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RESUMEN

Se determind el crecimiento (talla, peso), mortalidad y contenido bioquimico (energia
bruta, carbono y nitrégeno clemental, razén P:E y razén C:N) de larvas fijadoras y
poslarvas tempranas (hasta 3 semanas de edad) del ostién japonés de Crassostrea gigas.
Las poslarvas fueron alimentadas con microalgas vivas (Thalassiosira pseudonana e
Isochrysis aff. galbana (clon T-Iso) y alimento inerte Algamac 2000 (ALG-2000) con el
fin de establecer valores de referencia de acuerdo a su estado nutricional. Durante la
metamorfosis la razén C:N aumenté de 7.87 a 23.17 en la concha y en el tejido
disminuyé de 4.96 a 4.14. También disminuyé significativamente la energia bruta en un
30%, asi como el contenido absoluto de carbono en el tejido y de nitrégeno en la concha,
mientras que la razén P:E aumenté de 23.3 a 35.47. Lo anterior sugiere que la energia
perdida durante la metamorfosis fue obtenida principalmente de las proteinas de la
concha y lipidos del tejido. En etapa poslarval la mayor talla se observé en los
organismos alimentados con el tratamiento THA (1,669 + 30 um, 67.43 um/dia) y la
menor en el tratamiento con ALG-2000 (541 £ 6.12 pm, 0.51 um/dia). Los organismos
sometidos a THA también mostraron la menor mortalidad acumulada después de tres
semanas (47.2%) en comparacién con los de ALG-2000 (86.3%). Al final del
experimento los organismos alimentados con THA exhibieron una razén C:N en el
tejido de 3.5, y un aumento de la razén P:E de 72.25 mg proteina/KJ. En contraste, los
organismos ALG-2000 mostraron una razén C:N en el tejido de 4.9 y una razén P:E de
48.45 mg proteina/KJ. Se concluye que la dieta comercial Algamac 2000 no es apta para
el cultivo de poslarvas tempranas de C. gigas, ya que produce un minimo de crecimiento
(0.51 pm/d). Asimismo, la combinacién de las razones C:N y P:E del tejido reflejan la
calidad de la dieta en poslarvas de C. gigas de tres semanas de edad. Se sugiere que los
valores de P:E de 72.25 mg proteina/k], y de C:N entre 3.5 y 4.7 reflejan una dieta de
buena calidad (THA). Valores de P:E de 48.44 mg proteina/k] y de C:N >5 reflejan una
dieta de mala calidad (ALG-2000).
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1. INTRODUCCION

Una de las etapas mas importantes durante el desarrollo de los moluscos bivalvos es
la metamorfosis y la primera semana después de la metamorfosis. Durante la
metamorfosis se pueden presentar varios problemas, entre los que se encuentran una baja
sobrevivencia post-metamérfica, pérdida de peso, alta mortalidad y disminucién de
reservas energéticas. Por lo tanto, es de esperarse que una baja calidad nutricional de
larvas pre-metamoérficas incida en la magnitud de la mortalidad que se registra durante el
desarrollo temprano de la poslarva. En Bahia San Quintin se presentaron altas
mortalidades de ostiones juveniles y adultos durante el periodo 1998-2001. Actualmente
se siguen presentando con menor intensidad, pero hasta la fecha no se sabe cuales son
las causas responsables de ese suceso. Esto también ha sido reportado en bahias de
Sonora y el norte de California (Garcia-Esquivel et al,, 1999). También se ha
demostrado que existe una correlacién positiva entre la tasa de crecimiento de las
poslarvas tempranas de C. gigas y la tasa de crecimiento en lotes de larvas de lento,
mediano y rapido crecimiento (Collet et al., 1999).

La calidad nutricional de un organismo es un término dificil de definir, ya que para
establecer un criterio de calidad-es necesario identificar los niveles de reservas de micro
0 macromolécuias las cuales producen cambios sustanciales en la tasa de crecimiento
y/o mortalidad. Asimismo, los primeros estudios sobre requerimientos energéticos de
larvas/poslarvas de moluscos bivalvos se enfocaron al estudio de reservas lipidicas
(Holland y Spencer, 1973; Waldock y Nascimento, 1979). Posteriormente se llegé a la

conclusién que tanto las reservas energéticas de lipidos como proteinas tienen un papel



critico en la metamorfosis de ostiones y almejas (ej. Rodriguez et al., 1990; Videla et al.,
1998; Farias et al., 1998; Garcia-Esquivel, 2001).

La disponibilidad de equipo para evaluar de forma rapida la composicién elemental y
energética de organismos en muestras pequefias ha permitido estudiar los cambios en la
composiciéon bioquimica/nutricional, usando un mayor nimero de réplicas y mejor
resolucion. Se han realizado estudios de composicidon elemental de carbono (C) y
nitrogeno (N) en peces (Pfeiler et al., 1998), copépodos (Van-Nieuwerburgh et al., 2004;
Koski, 1999; Walbe y Larsson, 1999), lombrices (Schmidt et al., 1999), Crustaceos
(Gorokhova y Hansson, 2000) y bivalvos (Williams y McMahon, 1989) con el fin de
establecer la razon C:N tipica de estos organismos.

Los valores de C y N por si solos no muestran datos dinamicos, pero la cuantificacion
de estos a lo largo del tiempo permiten saber si uno o ambos elementos estan
cambiando. Por lo tanto es posible asociar esos cambios con los niveles relativos de
proteinas, lipidos y carbohidratos. Por este motivo se usa la razén C:N para detectar la
acumulacién o disminucidn relativa de proteinas en el tejido de un organismo. Como las
proteinas componen aproximadamente el 16% del nitrégeno total, y basado en este
conocimiento se obtuvo el valor tipico de 5.8 para convertir el nitrégeno organico
elemental de un organismo acuatico a proteina total (Gnaiger y Bitterlich, 1984). Por lo
tanto, la cuantificacion del nitrégeno orgénico no solo permite calcular proteinas del
tejido de un organismo, sino también conocer si estas aumentan o disminuyen en
relacién a la dupla lipidos-carbohidratos por medio de la razén C:N. La razén de esto es

que solo las proteinas contienen nitrégeno. Por lo tanto, un aumento en la razén C:N



implica una disminucién en la cantidad relativa de proteinas en el tejido, mientras que
valores bajos de C:N implican un aumento en la cantidad relativa de proteinas. Con
excepcion de fitoplancton, en la mayoria de las especies animales se desconoce que
valor de la razén C:N representa una condicidon nutricional “pobre” o “buena”, por lo
que es necesario establecer valores de referencia especificos de C:N, energia bruta y ver
si existe una relacion entre estas variables y las tasas de crecimiento y mortalidad.

Hasta ahora los criterios de calidad larval y poslarval de moluscos bivalvos estan
limitados a la evaluacion de un cierto grupo de bacterias y protozoarios patégenos. No
obstante, la ausencia de estos microorganismos no garantiza que la larva/poslarva sea de
buena calidad, ya que esta ultima depende entre otros factores de la condicién
nutricional y genética. Un organismo con baja reserva energética probablemente sea
incapaz de llegar mas alla de un cierto estadio de desarrollo. En los ultimos afios la
demanda de semilla de ostidn por parte de los acuicultores en la parte sur de Ensenada se
ha incrementado (observacion personal), por lo que es importante determinar valores de
referencia en la calidad nutricional (bioquimica) de larvas fijadoras y poslarvas
tempranas. Es probable que una parte de la mortalidad de ostién reportada en el periodo
1998-2000 (Garcia-Esquivel et al. 2004) tenga una relacién con la cantidad de reservas
presentes en las larvas pre-metamdrficas compradas en Estados Unidos.

Por otra parte, la condicién nutricional de un organismo depende fuertemente de la
calidad del alimento que ingiere, entendiendo por calidad todos aquellos atributos
(tamafio, palatabilidad, digestibilidad, composiciéon bioquimica) que hacen que el

alimento no solamente se ingiera, sino que también se incorpore en forma de tejido.



Brown y McCausland (2000) evaluaron el crecimiento de juveniles de ostion
Crassostrea gigas alimentados con microalgas (Isochrysis sp.) y dietas secas (Algamac
2000, Microfeast MB-30) como alimento suplementario. Los autores encontraron que el
crecimiento de los organismos en presencia de alimento vivo fue hasta dos veces mayor
que en las dietas secas, lo cual sugiere que el uso de estos tratamientos puede ser
importante para cuantificar los cambios en las reservas nutricionales de los organismos
con “pobre” y “buen” crecimiento. También se han realizado estudios con Algamac
2000 como alimento para enriquecer el alimento de copépodos y nauplios de Artemia
(Shields et al., 1999) y rotiferos (Pousao et al., 2001).

