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RESUMEN

Se evaluo el efecto de la adicion de glucosa y aminoacidos
esenciales sobre el crecimiento, sobrevivencia, tasas metabdlicas (VO,) y reservas
energéticas del abulon rojo Haliotis rufescens durante su desarrollo larval. Los
tratamientos de prueba fueron 1) un control de agua de mar cruda, 2) agua de mar
mas glucosa a concentracion final 7 uM, 3) agua de mar mas mezcla de 10
aminoacidos esenciales en concentraciones equimolares de 7 uM y 4) agua de mar
mas mezcla de glucosa-aminodcidos. Se realizé una prueba preliminar (PRE) en el
Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas de la UABC en abril de 1997, con agua
de mar sintética en lugar del agua de mar cruda. Se realizaron, ademas, dos
pruebas experimentales (AQUAM1 y AQUAM2) en la planta de cultivo de abulon
Aquam Internacional entre julio y agosto de 1997. No se detecto un crecimiento
significativo de las larvas en la corrida PRE, pero el tratamiento con aminoacidos
resultd en mayor VO, (179.5 pmol O,/h/g tejido) que el tratamiento con glucosa o el
control (81.4 y 74.1umol O/h/g tejido, respectivamente). En AQUAM1 las larvas
aumentaron significativamente de talla al final del periodo larval (desde 269 hasta
aprox. 273 pm), pero no se detectaron diferencias entre los tratamientos de prueba
en relacion al peso organico, sobrevivencia, tasa metabdlica o contenido de lipidos
y proteinas. En AQUAM2 se observé una disminucion significativa del contenido de
lipidos de todos los tratamientos (0.165 a 0.184 pglflarva) con respecto al valor
inicial (0.226 pg/larva) y un aumento en la talla (de 270 hasta aprox. 275 ym), con
excepcion del tratamiento con aminoacidos. El resto de las variables no cambié. Se
sugiere que las larvas de abulén utilizan para su desarrollo la materia organica
disuelta presente en el agua de mar, pero las concentraciones de nutrimentos
adicionados no fueron las suficientes para aumentar significativamente las reservas
endégenas de los organismos. Se observé ademas un ligero efecto negativo de los
tratamientos que contenian aminoacidos, por lo que se sugiere la adicion de estos
modificaron la calidad quimica del agua.
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I. INTRODUCCION.

Existen aproximadamente 100 especies de abulén en el mundo habitando
en niveles de profundidad que van desde la linea de marea baja, hasta 30 metros
bajo el agua. Viven sobre o bajo las rocas y entre mantos de algas, las cuales son
su principal fuente de alimento. El nombre genérico Haliotis, significa “oreja de
mar”, y le fue otorgado por Linnaeus en 1758. Todos los miembros de la familia
Haliotidae se ven como abulones tipicos y poseen conchas aplastadas en forma de
oreja con perforaciones (Bevelander, 1988). Su distribucion comprende los dos
hemisferios, y las especies mas grandes se encuentran el las regiones templadas,
las mas pequefias en las regiones tropicales y articas. El mayor numero de
especies se encuentra en el Pacifico Central y en el Pacifico Sur, y parte de ellas
se encuentran también en el Océano Indico, pero ninguna es de gran tamario
(Hahn, 1989). Siete de estas especies se encuentran en Norteamérica, dentro de
las cuales destaca el abulén rojo (Haliotis rufescens) (Hooker y Morse, 1985), que
alcanza la mayor longitud dentro del género (hasta 30 cm). Ademas, en el mercado
llega a ser muy bien cotizado y la demanda esta por arriba de la oferta en paises
como Japon, China y Estados Unidos (McBride, 1997). Esta especie es la mas
importante en la pesqueria comercial estadounidense, debido a su gran tamario y a
que se distribuye a todo lo largo de la costa del estado de California. El abuldn rojo
se encuentra en tres regiones, las cuales varian considerablemente en su
disponibilidad de alimento, depredadores y caracteristicas fisicas de su habitat,

factores que afectan la estructura de la poblacion, el crecimiento, la reproduccion y



su conducta (Tegner et al., 1992). Por lo anterior y por cambios sociales y practicas
modernas en la administracion del recurso, aunado a los efectos de El Nifio (1982-
1984) que deterioraron la base alimenticia, las poblaciones de abulén rojo
declinaron en 1985 un 97% en cuatro de las islas Channel de California (Davis et
al., 1992).

El cultivo de abulén es una actividad en plena expansion a nivel mundial,
tarea que se encuentra apoyada por varias décadas de investigacion en aspectos
como biologia, ecologia, nutricion y disefio de sistemas (Fleming y Hone, 1996).
Debido a la sobrexplotacion a que ha sido sometido el abuldn, y debido también a
la merma en sus poblaciones ocasionada por factores climaticos, en México se
considerd la acuacultura como una alternativa. A partir de 1984 iniciaron
operaciones las dos primeras granjas de produccion de semilla, la cual se
destinaria al repoblamiento de los bancos naturales.-Los laboratorios comerciales
y/o granjas de abulén, que operan en Bahia Tortugas, La Bocana y Punta Eugenia
en Baja California Sur, tenian hasta 1992 mortalidades superiores al 99% durante
la metamorfosis y los dias posteriores a esta. También hasta ese afo su
produccion anual promedio habia sido muy baja, de 7 000 a 20 000 juveniles por
laboratorio, a pesar de que algunos de estos tenian entre cinco y hasta diez afos
en operacion (Salas-Garza y Searcy-Bernal, 1992). Las Unicas dos granjas de
abulén que operan actualmente a escala comercial en la produccién de semilla de
este molusco, son privadas y se encuentran ubicadas en el Ejido Eréndira, Baja

California Norte. Una de las causas principales que han limitado el crecimiento de



estas empresas, son las grandes mortalidades que se presentan en los estadios
tempranos de estos organismos (Endo R, com. pers. Aquam Internacional. S A).

El abulén Haliotis spp es un molusco marino que inicia su ciclo de vida con
la fertilizacion externa de los 6vulos y una posterior eclosion a larva lecitotréfica
plancténica, para después empezar su proceso de asentamiento al fondo marino
donde se daré lugar la metamorfosis y asi, iniciar su fase bentonica (Salas, 1995).

La etapa larvaria del abul6n dura, por lo general, de cinco a ocho dias
dependiendo de la temperatura a la cual se desarrolla, y la sobrevivencia puede
llegar a ser hasta del 90%. Sin embargo, en la transicién de larva véliger a juvenil
bentdnico, la sobrevivencia puede disminuir a menos del 10% (Ebert y Houk,
1984). Las causas de la mortalidad en esta etapa pueden ser diversas, sin
embargo, Imai (1967), atribuye la alta mortalidad que se observa durante y
posterior al asentamiento, a problemas relacionados con una deficiente nutricion.

Esta deficiencia nutricional se ha asociado, entre otras cosas, a que la larva
de abulon es estructuralmente incapaz de capturar alimento particulado durante el
desarrollo larval y metamorfico, por lo que se asume que subsiste enteramente de
sus reservas endogenas debido a su caracter de desarrollo lecitotréfico. No
obstante, Jaeckle y Manahan (1989) han reportado que las larvas trocofora y
veliger son capaces de obtener energia a partir de la materia organica disuelta
(MOD) presente en el agua de mar, esto incluye la deteccion y transporte de

azucares sencillos y aminoacidos libres como taurina y alanina.



