwardsii, J.
verreauxi, Panulirus elephas, P. longipes, P. japonicusy P. argus (Kittaka, 1994; Kittaka,

1997a; Kittaka, 1997b; Kittaka y Abrunhosa, 1997; Matsuda y Yamakama, 2000; Ritar,



2001; Goldstein et al., 2006). En México, el cultivo de P. interruptus se ha podido
desarrollar hasta el 111 estadio (Vea-Campa, 2003), y VI estadio con una supervivencia del
3.5% (LOpez-Zenteno, 2004).

La temperatura en la que se desarrollan los diferentes estadios larvarios influye
directamente sobre los periodos de muda. Las larvas de P. interruptus alcanzan el estadio II
en 8 dias a 25°C y en 15 dias a 22°C, para el estadio Ill requieren entre 7 y 13 dias
respectivamente (LOpez-Zenteno, 2004). El preferendum térmico para esta especie se
encuentra entre 21 y 24 °C y una salinidad apropiada de 30 a 40 ppm (Serrano-Flores,
2001).

En el XI estadio la filosomas se convierte mediante una metamorfosis en puerulos.
El puerulo es transparente y estructuralmente se parece a un adulto, excepto que su segunda
antena es tres veces mas larga que su cuerpo (Serfling y Ford, 1975). La duracion de esta
fase larvario es controlado basicamente por la temperatura del agua y las condiciones
nutricionales de la filosoma (Sekine et al., 2000). Los juveniles se alimentan de crustaceos,
en su mayor parte anfipodos e is6podos y material vegetal como algas rojas, también viven
sobre las algas Phyllospadix scouleri y Gelidium robustum (Castafieda-Fernandez et al.,
2005).

Las larvas filosomas cultivadas han sido alimentadas principalmente con Artemia
sp. y goénadas de mejillon (Mytillus sp.), debido a su simplicidad de obtenerlos (Mitchell,
1971). En las larvas de Panulirus cygnus de los estadios I, 11 y 111 la minima densidad de
Artemia sp. para un buen crecimiento es mayor de 1 nauplio por mililitro (Liddy et al.,
2004a), de igual manera, no encontraron diferencias significativas en la supervivencia,

tamano o periodo de intermuda para las larvas de J. edwardsii del estadio I al 11l cuando



son alimentadas con Artemia sp. de 1.5 mm a densidades de 1.2, 3 0 6 nauplios por
mililitro, o para el estadio Il al IV cuando se alimentan a las mismas densidades pero
afiadiéndoles génadas de mejillon a razén de 0.04 trozos por mililitro (Ritar et al., 2002).
La talla y concentracién de la Artemia sp. que se proporciona a las larvas filosomas de J.
edwardsii influyen en su desarrollo, ya que al incrementar la densidad de Artemia sp. de
1mm de tamafio, las larvas del estadio Il y V tienen un periodo de intermuda méas corto y
lo mismo ocurre cuando son alimentadas con Artemia sp. de 2 a 3 mm a una densidad de 1
nauplio por mililitro (Tong et al., 2000). La obtencién de puérulos de P. longipes se ha
logrado en el laboratorio alimentando las larvas filosomas de los estadios del I al IV con
Artemia sp. de 0.6 mm a una densidad de 4 nauplios por mililitro, e incrementado el tamafio
del alimento progresivamente de 0.8 a 4 mm en el V estadio y disminuyendo la densidad
de 2 a 0.3 nauplios por mililitro. A partir del V estadio se adicioné a la dieta gonadas de
mejillon, aumentando de 0.25 a 3.5 mm® y se disminuyendo el nimero de piezas por
mililitro de 0.1 a 0.03 de conforme fueron creciendo las larvas filosomas (Matsuda y
Yamakawa, 2000).

En las larvas de J. edwardsii se han encontrado las enzimas digestivas proteasa,
tripsina, amilasa, alfa- glucosidasa, quitinasa y lipasa en los estadios cultivados del I al VI
y silvestres del V al XI, detectando que la actividad de la proteasa y la lipasa es mas alta
que la amilasa y la alfa-glucosidasa. Lo cual sugiere que una dieta a base de proteina y
lipidos es méas importante que la de carbohidratos (Johnston et al., 2004). Se ha observado
en filosomas de P. japonicus que la absorcion de materia orgéanica suspendida y disuelta a
través del tracto digestivo y posiblemente via tegumento, quizas podria suplementar la dieta

macroscopica (Rodriguez-Souza et al., 1999).



El contenido de acidos grasos se ha determinado en larvas filosomas de estadio | y
Il de P. cygnus y se ha encontrado seis acidos grasos en mayor cantidad; 16:0, 18:1n-9,
18:0, 20:4n-6 (acido araquiddnico; AA), 20:5n-3 (acido eicosapentanoico; EPA) y 22:6n-3
(&cido decosahexanoico; DHA). Todos estos acidos grasos incrementaron su contenido en
las larvas alimentadas y disminuy0 en las larvas en ayuno (Liddy et al., 2004b). Asi mismo
en J. edwardsii la abundancia de acidos grasos monoinsaturados 16:1n-7, 18:1n-8, 18:1n-7
incremento en las larvas alimentadas, pero decrecié en las larvas en inanicion (Smith et al.,
2003b). Se ha encontrado también una correlacion positiva entre la concentracion de acido
ascorbico y la supervivencia en cultivo de larvas de esta especie en cultivos de esta especie
(Smith, 2004).

Un aspecto critico del cultivo de larvas filosomas esta relacionado a aspectos
patoldgicos. Estas se pueden infectar por microorganismos, proliferando externamente en
los apéndices y cuticula grandes cantidades con bacterias filamentosas y protozoarios
sésiles. Las comunidades dominantes pertenecen a la familia Vibrionacea, sin embargo, no
se ha encontrado una correlacion entre la abundancia de bacterias en la columna de agua,
capa microbiana en el estanque y las mortalidades de filosomas (Bourne et al., 2004).
También se ha encontrado la bacteria Leucothrix sp., que provee un hébitat para una
comunidad compleja de microbios constituida por conglomerados de pequefias bacterias,
ciliados peritricos, otros ciliados como Chilodonella, amibas y ocasionalmente hongos. El
agua con una concentracion alta de amoniaco y baja de oxigeno ocasionan un exoesqueleto
sucio y necrosis en las agallas, efecto que se controla manipulando las condiciones
ambientales (Handlinger et al., 1999). Las larvas afectadas por vibriosis luminosa son

opacas, exhibiendo pequefias manchas rojas a través del cuerpo y los peridpodos, levemente
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luminoso cuando se ve en la oscuridad. La histologia de larvas afectadas muestran placas
masivas de bacterias en el intestino y en los tabulos del hepatopancreas, atrofiando y
neurotizando las células internas del lumen (Diggles et al., 2000).

La alimentacion con Artemia sp. u otro tipo de alimento puede ser un foco de
infeccion de Vibrio sp. que afecta las larvas filosomas. Sin embargo, el enriquecimiento por
seis horas, ya sea con la microalga Chaetoceros muelleri o emulsiones de aceite, minimiza
la contaminacion bacteriana y proporciona una adecuada composicion bioquimica de la
Artemia sp. (Ritar et al., 2004). Ritar (2001) recomienda la desinfeccion de las larvas
antes de sembrarse con 25 ppm de formaldehido durante 30 minutos, la desinfeccién de
Artemia sp. con 100 ppm durante 10 minutos y la desinfeccién de las trozos de mejillon
con 100 ppm de hipoclorito de sodio durante 30 minutos.