En el presente estudio se determinaron los cambios en la composicién bioquimica de
larvas fijadoras y poslarvas de ostion japonés Crassostrea gigas bajo distintas
condiciones de alimentacion, con el fin de establecer valores de referencia que permitan

establecer criterios de calidad referentes al estadio nutricional de C. gigas.



2. ANTECEDENTES

2.1. Reservas Endogenas v Metamorfosis

La metamorfosis en moluscos bivalvos se caracteriza por cambios morfolégicos
drasticos en un periodo corto (24 a 48 h), que inicia con el asentamiento de la larva.
Entre los cambios més evidentes se incluyen la migracion del ano y la boca, la
sustitucién del velum por las branquias, la aparicién del musculo aductor, desaparicién
de la mancha ocular, y generacién de la disoconcha (Baker y Mann, 1994).

El uso de reservas enddgenas durante la metamorfosis es intenso, y refleja la
incapacidad de los bivalvos para capturar particulas de alimento durante este periodo
(Sastry, 1979; Hickman y Groffydd, 1971; Holland, 1978; Waller, 1981). En general, las
proteinas y lipidos tienen una funcion critica durante la metamorfosis de distintas
especies de ostras. Videla et al. (1998) mencionan que la disminucién en el peso seco de
las larvas de Ostrea chilensis durante la metamorfosis ocurre a expensas de la materia
organica, principalmente de proteinas, lipidos y carbohidratos, ya que la materia
inorgéanica continua casi constante. En esta especie las proteinas contribuyen con el 61.5
%, los lipidos con 24.6 % y los carbohidratos con el 13.9 % de los 12.77 mJ de energia
requerida por O. chilensis para completar la metamorfosis en un periodo de 36 h,
ademaés mencionan que las proteinas y lipidos son la principal fuente de energia durante
la metamorfosis en O. chilensis contribuyendo con 69.3 y 24.3% de la energia total
requerida en ese periodo, mientras que los carbohidratos aportan solo el 6.4%.
Rodriguez et al. (1990) encontraron que la energia catabolizada durante 1a metamorfosis

de O. edulis fue aportada principalmente por las proteinas (62%), seguida por lipidos



(28%) y carbohidratos (10%). También Bartlett (1979) demostrdé que Crassostrea gigas
acumula mas energia en forma de proteinas que lipidos neutrales durante la etapa larval
tardia, lo cual sugiere que en estas especies las proteinas son las principales reservas de
energia durante la metamorfosis, y concuerda con lo propuesto por His y Maurer (1988)
y Rodriguez et al. (1990).

Labarta et al., (1999) encontré una pérdida de energia total de 3.1 KJ/gr, equivalente
al 51.5% del contenido de energia durante la metamorfosis de O. edulis. Esta pérdida
estuvo acompafiada de una disminucién en el porcentaje de lipidos y el aumento en el
porcentaje de proteinas con respecto al estadio larval. De las pérdidas totales de energia
durante la metamorfosis, los lipidos contribuyeron con el 52.1%, 6.1 % de carbohidratos
y 41.7 % de proteinas. Garcia-Esquivel et al., (2001) reportaron una perdida de energia
relativa del 25% en C. gigas, durante la metamorfosis en dos lotes de ostiones de baja
sobrevivencia, y en lotes de alta sobrevivencia obtienen una perdida entre 16.3-16.5% de
energia. Los lipidos contribuyeron entre un 34% y 62% de la energia total perdida

durante la metamorfosis, en la cual las proteinas contribuyen entre 66 y 38%.

2.2. Tasas de Crecimiento

Labarta et al., (1999) menciona que durante la metamorfosis en O. edulis, las altas
tasas de crecimiento corresponden al peso inorganico (0.254 pg/ind), como un indicador
en el crecimiento de la concha, y una disminucion de la energia total en cada uno de los
sustratos bioquimicos (proteinas, lipidos y carbohidratos). En la etapa poslarval las altas

tasas de crecimiento continuan en la concha (0.194 pg/ind), obteniendo un incremento



de la energia en cada una de las variables bioquimicas. Las tasa de crecimiento durante
la metamorfosis hasta las 72 h fueron de 0.181 um y en poslarvas de 0.63 pm en un
periodo de 72h-10 dias. Garcia-Esquivel et al. (2001) reportaron en larvas metamorficas
de 4 lotes diferentes una tasa de crecimiento entre 9-82 pm/dia, y de 64.7-115 pm/dia

en poslarvas de una semana de edad.

2.3. Mortalidad

La mortalidad se puede deber a una diferencia energética, variabilidad genética, o
acumulacién limitada de reservas energéticas, entre otros. Durante el proceso de
metamorfosis las mortalidades documentadas en la bibliografia son variables: para
Crassostrea gigas, Utting (1986) sefiala una mortalidad entre 3-11 % en el proceso de la
metamorfosis. Chu et al. (1987) sefialan un 50% y Osman et al. (1989) observan un 20%
en Crassostrea virginica en el mismo periodo. Labarta (1997) atribuye que cuando la
mortalidad se aproxima al 50 % en O. edulis es debido practicamente a un agotamiento
de las reservas lipidicas, y es cuando la larva usa reservas proteicas. Por otra parte
Rodriguez et al., (1990) menciona que una posible causa de alta mortalidad se debe a un
inadecuado almacenamiento de energia en las larvas antes de la metamorfosis. Garcia-
Esquivel (2001) encontraron un porcentaje de mortalidad acumulativo inferior al 25 %
en un periodo de 0-2 dias post-asentamiento, en 4 lotes de larvas de Crassostrea gigas
(3.2, 10.1, 18.5 y 24 %), y un porcentaje de mortalidad poslarval por abajo del 52 %,
dentro de la primera semana post- fijacién, siendo diferente en cada uno de los lotes

(19.7, 8.7, 52.3 y 49.7 %).



2.4. Alimento

Brown y McCausland (2000) evaluaron el crecimiento en poslarvas de 400-500 pm
de Ostion Crassostrea gigas alimentados con microalgas (Isochrysis sp.) y dietas secas
(Algamac 2000, Microfeast MB-30) como alimento suplementario. Encontraron que el
cre?:imiento de los organismos en presencia de alimento vivo después de 26 dias fue
hasta dos veces mayor que en las dietas secas. Por otra parte Utting (1986) recomienda
el uso de dietas microalgales ricas en proteinas en el cultivo larvario de Crassostrea
gigas antes de la metamorfosis, obteniendo después de esta etapa un crecimiento en la

concha mayor en dietas con bajo contenido proteico.

2.5. Razén P:E

El porcentaje de energia total es derivado tanto de ingredientes proteicos como no
proteicos, esto puede ser expresado por medio de la razén entre la proteina y la energia
bruta de la dieta de los organismos. De esta manera la razén P:E de una dieta indica la
importancia relativa de las proteinas con respecto al contenido caldrico total (Steffens,
1989; Goémez-Montes, 2002).

Debido a la importancia de la razén P:E, se han realizado diversos estudios en
alimento, utilizando dietas con diferente contenido proteico y energético, y asi
determinar el efecto de estas en el crecimiento y metabolismos de los organismos.
Algunos de ellos son, en el camarén Litopenaeus vannamei y L. stylirostris (Cruz et al.
2001), en abulén Haliotis fulgens (Gomez-Montes et al. 2003) y peces (Li y Novell,

1992; Coloso et al. 1988), pero aun no se conoce la importancia de la razén P:E como



indicador del estado nutricional en organismos directamente, siendo este el primer

trabajo donde se obtiene la razén P:E en larvas y poslarvas del ostién japonés C. gigas.

2.6. Razon C:N

Se han realizado estudios de razén C:N en crustaceos, Mysis mixta (Gorokhova y
Hansson, 2000), en peces (Pfeiler et al., 1998), copépodos (Van-Nieuwerburgh et al.
2004; Koski, 1999; Walve y Larsson, 1999), lombrices de tierra (Schmidt et al. 1999).
Sin embargo, no se conocen estudios realizados en ostiones, por lo que los resultados
obtenidos en el presente trabajo contribuiran a establecer los valores de referencia de C y
N bajo distintas condiciones nutricionales en larvas y poslarvas de Crassostrea gigas.