La capacidad para utilizar MOD presente en el medio marino, ha sido
ampliamente documentada en larvas y adultos de moluscos bivalvos, los cuales
utilizan las branquias y el velum como 6rganos transportadores (Pequignant, 1973).
Pese a que Manahan y Crisp (1982) reportan que los niveles de carbono presentes
en el medio marino son suficientes para suplir un monto significativo de energia de
estas larvas, se cree que la distribucion y las fluctuaciones de la MOD en el medio
propician una baja disponibilidad real de esta, con la consiguiente carencia
energética. Para organismos cultivados, se cree que este tipo de carencias podrian
ser minimizada si se incrementa la disponibilidad de MOD presente en el medio de
cultivo con un suplemento alimenticio adecuado.

Algunos investigadores no parecen darle gran importancia a las excesivas
mortalidades iniciales en los cultivos de este organismo debido a que es posible
obtener mas de un millén de huevos de una sola hembra de abulon. Sin embargo,
en Japén hay laboratorios que producen mas de 2,000 000 de juveniles
anualmente, y las altas sobrevivencias proporcionan una mayor eficiencia que
permite bajar los costos de produccién (Kan-no, 1975).

Por lo anterior, este estudio intenta dilucidar si la inclusién de MOD durante
el periodo larval disminuye las mortalidades y aumenta la tasa de crecimiento del

abulon rojo, H. rufescens, en condiciones de cultivo comercial.



1.1 Antecedentes.

La habilidad de los invertebrados marinos para tomar materia organica
disuelta (MOD) directamente del agua de mar ha interesado a los cientificos por
mas de un siglo (Stephens, 1988). La asimilacion de MOD (principalmente
aminoacidos y azulcares) se ha encontrado en muchos invertebrados de cuerpo
blando representados por 13 distintos phyla (Ferguson, 1982).

Acerca de esto Manahan y Crisp (1982) refieren que, hasta ese momento,
los estudios sobre el papel que desempeiia la materia organica en la nutricién de
los moluscos bivalvos se habian confinado a organismos adultos. Sin embargo,
estos mismos autores indican que las formas larvales de dichos bivalvos presentan
en proporcion, una mayor capacidad para absorber el material disuelto en el medio
y que inclusive pueden competir por el mismo con las bacterias.

Manahan (1989) establece que larvas de moluscos bivalvos son Capaces de
absorber materia organica disuelta, misma que les servira como un aporte extra
energético permitiéndoles llegar con mayores reservas a la etapa critica de la
metamorfosis y el asentamiento. Welborn y Manahan (1990) realizaron
experimentos de medicion directa de las cantidades en picomoles de mono, di y
trisacaridos en el agua de mar combinando medicion de cromatografia liquida de
alta resolucién con deteccion amperométrica. Este método fue aplicado en un
estudio de asimilacion de azucares disueltos en agua de mar por larvas del bivalvo
Crassostrea gigas y del gasteropodo Haliotis rufescens. Encontraron que ambos

eran capaces de asimilar glucosa y maltosa presente en el medio de cultivo, y que



la cinética de asimilacion de los organismos era similar a la cinética de enzima-
sustrato. Aprovechando esa ventaja, los autores determinaron la velocidad maxima
de transporte de azucares (Jma) Y la concentracion de sutrato a la cual se
alcanzaba % Jmax (K por parte de las larvas, a partir de concentraciones
experimentales presentes en el agua de mar.

Por su parte, Jaeckle y Manahan (1989a) indican que, aunque a la larva de
abulon Haliotis rufescens se le clasifica como lecitotrofica, esto es, que no se
alimenta durante su periodo larvario sino que empieza a hacerlo hasta su cambio a
juvenil bentonico, esta clasificacion pudiera no ser apropiada puesto que se
observa un incremento en peso a partir del estadio de ovocito. También refieren
que esto indica que las larvas asimilan MOD del medio.

Experimentos mas recientes (Shilling et al., 1996), refieren que el costo de
energia total que requieren las larvas de abulén rojo Haliotis rufescens "durante su
desarrollo de larva planctonica a juvenil, es casi el mismo monto que existe como
reserva energética en el huevo fecundado. Por otro lado, dando por seguro que las
larvas de abulén absorben aminoacidos y glucosa del medio, el mismo Shilling et al
(1996), realizé experimentos de transporte en estos organismos utilizando glucosa
y alanina, y determiné los valores de Km y Vma de estos componentes para
diferentes estadios de crecimiento.

Aunque se encontraron varios trabajos que hacen referencia al papel que
desempefia la materia organica disuelta en el desarrollo de las larvas del abulén

rojo Haliotis rufescens, y que incluso algunos de ellos sefialan en qué proporcion



son absorbidos ciertos componentes especificos, no se encontrdé ningun trabajo
que propusiera una aplicacion préctica de este conocimiento en el cultivo de dichos

organismos.

1.2 Objetivos

o Evaluar la respuesta metabdlica de las larvas del abulén Haliotis rufescens en
agua de mar enriquecida con glucosa y aminoacidos.

o Determinar la tasa de sobrevivencia al finalizar la fase larval.

o Cuantificar las reservas energéticas enddgenas del abulén durante su periodo

larvario.




Il. METODOLOGIA

Se llevaron a cabo tres corridas, la primera se denomind prueba preliminar
(PRE) y la segunda y tercera pruebas experimentales (AQUAM1 y AQUAM2). La
prueba preliminar se realizoé en el Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas de la
UABC, y las pruebas experimentales se realizé en las instalaciones de la empresa

Aquam Internacional en el Ejido Eréndira, B. C.

2.1 Condiciones Generales De Cultivo.
Prueba Preliminar -

El cultivo de larvas se realiz6 de la misma manera que en la prueba
experimental, la cual se detalla abajo. A diferencia de esta, en la prueba preliminar
se empled agua de mar sintética en lugar de agua de mar filirada a 10pym y pasada
por luz ultravioleta. Esto se hizo con el fin de obtener datos adicionales sobre el
comportamiento de los organismos en un medio en el que solo se encontraron los
nutrimentos adicionados, sin que se presentara la materia organica disuelta que
comunmente se encuentra en el medio natural.

Las temperaturas durante esta prueba se mantuvieron constantes a 18°C,
ya que el laboratorio donde se desarrollé el experimento contd con sistema de
refrigeracion.

Pruebas Experimentales
Se colocaron larvas de abulon Haliotis rufescens en cubetas de 12 litros

pero llenados hasta un volumen de 8 litros, a una densidad de 10 larvas por



mililitro. Se siguié la técnica de cultivo japonesa, que consiste en un sistema
cerrado (sin flujo), con cambios diarios del 100% de agua de mar filtrada a 10um y
pasada por luz ultravioleta (Grant, 1981). Se mantuvieron las larvas en estas
condiciones el tiempo de duracion de los experimentos.

La temperatura durante las pruebas experimentales realizadas en la planta
Aquam se traté de mantener constante, para lo cual, las cubetas conteniendo a las
larvas se colocaron en un bafio de agua enfriada con bombas refrigerantes, pero
estos aparatos no trabajaron eficientemente, asi que los incrementos de
temperatura oscilaron entre los 18 °C y los 20 °C, siguiendo el mismo patron que se
encuentra referido en el anexo |.

A todos los tratamientos se les suministré, en cada cambio de agua, un
antibiético de uso probado con larvas de abuldn (clorafenicol, 5 mg / L ) segun
comunicacion personal ( Searcy-Bernal, 110), esto con la finalidad de controlar el

crecimiento desmedido de bacterias en el cultivo.

2.2 Diseiio Experimental.
Prueba Preliminar.

La prueba preliminar se realizé con el fin de estandarizar los sistemas de
mediciéon y andlisis, para después llevar al cabo la prueba experimental en las
condiciones comerciales de cultivo. El disefio experimental durante la prueba
preliminar se realizo de igual forma que en las pruebas experimentales realizadas

en la planta AQUAM, lo cual se detalla abajo, excepto que en el ultimo caso se



afiadio una unidad experimental como control de agua de mar cruda ademas del
control de agua de mar sintética. La adicién de los nutrimentos escogidos y su
concentracion, se realizé de igual forma que en las prueba experimentales.