Para los estudios bioenergéticos relacionados con la nutricion de los organismos se
utilizan tres indices: el incremento de calor aparente (ICA), la excrecion postalimentaria
(UPA) como una forma de medir los costos energéticos asociados con las transformaciones
mecénicas y bioquimicas del alimento (Rosas-Vasquez, 2003) y la relacion oxigeno:
nitrégeno (O:N) para inferir el sustrato energético utilizado por los organismos (Mayzaud y
Conover, 1988.).

La concentracion de oxigeno en el medio acuatico es el principal factor que limita la
actividad metabodlica de los organismos, debido a que este es utilizado directamente en
procesos de oxidacion dentro del metabolismo. Asi, una disminucion en la concentracion
de oxigeno en el agua se refleja en descenso de la tasa metabdlica en los organismos
(Thomas, 1954). La larvas de P. interruptus son inactivas por debajo de 2 -2.5 mg O,-L™

(Belman y Childress, 1973).
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El aprovechamiento del oxigeno del medio es afectado por diversos factores. En la
langosta Homarus vulgaris, se ha encontrado una relacion directamente proporcional entre
el oxigeno asimilado por el organismo y la concentracion de este elemento en el agua de
mar. En contraste, el peso es inversamente proporcional al consumo de oxigeno (Thomas,
1954), Esta relacion inversa también se mantiene en otras especies como en Emerita
talpoida (Edwards e Irving, 1943).

La temperatura influye directamente sobre la tasa metabdlica y el consumo de
oxigeno (Moshiri et al., 1970). Existe claramente un efecto de la temperatura sobre el
consumo de oxigeno en larvas de langosta J. edwarsdsii (Bermudes, 2002). La tasa de
consumo de oxigeno en P. interruptus se incrementa con la temperatura. Por ejemplo, a
12.5°C el consumo de oxigeno de las larvas filosomas se ha encontrado 0.57 mg O-g™*-h™,
aumentando a 1.61 mg O,gh™ a 17.4°C y a 3.09 mg Oxg™h?a 24.6°C (Belman y
Childress, 1973).

La tasa de consumo de oxigeno también puede modificarse por el incremento de
calor aparente después de alimentar los organismos, como resultado de una excitacién
locomotora y otras actividades como trituracion, digestion de los alimentos y la absorcion
de los nutrientes (Du-Preez et al., 1992). El incremento de calor aparente en Crangon
franciscorum represent6 un incremento en la tasa metabdlica en un intervalo de 14 a 43%
por encima del metabolismo de rutina (Nelson et al., 1985).

La excrecién amoniacal también es afectada por la temperatura, asi como el peso
corporal, el proceso de la muda, la concentracién de amoniaco en el medio, la salinidad, el
ritmo circadiano y la alimentacion (Crear y Forteath, 2002). La excrecién potalimentaria

estd en funcion de la calidad y composicion proximal del alimento (Diaz-lIglesias et al.,
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1996; Rosas-Vazquez, 2003). La excrecion amoniacal podria estar en funcion de un ritmo
circadiano, pues se ha observado que la langosta J. edwardsii es mayor durante la noche
que en el dia, aunque en P. cygnus no se detecta esta tendencia (Crear y Forteath, 2002).

Otras especies donde se ha observado que el ritmo circadiano afecta el metabolismo
de los organismos son: en el camarén café Crangon crangon (Donk y De Wilde, 1981), el
camaron tigre Penaeus monodon (Du Preez et al., 1992) y los adultos de la langosta roja
Panulirus interruptus (Diaz-Iglesias et al., 2004), en los cuales se han encontrado tasas de
consumo de oxigeno significativamente mayor durante la noche que durante el dia.

En este trabajo se determind el consumo de oxigeno y la excrecion amoniacal
durante el dia y la noche en las larvas filosomas de los estadios | y Il de la langosta P.
interruptus. Con esto se desea contribuir al conocimiento de la bioenergética de las
filosomas para la utilizacion de futuras investigaciones enfocadas al cultivo de los estadios
larvales de esta especie de langosta.

Los estudios relacionados con el consumo de oxigeno y excrecién amoniacal, asi
como los factores que los afectan, son Gtiles dentro de la acuicultura para determinar las
condiciones de manejo de los organismos, asegurando una buena calidad de agua que
permita el desempefio 6ptimo de los organismos cultivados (Crear y Forteath, 2002; Diaz-
Iglesias, 2004). Aunado a esto permiten la formulacion de modelos para predecir la
produccion de biomasa y poder determinar la cantidad de alimento con el que se obtendré

una mayor biomasa. (Rosas-Vasquez, 2003).
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Il. HIPOTESIS

Las tasas de consumo de oxigeno y de excrecién amoniacal, diurna y nocturna en larvas

filosomas de la langosta roja Panulirus interruptus son diferentes.

111.OBJETIVOS

IV.1. Objetivo general

Determinar la diferencia entre la tasa metabdlica diurna y nocturna en larvas filosomas de

la langosta Panulirus interruptus durante sus primeros estadios de desarrollo.

IV.2. Objetivos particulares

Determinar el inicio del estado postabsortivo en las larvas filosomas de P. interruptus.

Encontrar las diferencias entre la tasa de consumo de oxigeno diurna y nocturna en larvas

filosomas de P. interruptus.

Medir las diferencias entre la excrecion amoniacal diurna y nocturna en larvas filosomas

de P. interruptus.
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IV.MATERIALES Y METODOS

1V.1. Obtencidn de las larvas filosomas

Se obtuvieron hembras ovigeras de la langosta roja Panulirus interuptus (Randall, 1940) de
la localidad de El Rosario, Ensenada, B. C. ubicada a una latitud de 30° 04" N y una
longitud de 115° 45" W. Se transportaron al laboratorio de acuicultura del CICESE donde
se mantuvieron en tinas de 80 litros con recambio de agua constante a 21°C hasta la
eclosion de las larvas filosomas. Estas hembras se alimentaron con mejillon Mytilus
galloprovincialis vivo cada tercer dia. En la salida de agua de la tina se colocé una malla

de 200 micras para retener las larvas filosomas una vez eclosionadas.

IV.2. Descripcion del sistema de cultivo

Las larvas filosomas se cultivaron en recipientes de 15 litros en los cuales se inyecta el agua
desde el fondo para crear una corriente vertical ascendente o afloramiento e impedir el
asentamiento de las larvas. Cada recipiente tiene en la salida de agua una malla de 200
micras (Figura 5). El sistema de cultivo consta de una circulacion cerrada de agua que pasa
sucesivamente por un enfriador, un calentador, un biofiltro para convertir el amoniaco en
nitratos, un sistema de filtrado fisico de 10, 5y 1 micras y una lampara de luz ultravioleta
para desinfectar el agua. Se mantuvo una temperatura de 21°C, un recambio de agua diario

del 10% y un fotoperiodo de 12 horas luz.
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El agua de mar antes de entrar al sistema pasa a través de un sistema de filtrado
fisico con una retencion de particulas de 10, 5y 1 micras, se almacena en un tanque cerrado
de 90 litros donde se desinfecta por medio 0zono y se airea. De aqui, se toma el agua para

el recambio de agua del sistema de cultivo (Figura 6).