Gorokhova y Hansson, 2000 encontraron una razén C:N de 3.8 en juveniles de 7-12
mm en Mysis mixta, y 42.9 % de Cy 11.2 % de N durante el crecimiento y maduracién
de hembras y machos. Pfeiler et al., (1998) obtiene una razén C:N de 4.23 y 4.03 en
larvas metamérficas (Leptocephali) tempranas (58.4 mm) y avanzadas (31mm) en el pez
sabalo (Albula sp). Por otra parte en los copépodos Centropages sp. y
Pseudos/Paracalanus spp. se obtuvieron razones de C:N de 5.5-6 (Van-Nieuwerburgh et
al. 2004). Koski, (1999) obtuvo en copépodos una razén C:N de 4 en Euriterma affinis y
4.5 en Acartia bifilosa, este autor reporta que la razén C:N en E. affinis incrementa
cuando incrementa el suministro de alimento. Los cladéceros Bosmina longispina

maritima y Evadne nordamanni tienen una razén C:N de 5.1 — 5.7 (Walve y Larsson,

1999).



Schmidt et al., (1999) mencionan que la razén C:N del tejido (5.0) y el mucus (5.95)
de la lombriz de tierra Lumbricus festivus cambia significativamente cuando varia su
condicién nutricional. Asi, bajo condiciones de alimentacién con maiz el valor C:N
cambi6 a 4.46 en el tejido y 4.08 en el mucus. En condiciones de hambruna el tejido
obtuvo una razén C:N de 4.41 y 4.17 para el mucus. La disminucién en los valores de
C:N fue atribuida a que el C en el mucus es remplazado por el C de la dieta, mientras

que las lombrices hambreadas lo extraen del tejido del cuerpo (Schmidt et al., 1999).
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3. OBJETIVOS

Determinar los cambios en el crecimiento (talla, peso) y mortalidad de larvas y

poslarvas tempranas de C. gigas alimentadas con microalgas vivas e inertes.

Determinar los cambios en el contenido bioquimico (energia bruta, carbono y

nitrégeno elemental, razén C:N, razén proteina:energia) de larvas y poslarvas

tempranas de C. gigas alimentadas con microalgas vivas e inertes.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Diseiio General

Se manipulé la fuente de alimento ofrecido con el fin de evaluar su efecto sobre la
calidad nutricional de un lote de larvas/poslarvas de Crassostrea gigas, evaluada en
términos de energia bruta, peso seco y peso libre de ceniza, talla, mortalidad y razones
P:E y C:N. Se utilizaron dos tratamientos de microalgas vivas: la diatomea Thalassiosira
pseudonana y la flagelada Isochrysis aff. galbana (Clone T-Iso). También se utilizé un
tercer tratamiento consistente en microalgas secas disponibles comercialmente (Algamac
2000). Para un facil manejo del alimento este se abreviara de la siguiente manera
Thalassiosira pseudonana (THA), Isochrysis aff. galbana (1SO) y para alimento inerte
Algamac 2000 (ALG-2000).

Una vez que estuvo listo el alimento, se obtuvieron larvas fijadoras de la granja
Acuicola San Quintin, S.A. de C.V. e inmediatamente se colectaron muestras para
determinar el contenido de energia bruta, carbono (O), nitrégeno (N), peso y talla.
Posteriormente se colocaron en una cama de fijacién tapizada con portaobjetos de vidrio
que sirvi6 como sustrato, en donde permanecieron por 24 h. Después de ese tiempo los
organismos se desprendieron de los portaobjetos con una navaja de un filo y se
colocaron nuevamente en las camas durante cinco dias. Esto con el fin de que: a) se
completase la metamorfosis, y b) que los organismos vivos siguieran creciendo y los
muertos o dafiados pudieran descartarse. Durante ese periodo los organismos se
alimentaron exclusivamente con /. galbana, y al quinto dia se distribuyeron en tamices

contenidos dentro de tanques cénicos de 35 litros, los cuales se usaron como unidades
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experimentales. Se utilizaron tres tanques (réplicas) por cada tratamiento, para un total
de 9 tanques. El cultivo se realiz6 en ciclo cerrado con aireacién constante por medio de
“airlift” y recambios de agua cada 24 h. El alimento se adicioné en cada unidad
experimental a una concentracién de 100 cel pl"' y su equivalente en peso seco en el
caso de Algamac 2000. Los muestreos subsecuentes de organismos se realizaron los dias
2,5,9, 15, 19, 22 post-fijacion, con el fin de tener una historia completa de los cambios
ocurridos durante y después de la metamorfosis. Cabe mencionar que en el tratamiento
de Algamac 2000 los muestreos se realizaron a partir del dia 15, debido al escaso
crecimiento de los organismos, lo que se tradujo en poca muestra. Las muestras para
determinar mortalidad, peso y talla se procesaron el dia del muestreo, mientras que, las
de andlisis bioquimico (energia bruta, carbono y nitrégeno elemental) se liofilizaron y

conservaron en seco a —70 °C (con diedrita) hasta su posterior analisis en el laboratorio.

4.2. Evaluaciones

Se utilizé la metodologia descrita por Garcia-Esquivel et al. (2001) para cuantificar el
peso seco y peso del tejido. Se midio la talla y mortalidad en un lote de larvas/poslarvas
de C. gigas. Asimismo, en cada fecha de muestreo se colectaron muestrés de ostiones de
300 mg y de 50 mg para determinar la cantidad de energia bruta, el contenido de

carbono y nitrégeno elemental respectivamente.
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4.3. Peso

En cada fecha de muestreo se colectaron cinco muestras de poslarvas con una pipeta
de plastico, se transfirieron a cajas Petri donde se contabilizaron, y posteriormente se
colocaron en recipientes de aluminio previamente pesadas y calcinadas. Las muestras se
enjuagaron con agua destilada para eliminar sales, y posteriormente se secaron en una
estufa de aire forzado, modelo 1370FM a 90°C por 24 horas. Se pesaron en una balanza
analitica (Mettler Toledo, con una precision de + 1 pg) para obtener el peso seco y se
combustionarén en una mufla modelo FB1415M a 450 °C por 24 h para obtener el peso
de cenizas. El peso libre de ceniza (PLC) se obtuvo por diferencia como:

PLC = (Peso seco — Peso de ceniza)

4.4. Talla

Para evaluar el crecimiento de las larvas y poslarvas en cada fecha de muestreo se
realizé lo siguiente: En larvas de 0 y 2 dias se obtuvo una muestra de 25-50 organismos
de cada réplica y fueron colocadas en frascos de vidrio de 25 ml con formol al 4%. En
poslarvas el nimero de organismos muestreados varid de acuerdo al tamafio de las
poslarvas, obteniéndo asi una muestra de cada replica en cada uno de los tratamientos.
Posteriormente se midié el largo de cada organismo bajo el microscopio compuesto

marca Carl Zeiss modelo Axiolab.
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4.5. Mortalidad

Durante la etapa de fijacién se colocaron en la cama de fijacién portaobjetos
previamente marcados con seis areas aproximadas 1 cm? c/u. Una vez terminada la etapa
de fijacion, las areas se fotografiaron para tener un censo inicial de la densidad de
poslarvas por mm” y se regresaron a las camas. En cada uno de los tanques coénicos se
colocé un portaobjetos para evaluar mortalidad, al momento de iniciar los distintos
tratamientos. La mortalidad se evalu6 en cada fecha de muestreo mediante fotografia de
las mismas éreas. Las imégenes fueron procesadas en la computadora y el porcentaje de
mortalidad acumulativa (%MO) en larvas y poslarvas fue estimado directamente de la
siguiente formula:

%MO = (Ostiones muertos al tiempo t / Ostiones totales al inicio) x 100

4.6. Energia

Aproximadamente 200 mg de muestra liofilizada fueron molidas en un mortero y
comprimidas en un pastillador marca Parr. Las pastillas se secaron a 60 °C por 12 hrs
para eliminar la humedad, se pesaron, y la energia bruta (cal/g) se determiné por
combustion con oxigeno en una bomba calorimétrica automética (Parr 1281), utilizando
aprox. 560 mg de aceite mineral (11,000 cal/gr) como coadyuvante de la combustién
para cada muestra. Antes de correr las muestras se estandariza la bomba calorimétrica
con pastillas de acido Benzoico y posteriormente cada 10 muestras, con la finalidad de
que este bien calibrado. La energia bruta (calorias/g) de las muestras se determiné de

acuerdo a la siguiente ecuacion
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Energia Bruta (cal/g) = [(EE * T) — CC — (Sp * Pa)]/ PLC
donde EE = Es el equivalente energético del calorimetro, o la energia requerida para
aumentar la temperatura en un grado.
T = Incremento de temperatura (°C) generada por la muestra,
CC = Energfa bruta (cal/g) asociada al calentamiento del alambre y combustién del hilo
usados en cada determinacidn.
Sp = Energfa bruta (11,000 cal/gr) del aceite mineral o Spike.
Pa = Peso (g) del aceite mineral