Las larvas empleadas para la realizacion de la prueba preliminar, fueron
proporcionadas por la planta de cultivo de abulén Abulones Cultivados S. A. El
desove del que provinieron se realizd el 17 de abril de 1997, la eclosion se llevo a
cabo el 18 de abril y se sometieron a los tratamientos el 21 de abril. Los analisis

finales se realizaron el dia 25 de abril de 1997.

Pruebas Experimentales.

Se buscé que durante el curso de dos experimentos consecutivos e iguales,
se incrementara la materia organica disuelta en el agua adicionando un
suplemento consistente en: a) glucosa; b) mezcla de.aminoacidos, y c) mezcla de
glucosa-aminodcidos. De esta manera, se conté con tres tratamientos y un control
de agua de mar (y agua sintética, en el caso de la prueba preliminar) filtrada a
10pum y pasada por UV. Todos los tratamientos se corrieron por triplicado. La
mezcla de aminoacidos se preparé con diez aminoacidos que se consideran
esenciales para el abulén adulto segun Fleming et al. (1996), y su concentracion
fue determinada de la manera siguiente: inicialmente, se tomé como base el valor
de Km de leucina reportado por Manahan (1990) en experimentos de transporte en
larvas de ostion Crassostrea gigas, este valor se utilizd para obtener la cantidad de

aminoacido necesaria para mantener la concentracion de 7.1uM durante el cultivo.

10



Posteriormente se tomé el porcentaje que, para el resto de los aminoacidos
esenciales elegidos (ver Tabla 1), se encuentra en el tejido de abulén de acuerdo a
lo reportado por Fleming et al. (1996). Con ello y con la cantidad de leucina
obtenida inicialmente, se obtuvo la proporcion en peso de los demas aminoacidos

(Tabla 1). La concentracién de glucosa utilizada fue de 7.1pM.

Tabla 1. Lista de aminoéacidos empleados y sus pesos para un volumen de 8 litros:

Aminodcido

_______ 191.10 2.86 17 4.3

117.15 4.79 79 4.49

149.21 2.04 43 2.44

131.20 7.1 (Manahan,1990) 131 7.45

181.19 2.49 3.81 3.62

165.00 2.93 68 3.86

204.20 0.208 6 0.34

182.60 3.89 100 5.68

R na:(His 155.16 1.51 33 1.87
|Arginina{Arg) 210.70 4.08 121 —4ls 6.88

La adicion de los nutrimentos se realizé en cada cambio de agua' durante la
fase larval.

Las larvas empleadas para la realizacion de la prueba experimental 1,
fueron proporcionadas por la planta de cultivo de abulén Aquam Internacional. El
desove del que provinieron se realizé el 24 de julio de 1997, la eclosion se llevo a
cabo el 25 de julio y se sometieron a los tratamientos el 27 de abril a las. Los
analisis finales se realizaron el dia 30 de julio de 1997.

Las larvas empleadas para la realizacion de la prueba experimental 2,
también fueron proporcionadas por la planta de cultivo de abulén Aquam

Internacional. El desove del que provinieron se realizo el 29 de julio de 1997, la
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eclosion se llevo a cabo el 30 de julio y se sometieron a los tratamientos el 31 de

abril. Los analisis finales se realizaron el dia 03 de agosto de 1997.

2.3 Enumeracion De Variables

Las mediciones realizadas durante la fase experimental se hicieron de
manera inicial y final, esto es, los muestreos iniciales se llevaron al cabo justo antes
de someter los organismos a los tratamientos. Los muestreos finales se realizaron
un dia antes de trasladar las larvas a las cubetas de fijacion.

Durante los muestreos se evaluo:
1.- Tasas de consumo de oxigeno: Se midié el consumo de oxigeno a muestras de
aproximadamente 800 a 1000 larvas de cada réplica, para lo cual se utilizaron
camaras respirométricas y sensores polarograficos segun el método descrito por
Bricelj y Garcia-Esquivel (1995). Al final del periodo” de incubacion las larvas se
contabilizaron y se pesaron en la forma descrita abajo (crecimiento). Los resultados
de consumo de oxigeno obtenidos se dividieron entre e_l total de larvas incubadas y
el resultado se expresd como pmol O,/ larva/ h. Adicionalmente el consumo de
oxigeno se dividio entre el peso organico de las larvas y se reporté com pmol
O,/h/g tejido.
2.- Crecimiento:
Consistié en evaluar talla y peso seco total y del tejido de los organismos. Una vez

obtenida la medicién de consumo de oxigeno, estos mismos organismos se
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conservaron en formol al 10% vy se trasladaron al final del experimento al

laboratorio de bioquimica del IlO, en donde se hicireron la siguientes mediciones

a) Talla: la medicion de talla de aproximadamente 100 larvas de cada replica con
microscopio compuesto y micrometro.

b) Peso seco: las mismas muestras, incluidas las 100 larvas medidas, se filtraron
en filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C previamente calcinados y pesados y
se sometieron a secado a 60°C durante 24 hrs, se pesaron nuevamente.

c) Peso organico: los filtros secos y pesados se calcinaron a 450°C durante otras
24 hrs y una vez frios se pesaron nuevamente.

La diferencia entre los pesos seco y peso de cenizas, determind el peso
organico.

3.- Sobrevivencia: Al final de la fase larval se tomaron 3 alicuotas de 1 ml de cada

réplica, homogeneizando previamente el agua en las cubetas, cada alicuota se

colocéd en una camara de recuento y se hizo conteo del total de larvas muertas y

vivas determinado por movimiento bajo el microscopio estereoscopico, la suma del

nimero de muertas y vivas se consideré como el 100% refiriéendose a esto el
porcentaje de mortalidad, el promedio de los porcentajes de mortalidad de cada
alicuota dio el porcentaje de mortalidad por réplica.

4.- Contenido bioquimico: Se tomaron muestras de los organismos para analisis de

lipidos (100mg/mtra) y proteinas (50mg/mtra). Para la conservacion de estas

muestras se utilizd congelacion in situ con nitrégeno liquido y almacenamiento en

criocongelador a -70 °C hasta su andlisis en laboratorio. El analisis de proteinas se
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realizd mediante la evaluaciéon del contenido de nitrogeno total con Método Micro-
Kiejdahl (A. O. A. C., 1990). El analisis de lipidos totales se realizo mediante la
extraccion de los mismos con el método descrito por Bligh y Dyer (1959), seguida
por cuantificacion gravimeétrica.

2.4 Analisis Estadistico

A los datos obtenidos en todos los tratamientos se les aplico las pruebas de
normalidad utilizando el método de Kolmogorov-Smirnov y de homocedasticidad
mediante el computo de la correlacion de Spearman entre los valores observados y
los residuales de las variables dependientes.

Se utilizd el analisis de varianza de una via (ANOVA) para hacer la
comparacion entre los resultados de los tratamientos en cada una de las variables
medidas y para las diferentes pruebas. Para las variables que no pasaron las
pruebas de normalidad y/o homogeneidad se aplico la ANOVA de una via no
paramétrica (por rangos) de “Kruskal-Wallis”. En los casos en los que se
detectaron diferencias significativas, se empleo el analisis de comparaciones
multiples “Student- Newman-Keuls Method” (SNK). El nivel de significancia utilizado
fue de 0.05 en todos los andlisis. En la descripcion de los resultados, los analisis
realizados con estadistica no paramétrica se diferencian con el estadistico de
prueba (H), indicado entre paréntesis junto con los grados de libertad (GL) y la
probabilidad del estadistico de prueba (P).