Entrada de agua
—

I

Malla de 200

Tubo nivelador micras

Corrientes de
afloramiento

‘ Salida de agua

Figura 5. Recipiente de cultivo de Hughes (1974) para larvas filosomas. El agua es
inyectada en el fondo para crear corrientes de afloramiento.
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Toma de agua de mar

|

Filtracion fisica
y desinfeccién con
luz ultravioleta

Desinfeccion
con luz ultra violeta

Cultl-vo de larvas S
filosomas filtracion fisica

Reservorio y
sistema de ozonificacion

e I

Estanque de <= Sistema de Sistema de
compensacion y calentador | =g enfriamiento filtracion bioldgica

Figura 6. Esquema que representa el sistema de cultivo para larvas filosomas

IVV.3. Siembra de larvas y mantenimiento del sistema

Se recolectaron las larvas en un tamiz, se lavaron con agua de mar filtrada y
ozonificada. De alli se colocé dicho tamiz dentro de un recipiente para desinfectarlas con
formalina a razén de 15 ppm, después de este tratamiento se lavaron para retirar la mayor
parte de formalina. Una vez desinfectadas se contaron y se sembraron a una densidad de
100 larvas por litro de agua. Se utilizaron 5 recipientes de 15 litros, sembrando un total de

75 000 larvas.
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Se sembraron cohortes de larvas en diferentes fechas para tener disponibilidad de
organismos durante el desarrollo de los experimentos. La primera cohorte se mantuvo
durante todo el primer estadio y segunda cohorte se mantuvo hasta el segundo estadio de
desarrollo.

Se realizé un recambio de agua al sistema de cultivo del 10 % diario para mantener
los niveles de nitratos bajos. Los factores fisicoquimicos que se midieron fueron: el pH, la
temperatura, la concentracién de oxigeno, la concentracion de amoniacal y la salinidad. El
pH se midio con un pHmetro digital, la temperatura y la concentracion de oxigeno con un
oximetro (YSI) y la salinidad por medio de una sonda digital (YSI). Para medir la
concentracion de amoniaco se utilizé un electrodo (Thermo Orion 9512). La concentracion
de oxigeno dentro de los recipientes de cultivo se encontrd a un 88% de la saturacion

(Tabla I).

Tabla I. Factores fisicoquimicos registrados durante el cultivo de las larvas filosomas.

Temperatura Oxigeno  Salinidad  pH Nitrogeno
°C mg OxL*  pp mil amoniacal
mg NH,4-L™
Media 20.9 6.82 34.2 8.3 0.036
Desviacion estandar 1.4 0.13 0.14 0.007
n 7 4 3 4 4

Periodicamente se lavaron los conductos de polietileno que abastecian de agua cada

unidad del sistema dado crecia constantemente una biopelicula.
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1VV.4. Alimentacién

Se aliment6 diariamente con nauplios de Artemia franciscana, cosechada a las 48 horas de
incubacién y un tamafio de 0.8 mm (D. E. = 0.06, n = 20). Esta se enriquecié durante dos
horas con las microalgas Isochrysis sp. y Chaetoceros muelleri, que poseen un perfil alto en
acidos grasos poliinsaturados (Ching-Piao y Liang-Ping, 2001; Ritar et al., 2004; Aradjo y
Tavano-Garcia, 2005) En la dltima hora se agregd fomalina a razén de 100 ppm para
desinfectarlas y después se lavaron antes de alimentar.

La densidad en la que se aplico el alimento fue de 3 nauplios por mililitro, los
cuales se mantuvieron durante 24 horas en el sistema de cultivo de larvas de filosomas,
retenidas por mallas de 200 micras, después retiradas por medio del cambio de la maya de
200 micras por una de 400 micras. Las mallas después de utilizarlas se desinfectaban con
hipoclorito de sodio (6%) a razén 3 ml-I" por lo menos durante una hora y posteriormente

se neutralizaba con tiosulfato de sodio a razén de 0.16 g-1™.

IV.5. Determinacion del consumo de oxigeno, de la excrecion amoniacal y del peso

seco

Se obtuvo el consumo de oxigeno, la excrecion amoniacal y el peso seco en todos los
experimentos. Para medir el consumo de oxigeno se utilizaron dos cAmaras respirométricas
estaticas (Figura 7) con un volumen de 2.7 ml acopladas a dos electrodos microcatddicos
polarogréficos de oxigeno y un oximetro de dos canales Strathkelvin 782. Para medir la

excrecion amoniacal se extrajo una muestra de agua de la cdmara y se midié la
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concentracion con un electrodo Thermo Orion 9512 para amoniaco y para obtener el peso
seco se utilizd una balanza analitica Metler AE 240. Se mantuvo una temperatura de 21°C

dentro de las cdAmaras respirométricas por medio de camaras refrigerantes.

| Smhinhe reinmny

153750 072608

Tedrees 1 —— [acrods?
7.75 775
mall

Sehip calbrale Poew

Cooo -
b/

Figura 7. Respirometro: (a) oximetro, (b) camara respirométrica, (c) electrodo y (d) camara
refrigerante.

Para obtener el peso seco, las larvas se recuperaron después de cada experimento y
se lavaban con una solucion de formiato de amonio (3%) para eliminar las sales del agua de
mar, se colocaban en un filtro de fibra de vidrio (Whatman GF/A 21 mm) prequemado y
se secaban en una estufa a 60°C durante 48 horas.

El consumo de oxigeno y la excrecién amoniacal por muestra se calculé mediante la

siguiente férmula:

R =(V (Cf-Cj)) - 1000™ (3)
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donde; R son los mg de oxigeno consumidos o los mg de amoniaco excretado, V es el
volumen de la camara respirométrica en mililitros, C; la concentracién final en mg-1?, y C;
la concentracién inicial en las mismas unidades. Por ultimo se dividio el resultado entre el
peso seco en g y el tiempo en h para expresar el resultado en mg-g*-h™. Los valores
estimados en el consumo de oxigeno se corrigieron con datos de experimentos de control
con intervalos de 6 horas sin larvas dentro de las camaras.

El agua de mar utilizada en las cdmaras respirométricas, asi como la ocupada en los
recipientes utilizados para mantener las larvas en ayuno, se filtr6 a 10, 5 y 0.3 micras,

también se paso a través de luz ultravioleta.

IV.6. Determinacion de la relacion oxigeno — nitrégeno

La relacion atbmica oxigeno — nitrogeno se obtienen a partir de la division del consumo de
oxigeno entre la excrecién amoniacal, ambos expresados en mg-g--h™, y la multiplicacion
de este resultado por 1.25. La relacion oxigeno — nitrégeno es tabulada e interpretada de
acuerdo a los siguientes criterios (Mayzaud y Conover, 1988): un valor de 3 a 16 indica un
catabolismo a base de proteinas, una relacion de 17 a 50 una mezcla de proteinas y lipidos,
de 50 a 60 representa mezclas iguales de proteinas y lipidos. Por Gltimo una relacién por

arriba de 60 indica un catabolismo de lipidos y carbohidratos.
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IVV.7. Determinacion de inicio del periodo postabsortivo

Se mantuvieron en ayuno las larvas filosomas en recipientes de 200 mililitros, a una
densidad de 25 larvas por recipiente, con recambios de agua cada 6 horas. Los tiempos de
ayuno utilizados fueron de 1, 5, 14, 21 y 59 horas. Para cada tiempo de ayuno se hicieron
tres repeticiones en los cuales se midié el consumo de oxigeno, la excrecion amoniacal y el
peso seco. En cada muestra se utilizaban nueve larvas, las cuales duraban dentro de la

camara respirométrica 1.5 horas. Se ocuparon en este experimento un total de 154 larvas.