P = Peso organico (tejido libre de cenizas, PLC) del organismo

4.7. Carbono, nitrégeno y proteinas totales

Debido al alto contenido de carbono en la concha de las larvas/poslarvas, se
utilizaron dos tipos de muestras: a) liofilizados de organismos enteros (tejido mas
concha) y b) muestras de organismos precalcinados a 450 °C (sin materia organica). Lo
anterioi‘ permitié cuantificar directamente el contenido porcentual de C y N en las
muestras secas (concha mas tejido) y en las cenizas (concha). El porcentaje de C y N
organico se determind autométicamente en aproximadamente 2 mg de muestra,
utilizando un autoanalizador orgénico elemental (LECO CHNS-932). Los valores
absolutos de C y N por individuo (pg/org) se calcularon multiplicando el % de cada
elemento por el peso correspondiente a la concha o el peso seco, mientras que el
contenido absoluto de C y N en el tejido (ug/org) se calculé de la siguiente manera:

(g Brej) = (PS*%Eps) «(PC* %Ep)
)
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donde PS = peso seco del organismo, PC= peso de la concha (ceniza) del organismo,
%E= el porcentaje del elemento (C o N) presente en el organismo completo (ps) y en la
concha (pc). El porcentaje de C o N en el tejido se calculs dividiendo (ng Ey;) entre el
peso organico (PLC) del ostién.

La cantidad de proteinas totales se estimé multiplicando el %N de la muestra por un
factor de 5.8 (Gnaiger y Bitterlich, 1984). Las razones P:E (mg/KJ) y C:N (%C:%N) se

estimaron directamente a partir de los datos generados de la forma descrita arriba,

4.8. Estadistica

Para comparar los promedios de las variables medidas (peso seco, peso libre de
ceniza, talla, energfa, proteinas, %C y %N) antes y después de la metamorfosis (0 a 2
dias post-fijacion se aplicé una prueba t de Student. Para comparar el efecto de los
distintos tratamientos el peso seco, peso libre de ceniza, talla, mortalidad, energia,
proteinas, % C y %N se aplico un analisis de varianza de una via (ANOVA) hacia el
final del experimento. Solo en caso que los efectos fueran significativos se aplicé una
prueba de Tukey para comparacién miltiple de medias, con el fin de identificar
diferencias especificas entre tratamientos. Todas las pruebas estadisticas se llevaron a
cabo utilizando el programa Sigma Stat 2.0 (Jandel Scientifics) en una computadora
personal. Las tasas de crecimiento en concha (um/d) y tejido (pg/d) obtenido por la
poslarvas en cada tratamiento se calcularon mediante regresion lineal, y las pendientes
se compararon anélisis de covariancia (ANCOVA) de acuerdo a lo indicado por Zar

(1984).
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5. RESULTADOS

5.1. Metamorfosis

Las poslarvas de ostién aumentaron significativamente 1a talla (304 +2.4a361+6.8
pum) durante los dos primeros dias post-asentamiento (Fig. 1a, ANEXO I), mientras que
el peso seco (Fig. 1b) no presenté un cambio significativo (ANEXO I).

Durante el mismo periodo el peso libre de ceniza (PLC) disminuyo6 significativamente
de 2.99 + 0.14 pg/ind a 1.95 + 0.06 pg/ind (Fig. 1c, Tabla 2) y la mortalidad fue
insignificante durante las primeras 48h post-asentamiento (Fig. 1d).

El contenido porcentual de carbono (C) y nitrégeno (N) en organismos enteros fué
mayor antes de la metamorfosis (22.7% C y 3.8 %N), y disminuyé significativamente
(ANEXO I) una vez que esta se complet6 (19.2 %C y 2.8 %N). El contenido porcentual
de carbono y nitrégeno en la concha fue también mayor antes de la metamorfosis (13.7
%C y 1.8 %N) y disminuyeron una vez que esta fue completada (11.9 %C y 0.6 %N),
encontrando diferencias significativas (Tabla 1, ANEXO I). En el tejido ocurrié lo
contrario (Tabla 1), siendo menor el porcentaje de carbono y nitrégeno antes de la
metamorfosis (45.8 %C y 9.2 %N) y mayor una vez que esta ocurri6 (50..4 % y 12.2
%N), encontrando diferencias significativas (ANEXO I). Por otra parte el valor absoluto
de Cy N en el tejido mostrd un patrén inverso al del contenido relativo, encontrando que
hubo una disminucién significativa del carbono orgénico, pero no del nitrégeno al
término de la metamorfosis (Tabla 3). Las pérdida netas promedio durante la
metamorfosis fueron de 0.41 pg C/ind (16.6%) y de 0.04 ng N/ind (9.5%)

respectivamente. El mismo patron se observd en el organismo completo y en la concha
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(Tablas 2 y 3), aunque la magnitud de las pérdidas fue mas evidente en el caso del
nitrégeno, el cual disminuy6 en la concha desde 0.14 hasta 0.05 pg N/ind (21.4%). En el
caso del C no se encontraron diferencias significativas en concha, pero si en organismos
enteros (Tablas 2 y 3).

Las proteinas totales del tejido disminuyeron significativamente de 1.6 + 0.08 pg/ind
a 1.4+ 0.04 pg/ind (14%) durante la metamorfosis (Fig. 1¢c, ANEXO I), mientras que la
energia bruta también disminuyé de 1.31 kJ/gr a 1.14 kJ/gr en un 13% durante el mismo
periodo (Fig. 2a), encontrando diferencias significativas entre los dias 0 y 2 (ANEXO ).
La pérdida absoluta de energia durante la metamorfosis fue 30 mJ/ind, o 43% de la
energia contenida en la larva pre-metamérfica, siendo esta disminucién estadisticamente
significativa (Tabla 2). Finalmente la razén P:E en el tejido aumenté de 23.3 a 35.5
mg/kJ (Fig. 2b), en tanto que la razén C:N en la concha aumento de 7.87 a 23.17 (Fig.
2c). La razén C:N del tejido disminuyo de 4.96 a 4.14 (Fig. 2d) para el mismo periodo

de tiempo.

5.2. Post-metamorfosis
Se encontraron diferencias significativas las tallas, peso seco y peso libre de cenizas
de juveniles de C. gigas en los tres tratamientos (prueba de tukey P<0.05, ANEXO II).
Los organismos alimentados con THA mostraron mayor crecimiento que aquellos
alimentados con ALG-2000, alcanzando una talla promedio de 1,669 + 30.2 um y 541 +
6.12 pm, respectivamente (Fig. 1a). Asi mismo, la tasa de crecimiento (Tabla 4) fue

significativamente diferente entre los distintos tratamientos (ANCOVA, F=37.34, p <
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0.005), siendo mayor en el tratamiento con THA (67.43 pm/dia), seguida por ISO (30
um/dia), y ALG-2000 (0.51 pm/dia). El mismo patron se observé en las tasas de
crecimiento expresadas como peso seco (THA de 17.40 pg/dia vs 1.91 pg/dia ALG-
2000) y peso libre de ceniza (THA 0.90 pg/dia vs 0.30 pg ALG-2000), las cuales se
muestran en la (Tabla 4).

Por ofra parte, se obtuvieron diferencias significativas en la mortalidad de las
poslarvas sometidas a los tres tratamientos (prueba de tukey P<0.05, ANEXO II), siendo
mayor en el tratamiento con ALG-2000 (86.3%) y menor en THA (47.2%).

El porcentaje de carbono en organismos enteros aumenté con la edad, y fue mayor en
el tratamiento con ISO (15.5 a 17.5 %) y menor en THA (14.3 a 15.7 %), encontrando
diferencias significativas entre ALG-2000 con respecto a THA e ISO al final del
experimento (prueba de tukey P<0.05, ANEXO II). El efecto de los tratamientos
también afecté significativamente en el porcentaje de nitrégeno (prueba de tukey
P<0.05, ANEXO II). El porcentaje de nitrogeno se mantuvo entre 1.3 a 1.8 %N en los
organismos del tratamiento ISO, 1.3 a 1.7 %N en THA y 1.7 a 1.9 %N en (ALG-2000) a
lo largo del tiempo.