El paquete estadistico utilizado fue el Sigma Stat 2.0 para windows

(Compainiia Jandel Scientific 1995).
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3. RESULTADOS
3.1 Talla

En la Prueba Preliminar (PRE), las longitudes finales promedio de las larvas
de abulén no presentaron diferencias significativas con respecto a la talla promedio
inicial (INI) (273.2 pm/larva) o con respecto a los distintos tratamientos (H= 6.72;
GL= 5; P= 0.242) (Tabla 2). No obstante, las larvas tendieron a aumentar de
tamario con respecto al valor inicial durante el periodo experimental (Fig. 1).
Tabla 2. Promedios o medianas para cada tratamiento de todas las variables
utilizadas en la corrida PRE. También se presentan los valores de los estadisticos
de prueba ANOVA paramétrica y no paramétrica segun el caso, y los grados de

libertad (gl). Las letras comunes indican que no hay diferencia significativa entre
tratamientos, después de aplicar la prueba de comparaciones multiples de SNK.

P
278.7 280.3 0.2423
TALLA  (um) a a a a a a. H=6.72
gl=35
1.29 1.16 1.18 1.26 1.17 1.21 0.622
PESO ORGANICO (ug) a a a a a a F=0.722
gl=5,10
180.2 129.4 87.0 101.8 211.0 134.7 0.00647
O, pmolilarva/h cb cb a b c cb F=6.0
gl=5,11.
140.259 114723 | 74.07706 | 81.38224 179.52 112.00 | 0.00647
O, pmol/h/gr tejido ab ab b b a ab F=4.93
gl=5,11

Por otra parte, en la primera prueba experimental en Aquam (AQUAM1), se
detectaron diferencias significativas entre las longitudes promedio de las larvas de
abulon (H= 9.58; GL= 4; P= 0.048) (Tabla 3). Las comparaciones multiples de
medias indicaron que la longitud final alcanzada por las larvas en los distintos

tratamientos con nutrimento (Md = 271.0 a 275.4) fue significativamente distinta del
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Tabla 3. Promedios o medianas para cada tratamiento de todas las variables
utilizadas en la corrida AQUAM1.También se presentan los valores de los
estadisticos de prueba ANOVA paramétrica y no paramétrica segun el caso, y los
grados de libertad (gl). Las letras comunes indican que no hay diferencia
significativa entre tratamientos, después de aplicar la prueba de comparaciones
multiples de SNK.

VARIABLES 3 idtr st T S e cd i
INI AC G AA GAA P
269.3 271.0 275.4 273.6 271.4 0.0482
TALLA  (um) a b b b b H=9.58
gl=4
1.25 1.11 1.18 1.24 1.22 0.784
PESO ORGANICO (png) a a a a a F=0.925
gl=4,9
100 88 99 80.9 78.7 0.026
SOBREVIVENCIA (%) a a a a a H=8.94
gl=4
107.7 92.0 87.7 95.0 93.0 0.146
0O, pmol/larva’h a a a a a F=6.0
gl=5,11
84.92269 72.76431 62.34207 74.22879 69.44126 0.0955
O, pmol/h/gr tejido a a a a a F=2.75
gl=4,9
25.8 25.8 28.3 22.9 26.0 0.534
PROTEINAS a a a a a F=0.834
%/larva/peso tejido gl=4,10
18.1 12.8 14.9 13.8 15.6 0.0046
LIPIDOS a b b b b F=1.52
%/larva/peso tejido gl=4, 10
0.326 0.328 0.394 0.292 0.341 0.0586
PROTEINAS pg/ larva a a a a a F=3.27
- gl=4, 10
0.233 0.163 0.212 0.176 0.204 0.107
LIPIDOS pg/ larva a a a a a F=2.52
gl=4,10

valor inicial (p < 0.05), pero no se detectaron diferencias entre los tratamientos al
final del cultivo larval (p > 0.05) .

En contraste, durante la segunda prueba experimental en Aquam2 (Tabla 4)
se detectaron diferencias significativas en la longitud promedio de las larvas (F=
22.1; GL=4, 9; P= 0.242; poder de prueba con o« 0.05 = 1.000), tanto con respecto

al valor inicial (X = 267.9) como con respecto al tratamiento de agua enriquecida
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Fig. 1. Comparacion de talla promedio en de larvas de abulén sometidas a distintos
nutrimentos en tres corridas distintas. (INI) = valores iniciales; controles: (AC) agua cruda y
(AS) agua sintética; y tratamientos: (G) glucosa, (AA) aminoacidos y (GAA) glucosa-
aminoacidos. Las lineas verticales indican el error estandar.
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con la mezcla de glucosa/aminoacidos (GAA, X = 265.4). La prueba de
comparaciones multiples de medias (SNK) indico que los abulones del tratamiento
con la mezcla GAA no mostraron diferencias significativas con respecto a la
longitud inicial (p > 0.05), pero fueron significativamente mas pequefios (p < 0.05)
que los abulones de los tratamientos con agua cruda (AC), glucosa (G) o
aminoacidos (AA). En los tres ultimos casos la talla promedio final oscilo entre
274.8y 275.4 uym (Fig. 1).

Tabla 4. Promedios o medianas para cada tratamiento de todas las variables
utilizadas en la corrida AQUAM2.También se presentan los valores de los
estadisticos de prueba ANOVA paramétrica y no paramétrica segun el caso, y los
grados de libertad (gl). Las letras comunes indican que no hay diferencia

significativa entre tratamientos, después de aplicar la prueba de comparaciones
multiples de SNK.

VARIABEES: - G (R
INI AC G AA GAA P
267.9 275.5 275.4 274.8 265.4 0.2423
TALLA  (pm) a b b b a * F=22.1
Z gl=4,9
1.25 1.11 1.18 1.24 1.22 0.491
PESO ORGANICO (pg) a a a a a F=0.925
gl=4,9
100 88.0 99.1 80.9 78.7 0.0471
SOBREVIVENCIA (%) a a a a a F=3.72
gl=4,9
101.1 70.3 131.4 91.6 119.9 0.177
O, pmol/larva/h a a a a a F=12.01
gl=4.9
80.161 62.67031 114.5253 | 74.26162 98.98664 0.264
0, upmol/h/gr tejido a a a a a F=1.57
gl=4,9
23.7 26.9 24.5 24.5 23.2 0.423
PROTEINAS a a a a a F=1.08
%l/larva/peso tejido gl=4,9
18.1 16.6 14.1 14.4 14.6 0.0450
LIPIDOS a ab b b b F=18.21
%/larva/peso tejido gl=4.9
0.296 0.298 0.287 0.304 0.282 0.851
PROTEINAS png/ larva a a a a a F=0.330
gl=4,9
0.226 0.184 0.165 0.179 0.178 0.0201
LIPIDOS pg/ larva a b b b b F=5.09
gl=4,9
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3.2 Peso Organico

Estadisticamente no se encontraron diferencias significativas entre los
valores iniciales (INI) (1.29 pgl/larva) y los valores finales de cada tratamiento en las
corridas PRE (F= 0.722; GL= 5, 10; P= 0.622), AQUAM1 (F= 0.430; GL= 4, 10; P=
0.784) o AQUAM2 (F= 0.925; GL= 4, 9; P= 0.491). No obstante, en las primeras
dos corridas se observé una tendencia del tratamiento con glucosa para producir
ligeramente mayor peso organico de las larvas (X = 1.26 y 1.43 pg/larva, AQUAM1
y 2 respectivamente), mientras que en AQUAM 2 las larvas cultivadas en agua de
mar cruda (AC) y glucosa (G) mostraron una tendencia hacia los menores pesos
de tejido, con valores de 1.11 y 1.18 pg/larva respectivamente (Fig. 2).
3.3 Sobrevivencia