Todas repeticiones se realizaron bajo condiciones de iluminacion a 212 Lux en
fotoperiodo luminoso. Sin embargo, al colocar las larvas en periodos de ayuno, si esta
muestra se realizaba en la noche se utilizaba luz roja. Esta serie de mediciones se realizo

solo con larvas del primer estadio, después de tres dias de eclosion y antes de los doce dias.

El célculo del numero de larvas colocadas en recipientes de 200 ml para
mantenerlas en ayuno, el numero de larvas colocadas dentro de las camaras
respirométricas, asi como el tiempo en que tard6 cada experimento se calculé de acuerdo a
experimentos previos.

A partir de los resultados obtenidos también se calculd la relacion oxigeno-
nitrégeno. Los resultados de las primeras 21 horas de ayuno se sometieron a una regresion

de una funcion parabdlica de forma candnica,
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Para de terminar el tiempo en el cual el metalismo se encuentra mas bajo se uso la siguiente

formula:

Xmin = B1-(2B2)™ (5)

IV.8. Determinacién del metabolismo diurno y nocturno

Las larvas filosomas se dejaron 12 horas en ausencia de alimento antes de introducirlas a
las camaras respirométricas, para esto se utilizaron recipientes con un volumen de 200 ml
donde se colocaban 25 larvas del primer estadio o 14 larvas del segundo estadio, con un
recambio de agua a las 6 horas.

Se introdujeron nueve larvas filosomas del estadio | o seis del estadio Il en cada
camara respirométrica por repeticion. Se mantuvieron dentro de la cadmara respirométrica
durante 1.5 horas, no consumiendo mas del 30% de la concentracion de oxigeno del agua
de la camara. En las muestras obtenidas durante la noche se utiliz6 luz roja para introducir
las larvas a la cdmara y oscuridad durante el resto del experimento. De cada repeticion
experimental se obtuvo el consumo de oxigeno, la excrecién amoniacal y el peso seco. A
partir de estos resultados también se calculd la relacion oxigeno — nitrégeno.

Se realizaron 14 experimentos en la noche y 14 en el dia con larvas de primer
estadio, en cambio, en larvas del segundo estadio se realizaron 13 durante la noche y 13

durante el dia. Se un total de 244 larvas de primer estadio y 156 larvas de segundo estadio.
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1VV.9. Andlisis estadistico

Se hicieron tres repeticiones para cada tiempo de ayuno y los resultados se compararon con
un andlisis de varianza (ANOVA) de dos via para corroborar si existian diferencias
significativas entre cada tiempo de ayuno. Cuando se encontraron diferencias significativas
se realizd la prueba estadistica a posteriori de Tukey para detectar cuales tiempos de

inanicion eran especificamente diferentes.

A los resultados obtenidos destinados a buscar diferencias significativas del consumo
de oxigeno y excrecion amoniacal entre el dia y la noche, se les aplicd la prueba estadistica
“t de Student”. También se utiliz6 esta misma prueba para conocer si existian diferencias

entre el estadio uno y dos.

Los andlisis estadisticos, calculos y graficos se realizaron mediante el paquete

estadistico STATISTICA 6.1 2002 y el programa Microsoft Excel XP.



V. RESULTADOS

V.1. Longitud y peso de las larvas filosomas
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La longitud total, asi como el peso seco entre cohortes y estadios (Tabla Il) son

significativamente diferentes (p < 0.001***). La longitud de las larvas de primer estadio

fue de 1.79 mm y 1.54 mm dependiendo de la cohorte, y un peso seco de 8.6 ug y 7.24ug

respectivamente. En el segundo estadio se encontré una longitud de 2.07 mm y un peso

seco de 8.88 ug. Las larvas del primer estadio aumentaron su tamafio en un 34% y su peso

en un 22%, este incremento es a los 21 dias cuando ya han pasado al segundo estadio. El

tiempo del primer estadio fue de 15 dias para las dos cohortes.

Tabla Il. Promedio y desviacion estandar de la longitud total y peso seco de las larvas
filosomas cultivadas en laboratorio. También se muestran los resultados de la prueba
estadistica “t Student” entre estadios en la cohorte dos y entre cohortes para el estadio uno.

Cohorte Estadio | Estadio Il gl* “t p
Student
1 1.79 + 0.064 (20)
Lon%itud)total 2 154+0,065(20) 207+0075(20) 38  21.8 p<0.001%**
mm
CCE1** 26 7.2 P <0.001***
1 8.60 + 0.37 (242)
Peio 5;900 2 724%034(127) 888:079(151) 14  10.9 p < 0.001***
Hg
CCE1** 32 109 P <0.001***

*Grados de libertad
** Comparacion de las cohortes del estadio |
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V.2. Consumo de oxigeno y excrecién amoniacal a diferentes tiempos de ayuno

Se encontraron diferencias altamente significativas en el consumo de oxigeno de las larvas
sometidas a diferentes tiempos de ayuno, asi como se confirmd que la variabilidad interna
de cada grupo no intervino en el resultado de este analisis estadistico (Tabla 1V). Por
consiguiente, se aplico el analisis estadistico a posteriori de Tukey.

Tabla I1l. Consumo de oxigeno de las larvas filosomas del estadio | a diferentes tiempos de
ayuno.

Horas de ayuno

1 5 11 14 21 59
Media 5.29 4.76 4.18 3.54 4.55 241
(mg Og™h?)
D.E. 0.29 0.11 0.17 0.26 0.17 0.46
n 3 3 3 3 3 3

Tabla IV. Analisis de varianza de dos vias del consumo de oxigeno en las larvas filosomas
del estadio | a diferentes tiempos de ayuno.

Grados de libertad F p
Entre tiempos de ayuno 5 38.58 p <0.001***
Entre repeticiones 2 0.61 p=056"

Se observé un descenso continuo en el consumo de oxigeno a partir de la primera

hora de ayuno encontrando un valor significativamente bajo a las 14 horas (Figura 8). Sin
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embargo, a las 21 horas de experimentacion el consumo se volvié a incrementar siendo
igual que al de una y once horas de ayuno. Posteriormente el consumo de oxigeno vuelve a
disminuir y a las 59 horas el consumo de oxigeno se encontré significativamente méas bajo

(p < 0.01**) que en los demas tiempos de ayuno.
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Figura 8. Consumo de oxigeno en las larvas filosomas del estadio | a diferentes tiempos de
ayuno. El punto indica la media, el cuadro es error estandar de 0.95 y las linea vertical la
desviacion estandar de 0.95. Las letras sefialan diferencias significativas de acuerdo a la
prueba estadistica a posteriori de Tukey con p < 0.05.
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En cuanto a la excrecién amoniacal aunque no se observo un descenso continuo se
encontraron diferencias significativas realizando un analisis de varianza (Tabla VI). La
prueba Tukey mostrd que la excrecién a una hora de ayuno es significativamente mayor (p
< 0.05*) que a cinco y catorce horas. En la primera hora de ayuno se registroé una excrecion
amoniacal de 0.084 mg NH,-g-h™!, descendiendo a las cinco horas a 0.028 mg NH4-g™*-h™.