Por otra parte, los valores relativos de carbono en el tejido mostraron la misma
tendencia que aquellos observados en los organismos enteros. Aun cuando la magnitud
de los valores aumentd, dicho aumento no fue estadisticamente diferente entre los
tratamientos al final del experimento (Tabla 1, ANEXO II). Los valores mas altos a lo
largo del experimento se observaron en organismos alimentados con ISO (41.5 a 51.3

%C) y los mas bajos en THA (29.4 a 40.4 %C). El contenido relativo de nitrégeno en el
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tejido de C. gigas no mostré variaciones claras en funcién del tiempo dentro de cada
tratamiento (Tabla 1), variando este entre 8.4 a 10.8 % en el tratamiento con ISO, 7.9 a
10.4 % en THA, y 6.8 a 7.9 % con ALG-2000. Las diferencias entre tratamientos fueron
significativas al final del experimento (ANEXO II), siendo los organismos THA quienes
mostraron los mayores valores, seguidos por ISO y ALG-2000. En la concha no se
encontraron efectos significativos de los tratamientos sobre el contenido porcentual de
carbono o nitrégeno (ANEXO II). Los cambios temporales de C y N se mantuvieron
entre 11.6 a 12.3 %C y 0.3 a 0.7 %N para los organismos alimentados con THA, 11.6 a
11.9%Cy 03204 %NenISO,y11.1a11.4%Cy0.4a0.5%N en ALG-2000 (Tabla
1).

El contenido de proteina en el tejido de los organismos también fue afectado
significativamente (prueba de tukey P<0.05, ANEXO II, Fig. 1c) por las distintas dietas,
siendo mayor en la dieta THA (16.99 pg proteina/ind) y menor en ALG-2000 (2.98 g
proteina/ind). Por ofra parte la energia bruta por unidad de peso disminuyé
continuamente a lo largo del experimento. Para la comparaciéon entre los tres
tratamientos se utilizaron los datos correspondientes al dia 19, debido a la falta de
muestra en el tratamiento con ALG-2000 en el dia 22. El contenido de energia bruta en
poslarvas alimentadas con ISO disminuy6 hasta 0.59 KJ/gr al final del experimento,
mientras que los alimentados con THA fue 0.39 KJ/gr. En el tratamiento ALG-2000 el
contenido de energia se mantuvo en 0.47 KJ/gr los dias 15 y 19. Las diferencias en el
contenido de energia bruta, comparadas en el dia 19, fueron significativas entre los

distintos tratamientos (prueba de tukey P<0.05, ANEXO II).
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La razén proteina:energia tendié a ser mayor en el tratamiento con THA (72.25
mg/KJ) y menor en ISO y ALG-2000 (47.43 y 48.44 mg/KJ). No se realizaron
comparaciones estadisticas para esta variable o para la razén C:N debido a que fueron
calculadas a partir de valores promedio de proteina y energia (ver materiales y métodos).

La razén carbono:nitrégeno de la concha varié a lo largo del experimento en los tres
tratamientos. Los valores maximos de C:N en la concha coincidieron con los valores
minimos de C:N en el tejido y viceversa, siendo mas notorio en el tratamiento THA. Por
otro lado, al final del experimento (dia 22), se encontr6é que las poslarvas alimentadas
con ISO obtuvieron un valor de razén C:N = 31.9, mientras que en ALG-2000 y THA no
se encontraron diferencias claras, obteniendo una razén C:N = 23.2 para ALG-2000 y
23.3 en THA.

Por otra parte la razén C:N en el tejido (Fig. 2d) se mantuvo sin muchos cambios a lo
largo del experimento en el tratamiento con ISO. Sin embargo el tratamiento THA
presentd variaciones los dias 15 y 19 con una razén C:N de 4.7 y 3.5 respectivamente,
mientras que al final del experimento (dia 22), la razén C:N fue mayor en ALG-2000

(C:N =5.4) ymenor en THA (C:N = 4.40).
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6. DISCUSION
6.1. Metamorfosis

El incremento en las tallas durante la metamorfosis, se debe principalmente a la
concha, lo cual se puede corroborar con una disminucién en el peso libre de ceniza
(tejido), como una prioridad adaptativa de las larvas metamérficas, mismo que
concuerda con lo expuesto por Garcia-Esquivel et al. (2001) en lo referente al aumento
en la talla, aun cuando se tiene perdidas netas de reservas y de proteinas estructurales.

Bioquimicamente la metamorfosis se caracterizé por una disminucién de reservas
energéticas y carbono provenientes del tejido, combinado con una significativa pérdida
de nitrégeno en la concha. La aproximacién metodolégica empleada en el presente
estudio permiti6 identificar la importancia de las proteinas de la concha como fuente de
energia durante la metamorfosis de C. gigas, amortiguando de esta manera las pérdidas
de este compuesto en el tejido. En este sentido, fue evidente que la mayor contribucién a
las pérdidas totales de nitrégeno durante esa etapa provino de la concha, y en menor
medida del tejido (Tabla 3). Por el contrario, las mayores pérdidas de carbono
provinieron del tejido y en menor grado de la concha (Tabla 3). Si consideramos que los
carbohidratos, representan solo un minimo porcentaje de las macromoléculas energéticas
presentes en las larvas metamorficas de ostiones (Rodriguez et al., 1990; Whyte et al.,
1987, Haws, 1993; Videla et al., 1998; Garcia-Esquivel et al., 2001), entonces es de
esperarse que la principal reserva energética del tejido que se utilizé durante la
metamorfosis de C. gigas fueron los lipidos. Un anélisis mas detallado, indica que tanto

las proteinas perdidas (0.13 pgN/ind x 5.8 = 0.75 pg proteina/ind = 18.09 mJ/ind) como
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los lipidos, contribuyeron de manera proporcional a la pérdida total de energfa (-30
mJ/ind) durante la metamorfosis, atin cuando las proteinas provinieron principalmente
de la concha y los lipidos del tejido. La contribucion de los lipidos del tejido, también se
evidencié con un aumento de la razén P:E y la disminucién de la razén C:N al final de
la metamorfosis (Fig. 2 b, d).

Las pérdidas netas de proteina y energia durante la metamorfosis de C. gigus
observadas en el presente estudio fueron entre cuatro y nueve veces mayores a las
reportadas por otros estudios para la misma especie (Haws et al., 1993; Garcia-Esquivel
et al., 2001), atn cuando la contribucién relativa de las proteinas a la energia perdida
reportada por dichos autores (40 al 60%) fueron similares a las del presente estudio. Lo
anterior indica por una parte que, la contribucion relativa de las proteinas, a las pérdidas
netas de energia es consistente entre distintas camadas de organismos de la misma
especie, y por otra parte evidencia diferencias metodoldgicas para evaluar las pérdidas
de energia y la cantidad de proteinas. También es importante sefialar, que la cantidad
absoluta de proteinas reportada previamente para distintas cohortes de larvas pre-
ﬁletamél'ﬁcas de C. gigas es muy variable, y va desde 0.18 pg/ind (Haws et al., 1993)
hasta 0.65 - 1.03 pg/ind (Garcia-Esquivel et al., 2001), mientras que en el presente
estudio fue de 2.46 pg/ind (0.42 pg N x 5.8). Aunque en el trabajo de Garcia-Esquivel et
al. (2001) las proteinas larvales/poslarvales representaron el 40% del peso libre de
cenizas, en el presente estudio representé el 81% (Tabla 1). Estas diferencias se reflejan
en el calculo de la contribucién proteica a la energia total presente en larvas y poslarvas

de C. gigas. No obstante, la magnitud relativa de las pérdidas y ganancias son similares
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entre los estudios que utilizan métodos indirectos (Ej. Whyte et al., 1987; Haws et al.,
1993; Rodriguez et al., 1990; Labarta et al., 1999; Garcia-Esquivel et al., 2001) o
directos (este estudio) para el célculo de energia bruta. El célculo del contenido de
proteinas totales a partir del nitrégeno organico realizado en el presente estudio, es una
aproximacién metodolégica usada con anterioridad (Gnaiger y Bitterlich, 1984) y
probablemente refleje de manera mas confiable el balance neto de compuestos
nitrogenados (proteinas + polipéptidos + aminoacidos) en el tejido y la concha en
comparacion con los métodos calorimétricos. Por otra parte, la determinacién del
contenido caldrico por combustion directa es més confiable que las determinaciones
indirectas, atin cuando requiere de cantidades sustanciales de muestra. Por lo tanto, es de
esperarse que las pérdidas de energia y nitrégeno determinadas en el presente estudio,
reflejen de manera mds realista las pérdidas netas de energia y compuestos nitrogenados
en relacion con estudios previos. La alta variabilidad en la energia y compuestos
nitrogenados presentes en distintas cohortes de larvas/poslarvas de C. gigas, sugiere que
tanto la energia como los compuestos nitrogenados, podrian tener menos implicaciones
en la mortalidad poslarval, que los valores relativos, los cuales son altamente
consistentes entre cohortes de distinto origen y peso inicial (Haws et al., 1993; Garcia-
Esquivel et al., 2001). Anteriormente Garcia-Esquivel et al. (2001) demostraron que
existe una correlacion significativa entre las pérdidas totales de proteina soluble durante
la metamorfosis de C. gigas y la mortalidad de poslarvas de una semana de edad. Sin
embargo, dichos autores no dilucidaron la contribucién especifica del tejido a las

pérdidas de proteina durante la metamorfosis, lo cual podria ser un factor critico a
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observar en futuros estudios mediante la utilizacion de las herramientas descritas en la
presente investigacion. Finalmente, es importante comentar que las pérdidas netas de C
y N organico en el tejido durante la metamorfosis contrastan con el aumento
significativo de estas variables cuando se expresan en términos relativos (Tabla 1). El
ligero aumento de los valores porcentuales de carbono y nitrégeno, sugiere por una parte
que la pérdida general de peso fue mayor que la de carbono o nitrégeno, y por otra parte,
que los organismos tienden a mantener en balance su contenido de lipidos-carbohidratos

y proteinas en el tejido, aun en un estado catabdlico como la metamorfosis.