En la corrida AQUAM1 no se observaron diferencias signiﬁcati\)as entre el
promedio de los porcentajes de sobrevivencia correspondientes a cada uno de los
tratamientos, incluyendo el valor inicial (H= 8.94, GL= 4; P= 0.0626). En la corrida
AQUAM2 se detectaron diferencias entre las medias de los tratamientos (F= 3.72;

GL=4, 9; P=0.0471), pero dichas diferencias no fueron distinguibles por el metodo
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Fig. 2. Comparacion de peso organico promedio de larvas de abulon sometidas a distintos
nutrimentos en tres corridas distintas. (INl) = valores iniciales; controles: (AC) agua cruda y
(AS) agua sintética; y tratamientos: (G) glucosa, (AA) aminoacidos
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aminodcidos. Las lineas verticales indican el error estandar.
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Fig. 3. Comparacion de sobrevivencia promedio de larvas de abulén sometidas a distintos
nutrimentos en dos corridas distintas. (INl) = valores iniciales; control: (AC) agua cruda; y
tratamientos: (G) glucosa, (AA) aminodcidos y (GAA) glucosa-aminoécidos. Las lineas
verticales indican el error estandar. :
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SNK de comparaciones multiples (p > 0.05). En ambas corridas hubo una
tendencia a las mas altas sobrevivencias en el tratamiento con glucosa (99-100 %,
exps. 1y 2 respectivamente), seguido en orden descendente por AC, AA y GAA
(76 a 79 %) (Fig.3).

Para la prueba preliminar, debido a que al parecer se presento una infeccion
bacterial durante el cultivo ( ver discusion) lo cual ocasioné una alta mortalidad, los
analisis de sobrevivencia y bioquimicos no se realizaron.

3.4 Consumo De Oxigeno Por Individuo

En la corrida PRE se detectaron diferencias significativas entre el consumo
de oxigeno por individuo entre los tratamientos de prueba (F= 6; GL= 5, 11; P=
0.006), pero en las corridas subsecuentes (Fig. 4) no se observaron diferencias
significativas (AQUAM1, F = 2.23; GL = 4, 9; p = 0.146; poder de prueba = 0.246;
AQUAM2, F=2.01; GL =4,9; p = 0.177; poder de prueba = 0.205). Los valores mas
altos de consumo de oxigeno en la corrida PRE (211 pmol Oallarva)
correspondieron al tratamiento AA (Fig. 4) y los mas bajos (87 pmol O-/larva) al
control con agua de mar sintética (AS). La prueba SNK de comparaciones multiples
solo identificé diferencias claras entre ambos extremos (P < 0.05), mientras que en
el resto de los tratamientos no se detectaron diferencias claras (ver anexo, IV). No
obstante, hubo una tendencia decreciente de consumo de oxigeno por individuo en
el siguiente orden: INI (180.2 pmol Oy/larva), GAA (134.7 pmol O./larva), AC (129.4

pmol Oy/larva), G (101.8 pmol O,/larva) y AS (87.0 pmol O/larva).
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Fig. 4. Comparacién de consumo de oxigeno promedio de larvas de abulon sometidas a
distintos nutrimentos en tres corridas distintas. (INI) = valores iniciales; controles: (AC) agua
cruda y (AS) agua sintética; y tratamientos: (G) glucosa, (AA) aminoacidos y (GAA) glucosa-
aminodcidos. Las lineas verticales indican el error estandar.
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El poder de la prueba con o = 0.05 fue de 0.88. En la corrida AQUAM1 la tasa de
consumo de oxigeno por individuo al final del periodo larva oscilo entre 92 y 95
pmol O,/larva (inicial 107.7 pmol Oy/larva) y en AQUAMZ2 entre 70.3 y 119.9 pmol

Os/larva (inicial 101.1 pmol OJ/larva).

3.5 Consumo De Oxigeno Por Unidad De Peso

En general, todos los valores finales de consumo de oxigeno en todos los
tratamientos, mostraron una tendencia a ser menores al valor inicial (Fig. 5). En la
corrida PRE se detectaron diferencias significativas en el consumo de oxigeno por
unidad de peso entre los tratamientos de prueba (F= 4.93; GL= 5, 11; P= 0.013),
pero en las corridas subsecuentes (Fig. 5) no se observaron diferencias
significativas (AQUAM1, F = 2.75; GL = 4, 9; p = 0.095; poder de prueba = 0.340;
AQUAM2, F=1.57; GL = 4,9; p = 0.264; poder de prueba = 0.131). Los Valores mas
altos de consumo de oxigeno en la corrida PRE (179.5 pmol O,/g/h)
correspondieron al tratamiento AA (Fig. 5) y los mas bajos (74.9 pmol O./g) al
control con agua de mar sintética (AS). La prueba SNK de comparaciones multiples
solo identifico diferencias claras entre el valor mas alto (AA, 179.5 pmol Ox/g/h) y
los dos extremos inferiores (G = 81.4 umol O,/g/h; AS = 74.9 pmol Ox/g/h)(P <
0.05), El consumo de oxigeno por unidad de peso tendio a ser menor en el
tratamiento con glucosa para las corridas PRE (X = 81.4 umol Ox/g/h) y AQUAM1

(X = 62.3 pmol O/g/h), pero en AQUAM2 dicho tratamiento mostro el valor mas
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Fig. 5 Comparacion de consumo de oxigeno promedio por gramo de tejido de larvas de abuldn
sometidas a distintos nutrimentos en tres corridas distintas. (INI) = valores iniciales; controles:
(AC) agua cruda y (AS) agua sintética; y tratamientos: (G) glucosa, (AA) aminodacidos y (GAA)
glucosa-aminoacidos. Las lineas verticales indican el error estandar.
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alto de consumo promedio de oxigeno (X = 114.5umol O,/g/h) y de error estandar

(Fig. 5).

3.6 Lipidos Totales

El contenido de lipidos en larvas de abulon tendié a disminuir en funcion del
tiempo, y al final del periodo larval, el promedio de lipidos fue menor que el inicial
independientemente del tratamiento (Fig. 6). En la corrida AQUAM1 no se
encontraron diferencias significativas entre el valor inicial (0.233 pg/larva) y los
valores finales de cada tratamiento (F= 2.52; GL= 4, 10; P= 0.107; potencia de
prueba = 0.311), pero las larvas tratadas con glucosa tendieron a mostrar mas
lipidos (0.212 pgl/larva) que el resto, seguido por GAA (0.204 pg/larva), AA (0.176
pg/larva) y AC (0.163 pg/larva).

En AQUAM2 si se detectaron diferepcias estadisticas en el contenido
promedio de lipidos entre tratamientos, incluido el valor inicial (F= 5.09; GL= 4, 9;
P=0.0201; poder de prueba = 0.709). La prueba SNK de comparaciones multiples
indico que el contenido inicial de lipidos (0.226 pg/larva) fue significativamente
mayor que los valores finales, pero no se detectaron diferencias significativas entre
cada uno de los tratamientos enriquecidos o el control (p > 0.05). En AQUAM 2 no
hubo una tendencia clara entre tratamientos, y el valor de lipidos oscilo entre 0.165

(G) y 0.184 pg/larva (AC).
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Fig. 6. Comparacion de promedio de lipidos totales de larvas de abulén sometidas a distintos
nutrimentos en dos corridas distintas. (INI) = valores iniciales; controles: (AC) agua cruda
tratamientos: (G) glucosa, (AA) aminodcidos y (GAA) glucosa-aminoacidos. Las lineas
verticales indican el error estandar. :
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Fig.7. Comparacion de promedio de porcentaje de lipidos totales referido al peso organico de
larvas de abulon sometidas a distintos nutrimentos en dos corridas distintas. (INI) = valores
iniciales; controles: (AC) agua cruda y tratamientos: (G) glucosa, (AA) aminoacidos y (GAA)
glucosa-aminodcidos. Las lineas verticales indican el error estandar.