El resto de los valores no difieren estadisticamente (Figura 9).

Tabla V. Excrecion amoniacal de las larvas filosomas del estadio | a diferentes tiempos de
ayuno.

1 5 11 14 21 59
Media 0.084 0028 0047 0028 0055  0.049
(mg NH4-g™h™)
D.E. 0017 0020 0020 0010 0011  0.009
n 3 3 3 3 3 3

Tabla VI. Analisis de varianza de dos vias de la excrecién amoniacal en las larvas
filosomas del estadio | a diferentes tiempos de ayuno.

Grados de libertad F p

Entre tiempos de ayuno 5 3.89 p <0.05

Entre repeticiones 2 0.13 P=0.87"
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Figura 9. Excrecion amoniacal de las larvas filosomas del estadio | a diferentes tiempos de
ayuno. El punto indica la media, el cuadro es error estandar de 0.95 y las linea vertical la
desviacion estandar de 0.95. Las diferencias significativas se muestran con letra de acuerdo
a la prueba estadistica a posteriori de Tukey con p < 0.05.

Los valores de la relacion oxigeno — nitrégeno comprenden desde 61.5 hasta 174.2 (Tabla
VII). De acuerdo a las tabulaciones de Mayzaud y Conover (1988), el sustrato metabolico
de las larvas filosomas en las condiciones experimentales de este trabajo consumen una
mezcla de lipidos y carbohidratos, dado que se registraron valores superiores a 60. El
comportamiento de la relacion oxigeno — nitrogeno a diferentes tiempos de segun el analisis
de varianza de dos vias, podria considerarse significativo, aunque la probabilidad asociada
cae en la zona critica (p = 0.05) para decidir si se acepta 0 se rechaza la hipétesis nula

(Tabla VII) por una ligera variabilidad entre repeticiones se mantuvo como no
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significativa, debido a la desigualdad en la desviacion estandar de las mediciones (Figura

10).

Tabla VII. Relacién oxigeno - nitrégeno de las larvas filosomas del estadio | a diferentes
tiempos de ayuno.

1 5 11 14 21 59
Media 80.5 174.2 140.3 171.6 109.0 61.5
(Relacion O:N)
D. E. 13.6 74.3 78.9 72.7 31.6 1.6
n 3 3 3 3 3 3

Tabla VI1II. Analisis de varianza de dos vias de la relacion oxigeno - nitrégeno en las larvas
de estadio | a diferentes tiempos de ayuno.

Grados de libertad F p

Entre tiempos de ayuno 5 3.41 p =0.052"

Entre repeticiones 2 3.49 P=0.07"
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Figura 10. Relacion oxigeno — nitrégeno en las larvas filosomas del estadio | a diferentes
tiempos de ayuno. El punto indica la media, el cuadro es error estandar de 0.95 y las linea
vertical la desviacion estandar de 0.95.

Puesto que se encontraron diferencias significativas en el consumo de oxigeno, se
sometieron los datos a una regresion no lineal para encontrar el tiempo en el cual se
encuentra un valor minimo en el metabolismo. El consumo de oxigeno a 59 horas de ayuno
se descartd dado que es un tiempo prolongado. Segun la funcién parabdlica estimada el
tiempo de ayuno en el cual se encuentra el consumo de oxigeno mas bajo es a 13.5 horas

(Figura 11).
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Figura 11. Regresion del consumo de oxigeno por larvas filosomas de estadio | a diferentes
tiempos de ayuno. Las lineas punteadas indican el intervalo de confianza de 0.95.



V.3. Consumo de oxigeno diurno y nocturno

El consumo de oxigeno en larvas del | y Il estadio fue significativamente mayor en el dia

que en la noche (p < 0.01**). En el estadio I consumieron un promedio de 3.66 mg O,-g’

Lh en la noche y 4.28 mg O.-g*-h™ en el dia, representado un incremento del 17%. En

cambio, en las larvas del segundo estadio este incremento fue de 19%. Estas diferencias

fueron estadisticamente significativas (p < 0.01**), asi como entre estadios cuando se

comparan entre grupos diurnos y nocturnos (Tabla X).

Tabla 1X. Consumo de oxigeno diurno y nocturno en las larvas filosomas del estadio | y Il

de la langosta P. interruptus.

Estadio  Periodo Media Desviacion  Minimo Maximo n
Larvario (mg O.-g*h™) estandar

Dia 4.28 0.33 3.60 4.80 14

| Noche 3.66 0.59 2.64 4.89 14

Dia 3.80 0.29 3.09 4.22 13

I Noche 3.17 0.62 217 450 13

Tabla X. Comparacién entre el consumo de oxigeno diurno y nocturno en las larvas
filosomas utilizando la prueba estadistica “t de Student”.

Comparacion Grupo Grados de “t P
libertad Student”
Estadio | 21 3.4 p <0.01**
Entre diay noche  gqiagio |1 17 3.2 D < 0.01%*
De dia 25 3.9 P <0.001***
Entre estadio I y I De noche 25 2.1 P < 0.05*




V.4. Excrecion amoniacal diurna y nocturna

La mayor excrecion amoniacal se observd en el estadio filosoma | tanto en mediciones

diurnas como nocturnas (Tabla XI). Pero no se encontraron diferencias significativas en la

excrecion amoniacal entre el dia y la noche.

Tabla XI. Excrecion amoniacal diurna y nocturna de las larvas filosomas del estadio | y Il

de la langosta P. interruptus.

Estadio  Periodo Media Desviacion Minimo Maximo n
Larvario (mg NH4-ghhh) estandar

Dia 0.047 0.026 0011 0.095 14

| Noche 0.037 0.017 0012  0.070 14

Dia 0.014 0.021 0.000 _ 0.065 13

I Noche 0.016 0.010 0.003  0.034 13

Tabla XII. Comparacion entre la excrecion amoniacal diurna y nocturna en las larvas

filosomas utilizando la prueba estadistica “t de Student”.

Comparacion Grupo Grados de “t p
libertad Student”
Estadio | 26 1.12 p=0.26"
Entre diay noche  gqiagio |1 17 0.31 p=0.75"
De dia 25 3.58 p <0.01**

Entre estadio 1 y Il

De noche 21 3.95 p <0.001***
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V.5. Relacién oxigeno - nitrégeno diurna y nocturna

Los promedios de la relacién oxigeno - nitrdgeno presentan desviaciones estandar muy
grandes (Tabla XIII), por lo cual no se encontraron diferencias significativas entre el dia 'y
la noche, ni entre estadios (XIV). En el segundo estadio se excluyeron del promedio
aquellos experimentos en que la excrecion amoniacal fue cero. Los valores oscilaron entre
59.1 y 422.4 en ambos estadios lo cual indica el uso de sustratos metabdlicos que oscilan
desde una mezcla en cantidades iguales de proteinas y lipidos, hasta el metabolismo de

carbohidratos en su totalidad (Tabla X111y XIV).

Tabla XIII. Relacion oxigeno - nitrégeno diurna y nocturna de las larvas filosomas del
estadio 1 y Il de la langosta P. interruptus.