6.2. Post-metamorfosis

El efecto de distintas dietas sobre el crecimiento y composicién bioquimica de las
poslarvas de C. gigas fue evidente en el presente estudio, de tal forma que, las variables
de respuesta medidas, pueden utilizarse como indicadores de “buena” (Thalassiosira
pseudonana) “mediana” (Isochrysis aff. galbana (Clone T-Iso)) y “mala” calidad
(Algamac 2000) del alimento utilizado en el presente experimento. Es probable que los
cambios observados durante los primeros diez dias post-fijacion reflejen principalmente
los efectos remanentes de la metamorfosis, ya que los valores de mortalidad acumulativa
observada durante esa etapa (40 a 65%) coinciden con lo reportado por otros autores
(Haws et al., 1993; Garcia-Esquivel et al., 2000; Garcia-Esquivel et al., 2001). Ademas,
se sabe que durante ese periodo las poslarvas de C. gigas, se caracterizan por mantener
una alta tasa metabolica, lo que contribuye a la mortalidad caracteristica de esa etapa de

desarrollo (Garcia-Esquivel et al., 2001). A pesar de lo anterior, los efectos de la dieta
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comenzaron a reflejarse en las variables de medicién desde los 10 dias post-fijacion, y se
acentuaron en los restantes 15 dias del experimento. Asi, las tasas de crecimiento de C.
gigas sometidas a la dieta THA fueron hasta 2 y 132 veces mayores que aquellos
organismos sometidos a ISO y ALG-2000. Lo anterior coincide con reportes de la
literatura que indican que las diatomeas tipicamente producen mayores tasas de
crecimiento que la flagelada (T-ISO) (Walne, 1963). No obstante, es dificil comparar el
crecimiento de poslarvas alimentadas con ALG-2000, ya que existen pocos trabajos
disponibles en la literatura que hayan evaluado la efectividad de este alimento comercial.
En el presente estudio fue evidente que ALG-2000 no fue una dieta efectiva para
poslarvas tempranas de C. gigas, ya que generé tasas de crecimiento cercanas a cero.
Brown y McCausland (2000), encontraron que las tasas de crecimiento especifica en
poslarvas de C. gigas alimentadas con Isochrysis sp. fueron hasta dos veces mayor que
en ALG- 2000 (0.054 y 0.024. Por lo anterior, es posible concluir que la dieta comercial
ALG-2000 no es efectiva para poslarvas de C. gigas, aun cuando se sabe que produce
buenos resultados en el enriquecimiento de nauplios de artemia (Blair et al., 2003) y
rotiferos (Puvanendran et al., 2005) los cuales son usados para la alimentacién de larvas
de peces marinos.

Es importante notar que las mayores tasas de crecimiento observadas en el presente
estudio con el tratamiento THA representaron entre un 25% y 50% de los valores
obtenidos para distintas cohortes de C. gigas durante 1993-1996, bajo condiciones
similares de cultivo en laboratorio, y en estadios de desarrollo similares (Garcia-

Esquivel, 2001). Este mismo fue reportado en evaluaciones de campo realizadas en el
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afio 2000 (Garcia-Esquivel et al., 2004), ya que las tasas de crecimiento de juveniles-
adultos de C. gigas cultivados en sitios comparables de Bahia San Quintin alcanzaron
solo un 50% de las tasas registradas durante 1995-96 (Garcia-Esquivel et al., 2000). Las
variables bioquimicas evaluadas en el presente trabajo no logran explicar la razén por la
cual las tasas de crecimiento de C. gigas disminuyeron tan drasticamente. Sin embargo,
los datos combinados de laboratorio y campo sugieren que la reduccion drastica de la
tasa de crecimiento de C. gigas podria tener un origen genético, mas que nutricional. En
este sentido, Correa-Sandoval et al. (2004) determinaron que la heterocigocidad de
adultos cultivados en Bahia San Quintin durante 1999-2001 fueron 0.010, 0.027 y 0.047
se redujo hasta 5.4 veces con respecto a la heterocigocidad presentada por adultos de la
misma especie y el mismo sitio en 1987 (De la Rosa-Vélez et al., 1991).

Los valores combinados de porcentaje de carbono (C), nitrégeno (N), y energia bruta
del tejido reflejaron la condicidn nutricional a la que estuvieron sometidas las poslarvas
experimentales de C. gigas, especialmente en la tiltima semana del experimento. Asi,
ain cuando el porcentaje de nitrégeno fue similar en las poslarvas de los dos
tratamientos con microalgas, el porcentaje de carbono fue mayor en aquellas
alimentadas con T-ISO, lo que sugiere que estas contenian mas lipidos y por lo tanto
mayor energia por unidad de peso que las poslarvas de THA. De ser este el caso,
entonces eso explicaria los valores bajos de energia bruta y razén C:N, asi como los
valores altos de P:E observados en el tratamiento de THA hacia el final del experimento.
Las variables medidas y calculadas también reflejaron el escaso valor nutricional de

ALG-2000 y su efecto en las poslarvas mayores de 15 dias de edad, ya que estas
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mostraron significativamente menor %N, energia bruta y razén P:E que los tratamientos
de microalgas vivas (Fig. 2 a-b). En conjunto, estos resultados sugieren que las poslarvas
alimentadas con ALG-2000 no almacenaron suficiente energia y compuestos
nitrogenados en el tejido, lo cual se reflejé en tasas de crecimiento y contenido de
proteinas menor que los tratamientos con microalgas. Hasta el momento no se tiene
informacién sobre el uso de C y N organico elemental como indicadores de la condicion
nutricional en estadios tempranos o juveniles-adultos de moluscos bivalvos. La mayor
parte de los estudios existentes en este campo se han enfocado a analizar las variaciones
en la razon C:N del fitoplancton como indicador de la disponibilidad de nutrientes en
zonas costeras y oceanicas (Van-Nieuwerburgh et al., 2004). En menor grado se ha
utilizado esta razén en grupos zooplancténicos para analizar su composicion elemental
en funcién del desarrollo ontogenético (Gorokhova y Hansson, 2000) y en presencia de
alimento en el ambiente natural (Koski, 1999; Walve y Larsson, 1999). La razén C:N
obtenida en organismos juveniles del crustdceo Mysis mixta fue 3.8, el cual coincide con
los valores obtenidos en el tratamiento de (THA) al inicio de la etapa post-fijacion de C.
gigas (este estudio). Sin embargo los valores obtenidos al final del experimento (Fig.
2d), estan por arriba de los obtenidos en Mysis mixta (Gorokhova y Hansson, 2000). En
general, los valores de C:N obtenidos en el presente trabajo estan dentro del intervalo
reportado para peces (4.03-4.23 Pfeiler et al., 1998), asi como en los copépodos
calanoides Euriterma affinis y Acartia bifilosa 4-4.5 (Koski, 1999) y Acartia sp. con

una razén C:N de 4.5 (Walve y Larsson, 1999).
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Finalmente, es importante enfatizar que en este estudio se intenta usar la razén C:N y
P:E como indicadores de la condicion nutricional de estadios tempranos de moluscos.
Los cambios en la talla y peso evidenciaron con més claridad el efecto prolongado de las
dietas experimentales en las poslarvas de C. gigas. No obstante, los indices C:N y P:E
explican los cambios bioquimicos ocurridos en etapas criticas de desarrollo como la
metamorfosis, asi como las deficiencias alimenticias a las que estuvieron sometidas las
poslarvas alimentadas con ALG-2000. Por lo tanto, estos indices tienen una aplicacién

mas amplia una vez que se establezcan valores generales de referencia para estos y otros

grupos.
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7. CONCLUSIONES

e La metamorfosis de C. gigas produce una reduccién del 30% de la energia
presente en larvas pre-metamorficas.