28



3.7 Porcentaje De Lipidos Por Unidad De Peso

Al igual que el contenido total de lipidos, el contenido porcentual de lipidos
en larvas de abuldn tendié a disminuir en funcién del tiempo, y al final del periodo
larval el promedio de lipidos fue significativamente menor que el inicial,
independientemente de la corrida (Fig. 7). El ANOVA para AQUAM1 (F = 7.52; GL=
4, 10; P= 0.005; potencia de prueba = 0.920) indicd que el porcentaje inicial de
lipidos (18.1 %) fue mayor que el del resto de los tratamientos al final del
experimento, los cuales oscilaron entre 12.8 y 15.6 %, sin encontrar diferencias
entre ellos (SNK, p > 0.05).

En AQUAM2 se repiti6 el mismo patron (F= 8.21; GL= 4, 9; P= 0.0450;
poder de prueba = 0.931), siendo el contenido inicial de lipidos (18.1 %) el tnico
distinto entre el resto de los tratamientos (SNK, p < 0.05). En estos Ultimos, el
contenido porcentual de lipidos oscilo entre 14.1y 16.6 % (Fig. 7).

3.8 Proteinas Totales

Estadisticamente no se encontraron diferencias significativas entre el
contenido total de proteinas para los organismos de las corridas AQUAM1 (F=
3.27; GL= 4, 10; P= 0.0586; poder de prueba = 0.453) o AQUAMZ2 (F= 0.330; GL=
4, 9; P= 0.851; poder de prueba = 0.050). En el primer caso los promedios
mostraron una tendencia a disminuir con los tratamientos en el siguiente orden: G
(0.394 ugllarva), seguido por GAA (0.341 pg/larva), AC (0.328 pg/larva), INI 0.326

Hg/larva) y AA (0.292 pgllarva), mientras que en AQUAM2 el orden fue el
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Fig. 8. Promedio de proteinas totales finales de larvas de abulén sometidas a distintos
nutrimentos en dos corridas distintas. (INl) = valores iniciales; controles: (AC) agua cruda y
tratamientos: (G) glucosa, (AA) aminodcidos y (GAA) glucosa-aminoacidos. Las lineas
verticales indican el error estandar.
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siguiente: A (0.304 ug/larva), seguido por AC (0.298 pg/larva), INI (0.296 pg/larva),

G (0.287 pgllarva) y GAA (0.282 ug/larva) (Fig. 8).

3.9 Porcentaje De Proteinas Por Unidad De Peso

Estadisticamente no se observaron diferencias significativas entre el
promedio de los porcentajes de proteina para los tratamientos de las corridas
AQUAM1 (F=0.834; GL= 4, 10; P= 0.534; poder de prueba = 0.05) o AQUAM2 (F=
1.08; GL= 4, 9; P= 0.423; poder de prueba = 0.06). El porcentaje de proteinas al
final del experimento oscilo entre 22.9 y 26 % (AQUAM 1) y entre 23.2 y 26.9 %
(AQUAM 2). En el primer caso la tendencia observada de mayor a menor fue G
(28.3 %), seguido por GAA (26.0 %), AC (25.8 %) y AA (22.9 %). En AQUAM2 la
tendencia observada fue: GAA (23.2 %), G y AA con el mismo valor (24.5 %) vy,

finalmente, AC (26.9 %) (Fig. 9).
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Fig. 9. Comparacion de promedio de porcentaje de proteinas totales referido al peso organico
en de larvas de abulén sometidas a distintos nutrimentos en dos corridas distintas. (INI) =
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IV. DISCUSION
4.1 Relevancia estadistica de los resultados

En algunos de los resultados encontrados en los analisis de ANOVA, los
valores promedio de los tratamientos no presentaron diferencias significativas, sin
embargo, el poder estadistico o potencia de prueba (1 - p) estaba por debajo del
recomendado por varios autores (1 - f< 0.800, Searcy 199x). Esto indica que los
resultados de esas pruebas deben interpretarse con precaucion, ya que pueden no
ser concluyentes. Una de las principales causas que propician que se presente un
poder menor al esperado, es ell bajo numero de réplicas empleadas ya que el
poder de prueba es directamente proporcional al numero de elementos (Zar, 1984).

En el presente estudio se utilizaron 3 réplicas (cubetas) por tratamiento, y en
la mayoria de los casos no se detectaron diferencias significativas entre las medias
o medianas de cada tratamiento, pero la potencia de prueba fue en 'esos casos
menor que 0.8000. También se presentaron casos en los que el ANOVA mostro
diferencias significativas con una potencia de prueba menor a la esperada, para
esto se aplica la misma consideracion anterior: los resultados de los analisis
estadisticos deben interpretarse con cautela, pues pueden no ser concluyentes.
Entre estos ultimos casos se encontraron los aplicados a las variables de
sobrevivencia y lipidos totales (AQUAM2), asi como al consumo de oxigeno por
unidad de peso (PREL). Asimismo, en el caso de la sobrevivencia de la corrida
AQUAM?2, la prueba de ANOVA indicd que existian diferencias significativas entre

los tratamientos, sin embargo, el método SNK no hizo distincion entre cuales de los
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tratamientos presentaban las diferencias. Esto es un efecto causado por la baja
sensibilidad de la prueba de comparaciones mulltiples con respecto a la prueba de
andlisis de varianza (Zar, 1984). Una conclusion clara de este trabajo es que aun
cuando en algunos casos las tres réplicas utilizadas fueron suficientes para
detectar el efecto de los tratamientos en algunas variables (Ej. % Lipidos, AQUAM1
y AQUAMZ; Talla, AQUAM2; Cons. de Ofind, PRE), en la mayoria de las pruebas
es necesario aumentar el nimero de réplicas para aumentar la resolucion de los
tratamientos. Tomando en cuenta las consideraciones anteriores, la interpretacion
de los resultados que se presentan en este trabajo se bas6 tanto en los resultados
estadisticos como en las tendencias de los valores de los promedios encontrados
en |os distintos tratamientos.
4.2 Crecimiento y Acumulacion/Utilizacion de Reservas

Parte de los objetivos de este trabajo fue evaluar el efecto del agua de mar
enriquecida con nutrimentos en el crecimiento, sobrevivencia, reservas endogenas
y metabolismo de larvas de abulén rojo Haliotis rufescens. Estas larvas son
normalmente consideradas como lecitotroficas, esto es, presumiblemente no se
alirﬁentan durante su desarrollo larval ya que no capturan alimento particulado del
medio (Jaeckle y Manahan, 1989a). De ser esto cierto, entonces dichos
organismos serian energéticamente independientes del medio y usarian una fuente
de reserva energética interna, lo cual se reflejaria con la pérdida paulatina de peso
organico durante su desarrollo (Jaeckle y Manahan, 1989h)." Los resultados

obtenidos en este trabajo, muestran que no existen diferencias significativas entre
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los pesos iniciales y los pesos finales de los tratamientos en todas las pruebas
(PRE, AQUAM1, AQUAMZ2). Tampoco se encontraron diferencias significativas en
el contenido de proteinas en el tejido de los organismos, e incluso en el
experimento AQUAM1, los valores muestran una tendencia a ser mayores. En
donde si se presentaron diferencias significativas entre los valores iniciales y los
valores finales de los tratamientos, es en el crecimiento en talla y el contenido de
lipidos (AQUAM1 y 2), siendo mayor la longitud y menor el contenido de lipidos al
final de la etapa larval.