Estadio  Periodo Media Desviacion Minimo Maximo n
Larvario (Relacion O:N) estandar
Dia 156.7 102.8 59.1 422 .4 14
| Noche 148.9 72.6 64.2 292.8 14
Dia 161.1 77.6 74.1 258.2
I Noche 2045 857 1205 3466

* En el segundo estadio se omitieron todos aquellos en los que la excrecién amoniacal fue
cero.
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Tabla XIV. Comparacion entre la relacién oxigeno — nitrégeno diurna y nocturna de las
larvas filosomas utilizando la prueba estadistica “t de Student”.

Comparacion Grupo Grados de “t P
Libertad Student”
Estadio | 26 0.23 p=0.81"
Entre diay noche  gqtagio 1) 8 0.83 p = 0.42"
De dia 17 0.085 p=0.93"

Entre estadio 1 y Il De noche 17 1.4 p=0.17"
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VI.DISCUSIONES

La mediciones realizadas sobre la longitud total en los primeros estadios larvales de
Panulirus interuptus ha indicado que la eleccién de la hembra desovante para la realizacion
de experimentos es importante, ya que el tamafio de las larvas filosomas dependi6 de la
hembra de la cual se obtuvieron, en el primer estadio la longitud total promedio fue de 1.54
y 1.79 mm segun la hembra de procedencia. El tamafio de las larvas cultivadas en
laboratorio reportados para esta especie para el primer estadio va desde 1.2 a 1.7 mm y para
el segundo estadio de 1.81 a 2.18 mm (Lo6pez-Zenteno, 2004). El aumento de peso del
primer al segundo estadio en larvas cultivadas reportado es de 25% (Dexter, 1972), 23%
(Ramaje, 1971), 36% (Vea-Campa, 2003), 23% (LOpez-Zenteno, 2004) y de 34% en este
trabajo. Sin embargo, si es comparado este aumento con larvas recolectadas del medio
natural es alun reducido, ya que estas aumentan un 86% del primer al segundo estadio
(Johnson, 1956). El tamafio menor de los organismos cultivados es un hecho comun (Ritar,
2001), dado que las condiciones ambientales asi como las ofertas nutricionales son
limitadas en un cultivo. Es por eso que el aumento de tamafio durante los primeros estadios
puede ser un indicador sobre el éxito en el desarrollo larvario y por lo cual los estudios
bioenergéticos para la especie P. interruptus se deben enfocar principalmente a este periodo
de vida.

La colocacion de organismos en ayuno antes de medir el consumo de oxigeno ha
sido ampliamente practicada en organismos adultos para alcanzar el tiempo postabsortivo y
diminuir la accion dindmica especifica o incremento de calor aparente de los alimentos

(Dall y Smith, 1986; Beamish y Triple, 1990), ademas de aclimatar para disminuir el estrés
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por el manejo y no obtener errores al realizar las mediciones. Por ejemplo, las langostas
adultas de P. interruptus se mantienen sin alimento 72 horas antes de realizar experimentos
y 12 horas dentro del respirometro para disminuir el estrés (Diaz-lglesias, 2004), el
camaron Peneus monodon requiere de 6 a 8 horas de ayuno (Du-Preez et al., 1992) y en las
especies de camaron Litopenaeus vannamei y L. setiferus se han utilizado 12 horas (Rosas
et al., 2001). Sin embargo, en estadios larvarios se han realizado pocos trabajos sobre el
periodo postabsortivo, y la aclimatacion no ha sido cominmente evaluada no estando claro
si esto ocurre. Ya que un alto consumo de oxigeno puede deberse al efecto calorigénico del
alimento y no al estrés por manejo (Lemos et al., 2003). En las larvas filosoma | de la
langosta Jasus edwardsii el tiempo de ayuno al que se someten antes de realizar
experimentos, tiempo en el cual se dejan de utilizar los nutrientes del alimento para el
catabolismo e inicio del periodo postabsortivo, se considera de 17.5 horas cuando son
cultivadas entre 16 y 17 °C (Bermudes, 2002) y para las larvas zoea Il del camardn
Farfantepenaeus paulensis se considera en 1.6 horas cuando se cultiva a 26°C (Lemos et
al., 2003). En las larvas filosomas de P. interruptus en estadio | cultivadas a 21°C el
consumo de oxigeno descendié continuamente hasta alcanzar un punto bajo a las 13.5
horas, considerandose este tiempo el comienzo del periodo postabsortivo. La diferencia en
el estado posabsortivo entre este trabajo y los citados anteriormente debe radicar en las
diferencias de la tasa metabdlica, la temperatura en que se realizaron estos trabajos y el
preferendum térmico de la especie, dado que la tasa de consumo de oxigeno en larvas de J.
edwardsii fue de 1.15 mg O,g™h™ (Bermudes, 2002), mientras que en larvas de F.
paulensis fue de 18.7 mg O,-g™-h™ (Lemos et al., 2003) y en este trabajo fue de 3.89 mg

O,g™h™. También depende de la cantidad, calidad y balance energético del alimento
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ingerido (Du-Preez et al., 1992; Rosas et al., 1996). En larvas de J. edwardsii después de
17.5 horas de ayuno se incrementd la excrecion amoniacal atribuyéndose al comienzo de la
utilizacion de proteina de reserva (Bermudes, 2002), sin embargo, en el presente estudio
después de 13.5 horas solo se incrementd el consumo de oxigeno y no la excrecién
amoniacal. Un comportamiento similar en el metabolismo se ha reportado para en el
camarén L. vannamei, donde el consumo de oxigeno se incrementé a 1.75 O,-g™-h™ entre
los dias 3 a 9 de ayuno con una excrecion amoniacal estable, diminuyendo a 1.13 mg O,-g°
Lh™ en los dias 12 a 15 de ayuno (Comoglio et al., 2004).

En cuanto a la relacion oxigeno — nitrégeno nuestros experimentos con larvas
filosomas del estadio I no arrojaron diferencias significativas entre las horas de ayuno. Los
valores promedio se mantuvieron superiores a 80, lo que indica que las larvas utilizaron
para el metabolismo una mezcla de lipidos y carbohidratos. A las 59 horas la relacion fue
de 61.5, pues a diferencia de la primera hora de ayuno este valor es producido por la
reduccion del consumo de oxigeno y no por el aumento de la excrecion amoniacal,
indicando que se utiliza una mezcla de proteina y lipidos. En los organismos marinos los
lipidos son el mayor recurso energético durante el ayuno, limitandose al catabolismo de
proteinas cuando las reservas de lipidos son limitadas (Anger y Nair, 1979; Dawirs, 1986).
El incremento del consumo de oxigeno después de las 13.5 horas en larvas filosomas que
ya han consumido los nutrientes del alimento ingerido, podria explicarse por la obtencion
de energia a partir de la beta-oxidacion de los acidos grasos del hepatopancreas, como ha
sido reportado por Comoglio et al. (2004). Contradictoriamente, las larvas de filosomas de
Jasus edwardsii y P. cygnus al someterse a periodos de ayuno disminuyen el contenido de

lipidos solo el 17.8 y 6.5% respectivamente de la diferencia en el peso seco, sugiriendo que
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los lipidos no son el sustrato catabdlico durante periodos de ayuno y que la proteina y en
menor cantidad los carbohidratos representan el sustrato catabdlico en larvas en ayuno,
limitando la utilizacion de los lipidos para los periodos de muda (Smith et al. 2003b; Liddy
et al. 2004b). La relacién oxigeno — nitrogeno depende del estado nutricional del organismo
(Mayzaud y Conover, 1988), por eso si el alimento ingerido es menor que el requerido para
el catabolismo, el organismo puede aumentar su dependencia de los lipidos como sustrato
energético (Huggins y Munday, 1968). La relacion oxigeno — nitrégeno en los
experimentos realizados en este trabajo siempre se mantuvo arriba de 60 por lo cual se
deduce que existe una preferencia por los lipidos y carbohidratos durante los periodos de
ayuno, sin embargo no se puede concluir que el alimento sea deficiente, dado que después
de la utilizacion de una mezcla de lipidos y carbohidratos se detecto una disminucién de la
relacion oxigeno — nitrégeno y por consecuente una utilizacion de una mezcla de lipidos y
proteinas. Esta Gltima deduccion podria prestarse a confusion dado que no hay diferencias
significativas entre los tiempos de ayuno (Figura 10), pero la probabilidad se encuentra en
un valor critico (p = 0.052™).