e La energia utilizada durante la metamorfosis proviene principalmente de lipidos
presentes en el tejido y compuestos nitrogenados de la concha.

e Los cambios metamorficos se reflejan como una disminucion de la razén C:N del
tejido (4.96 y 4.14), un aumento de la razén P:E (23.3 y 35.5), y un aumento de
la razén C:N en la concha (7.87 y 23.17).

e Thalassiosira pseudonana produjo el doble de crecimiento (67.43 pm/d) que
Isochrysis aff. galbana (clone T-ISO).

e La dieta comercial Algamac 2000 no es apta para poslarvas tempranas de C.
gigas, ya que produce un minimo de crecimiento (0.51 pm/d).

e La combinacién de las razones C:N y P:E del tejido reflejan la calidad de la
dieta en poslarvas de C. gigas de tres semanas de edad. Dieta de buena calidad
(THA) produjo valores altos P:E (72.25 mg proteina/k]) y bajo C:N (3.5 a 4.7).
Dieta de mala calidad (ALG-2000) produjo bajo P:E (48.44 mg proteina/k]) y

alto C:N ( >5).
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Tabla 1.- Contenido porcentual de carbono y nitrégeno organico en organismos
enteros, tejido (peso libre de ceniza), y concha de larvas pre-metamoérficas (dia 0) vy
poslarvas tempranas del ostion Crassostrea gigas. Las poslarvas fueron alimentadas con
tres tratamientos distintos: Thalassiosira pseudonana, Isochrysis aff. galbana (Clone T-

Iso) y microalgas comerciales inertes (Algamac 2000).

Thalassiosira pseudonana Isochrysis aff. galbana Algamac 2000
(clone T-Iso)
Dias % C %N %C %N %C %N
Organismo Completo
0 - - - - 227+ 0.23 3.8+ 0.04 - - - -
2 - - - - 19.2.+ .05 2.8 +0.02 - - - -
9 15.7 £0.13 1.7+0.03 17.5+0.25 1.8 £0.03 - - - -
15 15.1+0.03 1.5+0.02 15.9+0.08 1.5+ 0.00 - - - -
1 143+0.09 1.3+0.03 155+0.18 1.3+£0.04 15.7+0.75 1.7+0.0
22 15.2i0.i9 1.5 +0.06 15.8+4.31 14+0.07 174+036 19+0.0
Tejido
0 - - - - 45.8 +£0.82 9.2+0.16 - - - -
2 - - - - 50.4+0.29 1224011 - - - -
9 404+094 104+024 513+1.71 10.8+0.19 - - - -
15 370£020 791021 43.0 +0.59 8.7+ 0.03 - - - -
19 29.4+0.77 85+0.30 41.5+1.42 8.4+0.28 33.6+3.72 6.8+04.
22 39.7+£1.63  9.0+£047 44.2 +2.69 92+057 43.0+£190 7.9+0.0
Concha

0 - - - - 13.7+ 0.25 1.8+ 0.13 - - - -
2 - - - - 11.9+0.35 0.6+0.18 - - - -
9 11.6+0.04 0.3+£0.02 11.6+0.02 0.3+0.01 - - - -
15 121+£0.10  0.7+£0.04 11.9+£0.10 0.4 +0.07 - - - -
19 123+0.33  0.4+0.02 11.7+0.02 0.3+0.02 11.1+032 04+0.0
22 12.0+0.24  0.5+0.08 11.9+0.05 0.4+0.03 11.4+0.01 0.5+0.0¢
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Tabla 2.- Cambios corporales absolutos en el contenido orgéanico (peso libre de
cenizas, PLC), cenizas, energia bruta, carbono (C) y nitrégeno (N) de Crassostrea gigas,
durante el periodo de metamorfosis. Los promedios con distintos subindices dentro de
una misma variable indican diferencias significativas (Prueba t-Student, o. < 0.05) entre

la etapa de larva pre-metamorfica (dia 0) y poslarva recién metamorfizadas (dia 2).

Dias Peso del Pesodela  Energia Cp; N ps
tejido Concha (mJ/ind) (pg/ind) (pg/ind)

0 3.00"+£0.14 7.86"°+0.82 69"+3.2 246"+£023 042*+0.04

2 1.95°+£0.06 842°+024 39°+1.1 1.99°+0.06 029°+0.01

PGN  -1.05(35%) 0.56(7%)  -30(43%) -047(19%) -0.13 (31%)

Tabla 3.- Contribucion del tejido y la concha de C. gigas a las pérdidas relativas (en
paréntesis) y absolutas de carbono (C) y nitrégeno (N) durante la metamorfosis. Los
promedios con distintos subindices dentro de una misma variable indican diferencias
significativas (Prueba t-Student, a. < 0.05) entre la etapa de larva pre-metamorfica (dia 0)

y poslarva recién metamorfizadas (dia 2). PGN = Pérdidas o ganancias netas.

Tejido Concha
Dias C tejido N (ejido C concha N conchia
(ng/ind) (1g/ind) (hg/ind) (ng/ind)
0 138*+0.10 0.28°+0.01 1.11*+£0.17  0.14 *+0.03
2 0.99°+0.03 024°+0.02 0.96*+0.01 0.05°+0.01

PGN  -039(15.8%) -0.04(9.5%) -0.15(6.0%) -0.09 (21.4%)

* PGN = Perdidas o ganancias netas.
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Tabla 4.- Ecuaciones de ajuste lineal para los cambios en la talla (Ta, um/ind), peso seco (Ps, ng/ind) y peso libre de
ceniza (PLC, pg/ind) de Crasostrea gigas en funcién del tiempo (dias, d). Las poslarvas fueron alimentadas con las

microalgas Thalassiosira pseudonana (THA), Isochrysis aff. galbana (Clone T-Iso) y el alimento comercial Algamac 2000

(ALG-2000).

Tratamientos Talla P. Seco Peso Libre de Ceniza

Thalassiosira pseudonana Ta=67.43d+ 154.7 Ps=17.40d-116.3 PLC=191d-11.4

Isochrysis aff. galbana Ta=30.00d + 350.8 Ps= 540d- 1.6 PLC=0.60d+ 1.5

(clone T-Iso)
Algamac 2000 Ta= 0.51d+535.1 Ps= 090d+19.2 PLC=0.30d+14




2000

1500 A

Talla (um)

PLC y proteina (ug/ind)

1000 -

500 A

(a)
—&— Algamac 2000

—Oo— Thalassiosira
—0— [sochrysis

40

30 -

20 A

10 A

0 5 10 15 20 25
Tiempo (dias)

Peso Seco (ug)

Mortalidad Acumulada (%)

320

240 -

160 -

80 -

(b)

120

90 -

60

30

(d)

10 15
Tiempo (dias)

20

25



(b)

90

o~ < ©
~ s} ™

(PM/Bw) 3:d ugzey

18

(a)

Algamac 2000
Thalassiosira

Isochrysis

AN
O
(m]

1.40

0 o 0
=] ~ ™
- = o

(16/ry) einug eibiaug

0.00

(d)

opife} us N:9D uozey

48 -

L] L] 1
© < N
[3p] N «

BUOUOD Ud N:D uozey

15 20 25

10
Tiempo (dias)

15 20 25

10
Tiempo (dias)



ANEXO I.- Pruebas t-Student aplicadas para comparar los promedios de talla, peso
seco, proteinas totales, energia bruta, y contenido porcentual de carbono y nitrogeno
organico en larvas pre-metamorficas (dia 0) y poslarvas metamorfizadas (dia 2) de
Crassostrea gigas. Las comparaciones del contenido de carbono y nitrogeno se
realizaron en organismos enteros, asi como en la concha, y el tejido del organismo. t =

estadistico de prueba, gl = grados de libertad, p = probabilidad de rechazo de Hy.