Estos resultados podrian sorprender si se parte de la base en que estas
larvas no se alimentan durante el periodo previo a su asentamiento por su caracter
de desarrollo lecitotréfico. Sin embargo, en esta clasificacion no se consideré los
altos niveles de carbono presentes en la materia organica disuelta (MOD), el cual
puede ser hasta diez veces mayor que el monto aportado por el material
particulado en el medio marino (Manahan, 1983). Algunos autores refieren que las
larvas de abulén, asi como de otros invertebrados marinos, de hecho asimilan
algunos carbohidratos (Welborn y Manahan,1990) y aminoacidos libres (Jaeckle y
Manahan, 1989a) entre otros componentes de la MOD. Otros estudios mas
recientes (Shilling et al, 1996) indican que no solo utilizan estos compuestos, sino
que solo una pequefia fraccion de las reservas endogenas son empleadas en el
desarrollo de las larvas, y que la mayoria de los requerimientos energéticos son

entonces suplidos por una fuente de alimento externa.
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Los resultados obtenidos en este trabajo parecen confirmar parcialmente o
reportado por los autores mencionados arriba. Ya que si bien las proteinas
permanecieron relativamente constantes a lo largo del desarrollo, una fraccion de
lipidos enddgenos fue utilizada durante ese periodo, y el balance neto se registro
como crecimiento en concha y mantenimiento de la masa de tejido corporal.

En nuestro caso, los niveles de MOD en el agua fueron incrementados con
la adicion de glucosa y/o aminoacidos, con lo cual se esperaba que las larvas
crecieran o aumentaran sus reservas energéticas. Una posible explicacion del por
qué no se observé un incremento en el peso, seria el que las larvas permanecieron
conservadas en formol a concentracion de 10% durante aproximadamente 3-4
semanas antes de su analisis en laboratorio. Se sabe que el tejido de estos
organismos tiende a deshidratarse si se expone a periodos prolongados de
conservacion en formol a estas concentraciones (Kapiris et al, 1997, Siiva, A., com.
pers. FCM UABC). Sin embargo, todas las larvas destinadas al analisis de peso
fueron sometidas a este proceso durante el mismo periodo de tiempo, incluyendo
las muestras tomadas para los valores iniciales. De existir algun deterioro en .Ios
tejidos provocado por el uso del formol, este se aplicaria en todos los casos y el
consecuente error que pudiera existir en las mediciones seria similar para todos los
tratamientos, por lo que los resultados estadisticos no se alterarian de manera
significativa. Una explicacion que parece mas adecuada es la que propone Shilling
et al (1996), quien refiere que el equivalente energético en peso organico requerido

por las larvas de abulén para su desarrollo hasta su asentamiento, es de 1.3 a 1.7
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ug. El que parte de esta energia no se refleje en un incremento en el peso, se
explica por el alto costo energético que representa el reacomodar tejidos y crear
nuevos durante el desarrollo y preparacién para el asentamiento de la larva.
4.3 Influencia de la MOD Adicionada

Como se puede observar, hasta este punto las variables analizadas no
aportan evidencia clara que apoye la efectividad de los nutrimentos adicionados al
medio de cultivo, de ser asi, esto no pudo deberse a que las larvas no asimilaron la
glucosa y los aminoacidos adicionados, ya que segun Welborn y Manahan (1990)
carbohidratos como la maltosa y la glucosa son asimilados por larvas de abulon, y
seguin Lock (1994) y Jaeckle y Manahan (1989b) existe transporte de aminoacidos
tomados del medio por estos mismos organismos. Por lo tanto, se pueden dar dos
posibles explicaciones a la poca efectividad visible del incremento de MOD:
1).Posiblemente la concentracién de los nutrimentos ‘adicionados fue i.nadecuada,
2) La competencia de las bacterias en la captacion de MOD. Como se refiere en la
metodologia, el criterio empleado para obtener dichas concentraciones se baso en
el del Km de leucina (7.1uM) obtenido en experimentos de transporte para larvas
de ostion reportado por Manahan (1990), esta concentracién de 7.1uM fue la
misma a la que se mantuvo a los organismos en los tratamientos de glucosa. Al
respecto, Shilling et al (1996) refiere que en experimentos de transporte realizados
con larvas de abulén Haliotis rufescens, se encontré que el Km de glucosa y
alanina varia durante el desarrollo de estas larvas, oscilando entre 19227 MM para

la glucosa, y 29 a 96 pM para la alanina. Como puede verse, estas
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concentraciones son considerablemente mayores a las empleadas en el presente
estudio y, por tanto, el posible beneficio aportado por los nutrimentos adicionados,
pudo verse enmascarado por la presencia normal de MOD en el agua de mar. Aun
mas, se ha reportado que el potencial maximo de transporte de aminoacidos en
larvas de moluscos es una funcion potencial de su peso, y el exponente es
comparable al de las tasas metabolicas (Manahan 1990), por lo tanto, en un trabajo
futuro seria recomendable utilizar una concentracion de  sustrato
(aminoacidos/glucosa) en la cual las larvas alcancen la velocidad maxima de
transporte (Vmax). De esta manera se estaria asegurando que las larvas no tendrian
ninguna limitacion para captar dichos nutrimentos. Con las concentraciones
utilizadas en el presente estudio (~ 7.1 pM) es probable también que se haya
presentado competencia de las bacterias por el alimento, ya que se ha reportado la
capacidad de este grupo de adaptarse a una cinética de transporte bifééica, lo cual
le permite captar eficientemente glucosa en bajas o altas concentraciones (Km = 3
nM y 4 mM respectivamente)(Manahan 1990).

Durante el desarrollo experimental de este trabajo, como posible prevencion
contra las bacterias se utilizd un antibiético de uso probado (ver metodologia), no
obstante, en el transcurso de todas las pruebas (PRE, AQUAM1 y AQUAM2) y
sobre todo en los tratamientos que contenian aminodcidos, se detecté un ligero
olor a materia organica en descomposicion. Esto puede indicar que, pese a las
medidas de prevencion tomadas, existié6 una proliferacién de bacterias y estas,

posiblemente, compitieron con las larvas por la MOD presente en el medio, ya que
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a las bacterias heterotroficas se les considera como los principales usuarios de la
materia organica disuelta en el agua de mar (Newell, 1979; Manahan y Crisp,
1982), esto debido a que se encuentran mejor adaptadas que los invertebrados
marinos para asimilar sustratos disueltos a concentraciones sub-micromolares
(Sepers, 1977). Ademas, se sabe que bacterias del género Vibrio spp. son
comunmente encontradas en cultivos de larvas y juveniles de abulon rojo Haliotis
rufescens (Elston y Lockwood, 1983), en algunos casos segun Ebert y Houk
(1983), son organismos patégenos que causan de bajas a grandes mortalidades
en los cultivos, y aunque estos pueden ser efectivamente tratados con algunos
antibioticos como el Neomycin sulfato, esto no asegura la eliminacion total de los
microorganismos (Ebert y Houk, 1984).
4.4 Sobrevivencia