El aumento de la tasa de consumo de oxigeno en larvas filosomas de P. interruptus
durante el dia, es similar al J. edwardsii (Bermudes, 2002) donde también se ha encontrado
una mayor excrecion amoniacal y una mayor tasa de alimentacion en condiciones de
iluminacién que en oscuridad. Larvas de otras especies en que se ha encontrado una mayor
tasa de alimentacion durante condiciones de iluminacion son las de los cangrejos
Rhithropanopeus harrissii (Cronin y Forward, 1980) y Ranina ranina (Minagawa, 1994).
Mientras que en la presente investigacion el consumo de oxigeno de los estadios filosoma

uno y dos fue mayor durante el dia que en la noche en condiciones de ayuno, la excrecion
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amoniacal y la relacion oxigeno — nitrogeno no presentd diferencias significativas. Esto
refleja que la iluminacion puede afectar indirectamente el consumo de oxigeno al aumentar
el movimiento como ha sido reportado en J. edwardsii (Bermnudes, 2002) y por ello
pueden alimentarse mas, reflejando un mayor incremento en el tamafio de las larvas con un
fotoperido donde fase luz es extensa (Moss et al., 1999). Sin embargo, no puede concluirse
en este trabajo que fue solamente la iluminacion el factor que provoc6é un aumento en el
consumo de oxigeno, ya que en algunos trabajos se sugiere indirectamente la existencia de
un ritmo bioldgico, como en las larvas filosomas de P. japonicus (Matsuda y Takenouchi,
2003) y de Thenus orientalis (Mikami, 2005) cultivadas dentro de un fotoperido
controlado, en las que se ha observado que mudan sincronicamente a la misma hora del dia
aungue a unas se les cambie el fotoperido unos dias antes de este proceso. La luz es
probablemente el factor mas importante y sincronizador que influye sobre las actividades
enddgenas de los organismos (Mikami y Greenwood, 1997), aunque existen otros factores
como la presion hidrostatica (Childress, 2004), salinidad, temperatura, movimientos del
agua, respuestas a la gravedad e interaccion entre presa y depredador (Taylor y Francis,
2006).

La larvas filosomas de los primeros estadios tienen un fototropismo positivo y por
eso se observan durante el dia altas densidades de larvas de J. edwardsii en la superficie
del mar (Bruce et al., 2000). Los cultivos de las larvas filosomas de P. interruptus se han
realizado con un fotoperiodo de 12 horas luz, sin embargo en el medio natural la eclosion
se inicia a principios de verano principalmente (Johnson, 1960) cuando el tiempo de

iluminacion es mas largo que el de oscuridad. Esto indica que las larvas filosomas tienen
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un tiempo de mayor actividad y alimentacion, lo cual se refleja en el mayor tamafio de las
larvas capturadas que las cultivadas.

La relacion oxigeno — nitrégeno en el estadio | y 11 durante el periodo postabsortivo
se mantuvo por arriba de 250 con una utilizacion de carbohidratos y lipidos para el
catabolismo. Esto indica que del alimento suministrado, las proteinas tienen una baja
utilizacion para la obtencion de energia y pueden ser canalizadas para el anabolismo, es
decir el crecimiento de las larvas. Aunque se necesitan mas experimentos para confirmarlo,
el alargamiento del tiempo de iluminacion en el cultivo de larvas filosomas proporcionaria
mejores condiciones para que las larvas ingieran mayor cantidad de alimento el cual se

veria reflejado en un mayor tamafo de las larvas.



42

VII. CONCLUSIONES

Las larvas filosomas de langosta Panulirus interruptus del primer estadio
alcanzan el estado postabsortivo a las 13.5 horas de ayuno.

La tasa de consumo de oxigeno en larvas del primer y segundo estadio es
mayor (p < 0.001***) en el dia que en la noche en un 16% y 19%
respectivamente.

La tasa de excrecion amoniacal y la relacion oxigeno — nitrégeno no
presentan valores estadisticamente diferentes entre el dia y en la noche.

El sustrato catabolico preferente para las larvas filosomas de P. interruptus
de los estadios | y Il en las condiciones experimentales descritas en este

trabajo es una mezcla de lipidos y carbohidratos.
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VIII.RECOMENDACIONES

Se debe aplicar un fotoperiodo a los cultivos de larvas filosomas donde la
fase luminosa sea mas larga que la obscura.
Realizar experimentos en cuanto al efecto del tamafio de la Artemia sp. y el

mejoramiento nutricional de las larvas filosomas de Panulirus interruptus.
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X. APENDICE

X.1. Experimentos preliminares sobre el consumo de oxigeno y la excrecion amoniacal

Se realizaron experimentos preliminares sobre el consumo de oxigeno y la excrecion
amoniacal en larvas filosomas de Panulirus interruptus para calcular el tiempo y nimero de
larvas a colocar dentro de cada cAmara respirométrica. La excrecion amoniacal fue medida
con la técnica del azul de indofenol. En la tabla XV y XVI se presentan los datos para
larvas del estadio | y 11 respectivamente, con 1.5 horas de ayuno. En la figura 12 representa
el consumo de oxigeno con relacion a la concentracion de oxigeno en el agua. La tabla
XVIl y figura 13 presenta la excrecion amoniacal a diferentes tiempos de ayuno, asi como
el analisis estadistico correspondiente se muestra en la tabla XVIII.

Tabla XV. Consumo de oxigeno, excrecién amoniacal y relacion oxigeno - nitrégeno en
larvas filosomas de P. interruptus en estadio I.

n ng Ox-h™ larva Hg NH, -hlarva  Relacién oxigeno — nitrégeno
1 0.29 0.00512 70.8
2 0.31 0.00453 85.5
3 0.24 0.00355 84.5
4 0.36 0.00275 163.6
5 0.29 0.00195 185.8
6 0.30 0.00298 125.8
7 0.28 0.00181 193.3
8 0.50 0.00565 110.6
9 0.36 0.00245 183.6
10 0.32 0.00405 98.7
11 0.36 0.00266 169.1
12 0.30 0.00447 83.8
13 0.41 0.00473 86.6
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Tabla XVI. Consumo de oxigeno, excrecion amoniacal y relacion oxigeno - nitrogeno en
larvas filosomas de P. interruptus en estadio Il.

n ug O,-h™ larva Hg NH, -hlarva  Relacién oxigeno — nitrégeno
1 0.51 0.00130 490.3
2 0.59 0.00817 90.2
3 0.59 0.00145 508.6
4 0.58 0.01023 70.8
5 0.56 0.00173 404.6
6 0.62 0.00180 430.5
7 0.52 0.01078 60.2
8 0.50 0.00577 108.3
9 0.52 0.00706 92.0
10 0.51 0.00222 287.1
7.
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Figura 12. Regresion del consumo de oxigeno por larvas filosomas del estadio I y Il en
funcion de la concentracion de oxigeno en el agua. La linea superior representa al estadio 11

y la inferior al estadio I.
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Tabla XVII. Excrecion amoniacal a diferentes tiempos de ayuno en larvas filosomas del
estadio I1.