Variables medidas t gl P
Talla (um -4.728 4 0.009
Peso Seco (ng) 0.486 6 0.644
Proteinas totales (png/ind) 2.937 6 0.026
Energia bruta (Kj/gr) 4.964 4 0.008
% C Org. Completo 14.864 6 <0.001
%C concha 4.343 3 0.023
%C tejido -5.384 6 0.002
%N Org. Completo 22.472 6 <0.001
%N concha 5.531 3 0.012
%N tejido -15.337 6 <0.001
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ANEXO IL- Andlisis de varianza para comparar el efecto de tres tipos de alimento sobre
la talla, peso seco, peso libre de ceniza, mortalidad acumulada, y contenido porcentual
de carbono y nitrégeno orgénico en poslarvas de Crassostrea gigas, de 22 dias de edad.
Las comparaciones del contenido de carbono y nitrégeno se realizaron en organismos
enteros, asi como en la concha, y el tejido del organismo. Las poslarvas fueron alimentadas
con tres tratamientos distintos: Thalassiosira pseudonana, Isochrysis aff. galbana (Clone T-Iso)
y microalgas comerciales inertes (Algamac 2000). gl = grados de libertad, SS = suma de

cuadrados, MS media cuadrada, F = estadistico de prueba, p = probabilidad de rechazo

de H().
Fuente de Variacion gl SS MS F P
Talla (um)
Alimento 2 1952922.1 976461.1 478.3 <0.001
Error 6 12249.8 2041.6
Total 8 1965171.9
Peso Seco (png)
Alimento 2 91582.9 45791.4 76.8 <0.001
Error 6 3578.5 596.4
Total 8 95161.4
Peso libre de ceniza (pg/ind)
Alimento 2 1043.66 521.83 68.445 <0.001
Error 6 45.74 7.62
Total 8 1089.40
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ANEXO II (continuacién)

Fuente de Variacion gl SS MS F P
Mortalidad acumulativa (%)

Alimento 2 5301.7 2650.8 11.5 <0.001
Error 16 3691.6 230.7
Total 18 8993.3

Proteinas totales (png/ind)
Alimento 2 300.0 150.0 71.7 <0.001
Error 6 12.6 2.1
Total 8 312.6

Energia bruta (Kj/gr)

Alimento 2 18.4 9.2 42.9 <0.001
Error 6 1.3 0.2
Total 8 19.7

% C Organismo completo
Alimento 2 7.9 3.9 14.9 0.005
Error 6 1.6 0.3
Total 8 9.5

%C concha
Alimento 2 0.6 03 49 0.053
Error 6 0.4 0.1
Total 8 0.9
%C tejido

Alimento 2 334 16.7 1.2 0.355
Error 6 81.0 13.5
Total 8 114.4

%N Organismo completo
Alimento 2 0.4 0.2 26.1 0.001
Error 6 0.0 0.0
Total 8 0.4
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ANEXO II (Continuaciodn)

Fuente de Variacién gl SS MS F P
%N concha
Alimento 2 0.04 0.02 1.8 0.239
Error 6 0.07 0.01
Total 8 0.12
%N tejido
Alimento 2 2.9 1.5 2.6 0.150
Error 6 3.3 0.6
Total 8 6.3
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ANEXO IIL- Datos crudos y promedios de carbono y nitrégeno en organismos

completos de C. gigas.

% C % N
Dias Total Promedio  Total Promedio
0 22.96 22.7 +0.23 3.89 3.8+0.04
0 23.13 3.94
0 22.26 3.79
0 22.27 3.75
2 19.33 19.2+0.05 282 28+0.02
2 19.15 2.75
2 19.14 2.74
2 19.08 2.72
9 15.67 15.7+£ 0.13 1.68 1.7+0.03
THA 9 15.94 1.79
9 15.48 1.70
9 17.19 17.5+£0.25 1.88 1.8+£0.03
ISO 9 17.32 1.85
9 18.01 1.79
15 15.1 15.1 £0.03 154 1.5+£0.02
THA 15 14.99 1.49
15 15.08 1.57
15 15.76 15.9 £ 0.08 152 1.5%+0.00
ISO 15 15.86 1.53
15 16.03 1.53
19 16.93 16.7+£0.75 1.86 1.7+0.09
ALG 19 14.33 1.54
19 15.77 1.70
19 14.29 14.3 + 0.09 128 1.3+0.03
THA 19 14.38 1.37
19 14.08 1.26
19 15.86 155+ 0.18 1.36 1.3+0.04
ISO 19 15.26 1.27
19 15.39 1.39
22 16.98 17.4+£0.36 1.91 1.9 +£0.01
ALG 22 17.18 1.89
22 18.15 1.94
22  14.86 152+019 142 15+0.06
THA 22 15.44 1.59
22 15.42 1.58
22 15.21 15.8 £ 0.31 130 1.4+0.07
ISO 22 16.28 1.46
22 15.84 1.53
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ANEXO IV.- Datos crudos y promedios de carbono y nitrégeno en tejido de C. gigas.

% N C/N
% Cen en en
Dias tejido Promedio tejido Promedio tejido Promedio
0 46.86 45.8 + 0.82 9.39 92+0.16 4.99 4,9 +0.02
0 47.47 9.59 4.95
0 44 .35 9.05 4.90
0 44.39 8.91 4,98
2 51.25 504 +0.29 12.52 12.2 £ 0.1 4.09 4.1+£0.02
2 50.29 12.14 414
2 50.24 12.12 4.15
2 49,92 11.98 417
9 40.18 404+0.94 10.07 10.4+0.24 3.99 3.9+0.05
THA 9 42.08 10.83 3.89
9 38.85 10.15 3.83
9 49.16 51.3+1.71 11.05 10.8+0.19 445 4.8 +0.24
ISO 9 50.03 10.83 4.62
9 54.66 10.41 5.25
15 37.40 37.0+0.29 7.90 7.9+0.21 473 4.7 +£0.10
THA 15 36.46 7.46 4.89
15 37.23 8.18 4.55
15 42.07 42.9 £ 0.59 8.65 8.7+0.03 4.86 49+0.05
ISO 15 42.82 8.74 4.90
15 44,09 8.75 5.04
19 39.81 33.6+3.72 7.59 6.8 £ 0.45 5.25 4,9 +0.23
ALG 19 26.97 6.03 4.47
19 34.08 6.79 5.02
19 29.78 29.4 +0.77 8.31 8.5+0.30 3.59 3.5+ 0.06
THA 19 30.56 9.09 3.36
19 27.96 8.09 3.46
19 44.34 416+ 1.42 8.56 8.4 +0.28 5.18 49+0.17
ISO 19 39.65 7.88 5.03
19 40.66 8.81 4.62
22 40.57 429+ 1.90 7.88 7.9+0.07 5.15 54+0.20
ALG 22 41.62 7.79 5.34
22 46.71 8.03 5.82
22 36.40 39.7 £1.63 8.07 9.0 £0.47 4.51 4.4 +0.05
THA 22 41.38 9.54 4.34
22 41.21 9.44 4.36
22 39.30 442 +2.69 8.10 9.2+0.57 4.85 4.8+0.19
ISO 22 48.55 9.45 5.14
22 44.86 10.03 4.47
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ANEXO V.- Datos crudos y promedios de carbono y nitrégeno en concha de C. gigas.

% N
% C en en C/N en
Dias concha Promedio concha Promedio concha Promedio
0 13.99 13.7+£0.21 1.92 1.8+0.13 7.30 7.9+%0.48
0 13.93 1.86 7.50
0 13.21 1.50 8.82
0
2 11.9+0.35 0.6 +£0.18
2 11.57 0.39 29.90 23.2+6.73
2 12.26 0.75 16.43
2
9 1168 116+0.04 034 03+0.02 3487 402+278
THA 9 11.55 0.26 44,25
9 11.56 0.28 41.43
9 11.57 11.6 £0.02 0.29 0.3£0.01 39.35 41.3+1.34
1ISO 9 11.61 0.29 40.59
9 11.62 0.27 43.85
15 12 121+ 0.10 0.69 0.7+0.04 17.34 17.6 £0.98
THA 15 12.09 0.63 19.34
15 12.33 0.77 15.95
15 11.8 11.9+0.10 0.41 0.4 +£0.07 28.85 30.1£4.70
ISO 15 11.74 0.30 38.75
15 12.06 0.53 22.58
19 11.43 11.1£0.32 0.51 0.4 +0.05 22.63 28.6 £3.49
ALG 19 11.46 0.33 34.73
19 10.48 0.37 28.48
19 11.76 12.3 £ 0.33 0.32 0.4 +0.02 36.41 33.9+1.55
THA 19 12.89 0.38 34.19
19 12.15 0.39 31.07
19 11.72 11.7 £ 0.02 0.34 0.3+0.02 34.57 39.8+£2.82
ISO 19 11.68 0.29 40.56
19 11.64 0.26 44.26
22 11.44 11.4 £0.01 0.63 0.5+0.06 18.10 23.3+2.66
ALG 22 11.41 0.42 26.91
22 11.45 0.46 24.84
22 12.5 12.0+0.24 0.70 0.5+0.08 17.78 23.2+276
THA 22 11.84 0.48 24.72
22 11.73 0.44 26.97
22 119 11.9+0.05 038 04+0.03 3165 31.9+2.41
ISO 22 12.02 0.43 27.95
22 11.86 0.33 36.27
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