Horas mg NH4.ght

1 0.2117 0.2268 0.2371
2 0.1118 0.1197 0.0736
3 0.0398 0.0426 0.01016
4 0.0000 0.0063 0.01016

Tabla XVIII. Analisis de varianza de dos vias de la excrecién amoniacal de las larvas
filosomas del estadio Il a diferentes tiempos de ayuno.

Grados de libertad F p

Entre tiempos de ayuno 3 344.3 p <0.001***

Entre repeticiones 2 0.90 p=0.45"
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gura 12. Regresion de la excrecion amoniacal por larvas filosomas Il a diferentes tiempos
de ayuno. Las lineas punteadas indican el intervalo de confianza del 0.95 y las letras
denotan diferencias significativas (p < 0.01**) de acuerdo a la prueba estadistica a

posteriori de Tukey.



X.2. Longitud de Artemia sp.

Tabla XIX. Longitud de la Artemia franciscana con diferentes tiempos de incubacion

n 24 horas 48 horas
1 0.73 0.73
2 0.66 0.77
3 0.73 0.82
4 0.73 0.80
5 0.86 0.75
6 0.68 0.80
7 0.68 0.93
8 0.77 0.84
9 0.66 0.86
10 0.66 0.80
11 0.68 0.71
12 0.62 0.82
13 0.66 0.86
14 0.71 0.80
15 0.68 0.77
16 0.60 0.84
17 0.66 0.84
18 0.66 0.66
19 0.66 0.88
20 0.66 0.71




X.3. Longitud y peso seco de las larvas filosomas de Panulirus interuptus

Tabla XX. Longitud total en milimetros de las larvas filosomas de la cohorte uno y dos

n  Cohorte 1 (Estadio )  Cohorte 2 (Estadio ) Cohorte 2 (Estadio I1)
1 1.83 1.71 2.00
2 1.80 1.65 2.00
3 1.80 1.71 2.00
4 1.83 1.68 2.12
5 1.62 1.71 2.15
6 1.85 1.65 2.00
7 1.68 1.71 2.10
8 1.74 1.68 2.20
9 1.74 1.62 2.00
10 1.80 1.71 2.00
11 1.85 1.68 2.12
12 1.77 1.65 2.12
13 1.77 1.65 2.22
14 1.88 1.71 2.07
15 1.85 1.65 2.00
16 1.85 1.65 2.10
17 1.77 1.71 2.17
18 1.80 1.68 2.02
19 1.77 1.68 2.05
20 1.85 1.68 2.02




Tabla XXI. Peso seco en g de las larvas filosomas de la cohorte uno y dos

n  Cohorte 1 (Estadiol)  Cohorte 2 (Estadio 1) Cohorte 2 (Estadio Il)
1 8.33 5.56 8.70
2 8.87 7.93 9.03
3 9.11 7.00 6.92
4 8.69 7.15 8.62
5 8.70 7.70 9.44
6 9.30 6.81 8.17
7 7.69 7.11 9.18
8 9.00 7.10 9.56
9 8.60 7.33 8.72
10 8.72 7.44 10.00
11 8.22 7.22 9.49
12 8.13 7.33 8.78
13 8.70 7.44

14 8.50 7.33

15 8.70

16 8.39

17 8.50

18 8.52

19 8.89

20 9.13




X.4. Consumo de oxigeno, excrecion amoniacal y relacion oxigeno — nitrégeno de las
larvas filosomas

Tabla XXII. Consumo de oxigeno, excrecion amoniacal y relacion O:N a diferentes
tiempos de ayuno en las larvas filosomas en estadio I.

Hora Repeticion  mg O.-g>h?  mgNHsg™h?  Relacién O:N

1 1 4.94 0.064 95.6
1 2 5.44 0.088 76.8
1 3 4.47 0.099 69.1
5 1 4.81 0.009 --
5 2 4.84 0.049 121.6
5 3 4.63 0.025 229.8
11 1 4.35 0.067 80.4
11 2 4.19 0.047 110.6
11 3 4.00 0.026 189.3
14 1 3.44 0.034 123.5
14 2 3.84 0.035 136.1
14 3 3.33 0.016 255.4
21 1 4.40 0.075 72.7
21 2 4.50 0.042 130.9
21 3 4.74 0.047 123.5
59 1 2.16 0.042 63.2
59 2 2.13 0.044 60.4
59 3 2.95 0.060 60.9




XXI11I. Consumo de oxigeno, excrecion amoniacal y relacion O:N durante el dia de las
larvas filosomas del estadio I.

n mg O-g™h™ mg NH,-g*h Relacion O:N
1 3.99 0.037 134
2 3.60 0.014 327
3 4.38 0.032 171
4 4.35 0.037 148
5 3.91 0.079 62
6 4.80 0.040 150
7 4.33 0.088 62
8 4.40 0.038 144
9 4.38 0.076 72
10 4.03 0.029 173
11 4.50 0.095 59
12 4.77 0.055 109
13 4.54 0.035 160
14 4.03 0.012 422




XXIV. Consumo de oxigeno, excrecion amoniacal y relacion O:N durante la noche de las
larvas filosomas del estadio I.

n mg Oxg™h™ mg NH,-g*h Relacion O:N
1 3.71 0.039 118
2 2.65 0.013 259
3 4.66 0.032 184
4 3.21 0.051 79
5 3.67 0.016 293
6 3.96 0.022 229
7 4.89 0.044 138
8 3.60 0.070 64
9 3.65 0.039 118
10 3.86 0.066 73
11 3.14 0.032 123
12 3.05 0.019 204
13 3.55 0.044 101
14 3.72 0.045 103




XXV. Consumo de oxigeno, excrecion amoniacal y relacion O:N durante el dia de las
larvas filosomas del estadio II.

n mg O,-g*-h mg NHz-g™h? Relacién O:N*
1 3.54 0.041 108
2 3.87 0.000 74
3 4.02 0.065 142
4 3.49 0.035 258
5 3.85 0.017 224
6 4.03 0.000

7 3.94 0.000

8 4.00 0.005

9 3.10 0.022

10 3.77 0.000

11 4,22 0.000

12 4.00 0.000

13 3.65 0.000

*Los datos de la relacion O:N no estan ordenados



XXVI. Consumo de oxigeno, excrecion amoniacal y relacion O:N durante la noche de las
larvas filosomas del estadio II.

n mg Oz-g™h™ mg NH,-g*h Relacion O:N*
1 3.73 0.012 172
2 2.64 0.034 121
3 2.18 0.014 212
4 4.50 0.033 347
5 2.69 0.028 171
6 2.67 0.016

7 3.72 0.004

8 3.34 0.012

9 3.33 0.024

10 3.22 0.006

11 2.68 0.011

12 3.60 0.007

13 2.96 0.012

*Los datos de la relacion O:N no estan ordenados
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