En los resultados de sobrevivencia se observa que, aunqu'e la prueba
estadistica no registré diferencias significativas entre el valor inicial y los' valores
finales de los tratamiento, si se nota una tendencia en el tratamiento de glucosa (G)
a presentar los valores mas altos y a los tratamientos de aminoacidos (AA y GAA) a
presentar los mas bajos (ver gréfica 3), incluso estos porcentajes de sobrevivencia
en el tratamiento con glucosa son mayores al 90% reportado para larvas de
Haliotis spp por Ebert y Houk (1984). Esto puede comparase con los resultados
obtenidos por Chacon (1998), quien realizé un trabajo similar al presentado aqui
pero en los estadios de postlarva a juvenil, periodo en el que estos organismos

presentan sus mayores mortalidades (sobrevivencia de hasta menos del 10%,
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segun Ebert y Houk, 1984). Durante el estudio referido, en el tratamiento de
glucosa se encontraron también los mayores porcentajes de sobrevivencia (18.3%
en la prueba preliminar, 12.2 y 13.18% para las pruebas experimentales 1y 2
respectivamente), mientras que los tratamientos con aminoacidos presentaron los
menores (entre 02 y .96%). Esto podria referir, entonces, que probablemente el
tratamiento con glucosa si propicié un efecto benéfico en las larvas de abuldn y
que los tratamientos con aminoacidos presentaron el efecto contrario. Esto no
quiere decir que en estudios posteriores se deba descartar a los aminoacidos como
un posible tratamiento benéfico para las larvas de abulén, sino que se debe
estudiar con cuidado la cantidad y el tipo de aminoacidos que se emplearon en
este estudio para determinar otras posibles combinaciones que no ocasionen un
efecto negativo, para ello hay que considerar lo que refieren al respecto Manahan y
Jaeckle (1992), ellos sugieren que la alteracion de la guimica orgénica- del agua de
mar puede afectar el metabolismo de las larvas y postlarvas de abulén. Por tanto.
se deben controlar la presencia o ausencia de compuestos organicos disueltos en
el agua de mar durante el cultivo de estos organismos.
4.5 Tasa Metabdlica

En parrafos anteriores se ha hecho referencia a que, en los resultados de
peso y talla obtenidos en la prueba preliminar, no se detectaron diferencias
significativas entre los valores iniciales y los valores finales de los tratamientos.
Tampoco se observaron diferencias significativas en los resultados de consumo de

oxigeno durante la misma prueba, excepto entre el valor inicial y el control AS en la
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medicién de consumo de oxigeno por organismo. De hecho, los valores
encontrados en estas tres variables (peso organico, talla y consumo de oxigeno)
durante la prueba preliminar, son equiparables con los valores de las pruebas
experimentales AQUAM 1y 2 (ver Anexos V, VI y Vii). En el caso de las variables
de crecimiento, el que no existan cambios en el peso de estos organismos indica,
como se refiere al inicio de estas discusiones, que las larvas no consumen mas
que en una proporcién pequefia sus reservas endogenas, esta proporcion puede
obtenerse si comparamos el consumo de oxigeno contra el decremento en las
reservas lipidicas en base a sus equivalentes oxicaléricos, ya que el consumo de
oxigeno puede ser utilizado como una medida del gasto energético de los animales
(Schmidt-Nielsen, 1976). Por otro lado, los lipidos son considerados como uno de
los principales sustratos utilizados como material de reserva en los animales (Chu y
Webb, 1984) y fue, ademas, la unica variable en la que los resultédos fueron
netamente contrarios a lo esperado (ver anexo VII). Para calcular la contribucion de
los lipidos al gasto metabodlico, se calculd en primer lugar, las medias del consumo
de oxigeno final y el decremento de lipidos en las larvas de la prueba AQUAM2. Ya
que no existieron diferencias significativas entre los tratamientos, se pueden
utilizar para ello los valores promedio finales de consumo de oxigeno para cada
tratamiento como si fueran réplicas uno del otro, esto es:
X= (Prom VOact+ Prom VO, + Prom VOaaa + Prom VOaeaa ) / 4

posteriormente, con las medias obtenidas se obtuvo el valor energético equivalente

para ambos casos. Para esto se utilizd los equivalentes caléricos que reporta
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Gnaiger (1983) para lipidos y los equivalentes oxicaloricos reportados para el
mismo sustrato por el mismo autor, estos son:
Eq calérico= 39.5 kJ/g lip.
Eq oxicaldrico lip= 441kJ/ mol O

Como el consumo de oxigeno se encuentra referido a 1 hora, el resultado
se multiplico por 24 para referirlo al consumo por dia. En cuanto al consumo de
lipidos, se obtuvo la diferencia entre el valor de lipidos totales inicial y el final, esto
con el fin de conocer la pérdida de lipidos neta durante los 4 dias (ver metodologia)
que estuvieron las larvas sometidas a los tratamientos. Para estandarizar unidades
el valor obtenido se dividi6 entre 4 para referir la pérdida de lipidos a un dia.
Finalmente, el porcentaje de consumo de las reservas endégenas se obtuvo
dividiendo el equivalente energético de consumo de oxigeno entre el equivalente
energético de pérdida de lipidos multiplicandolo por cien. |

El porcentaje de consumo de reservas endogenas obtenido durante la
prueba AQUAM2 fue de 45%, esto nos indica que, efectivamente, los organismos
obtuvieron el resto de su energia (55 %) de una fuente externa de alimento.
4.6 Prueba Preliminar

Como se refiere en la metodologia, uno de los objetivos de la prueba
preliminar era obtener datos adicionales del desarrollo de las larvas en condiciones
de cultivo en las que la tnica fuente de MOD presente fuera la adicionada. Sin
embargo, existe una clara evidencia como se discute parrafos arriba que, por como

lo refiere el que no se encontraron diferencias significativas entre los valores
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iniciales de peso organico con respecto a los finales, en realidad si existid una
fuente alterna de MOD aun en el control de agua sintética, en donde se suponia no
debia encontrarse ningin nutrimento disuelto. Una posible explicacion a este
fenomeno: durante el desarrollo de la prueba preliminar se presenté una gran
mortalidad de larvas aparentemente producida por una infeccion provocada por
bacterias del género Vibrio spp, ya que se caracterizd por la aparicion de
aglutinamientos de larvas muertas en las paredes de los recipientes de cultivo, los
cuales son sintomas que describen Ebert y Houk (1984) para infecciones de este
tipo en cultivos de larvas de abulon. De cualquier manera esto provoco, entre otras
cosas, que la sobrevivencia de las larvas en esta fase no pudiera ser medida
adecuadamente (ver metodologia), y ademas, que existiera una descomposicion
de materia organica dentro de las cubetas de cultivo, lo cual pudo ser la posible

fuente de MOD que emplearon las larvas para su desarrollo.
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CONCLUSIONES

o Los experimentos demostraron que las larvas de abulon se alimentan de
materia organica disuelta en el agua de mar para su desarrollo.

o Las concentraciones de nutrimentos empleadas en el agua de mar no fueron
suficientes para aumentar las reservas endogenas de los organismos.

o El tratamiento con glucosa propicié un efecto favorable en la sobrevivencia de
las larvas.

o Los tratamientos de aminoacidos provocaron un ligero decremento en la

sobrevivencia de los abulones.

RECOMENDACIONES

Para estudios posteriores, se recomienda incrementar las concentraciones
de los nutrimentos empleados.

Los tratamientos con aminoacidos no deben ser descartados como posibles
fuentes adecuadas para incrementar las reservas endégenas de los organismos,

solo se debe hacer una seleccion mas cuidadosa de los mismos.
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ANEXO IT

DATOS CRUDOS DE LA PRUEBA PRELIMINAR.
La tabla muestra los valores encontrados en cada tratamiento para todas las variables utilizadas.

INI AC AS G AA GAA
TALLA  (um) 273.333 277166 | 279.166 | 276.500 | 280.833 | 282.833
273.166 277.166 | 280.833 | 280333 | 276.666 | 277.833

1.34 1.10 1.09 1.20 117 1.20

PESO ORGANICO (ug) 193 1.05 1.12 1.31 1.14 1.20
1.32 1.33 1.26 1.20 1.25

0.83 0.92 0.77 1.44 1.50 0.88

PESO SECO (ng) 0.74 0.84 0.86 1.51 0.61 0.65
1.36 0.77 1.36 0.88 0.93

192.30 1603458 | 97.85 | 113.25 | 23045 | 263.52

Oz (pmoliarvaih) 179.11 131.9959 | 86.53 8827 | 139.08 | 156.54
169.08 9595041 | 76.60 | 103.81 | 263.52 | 112.76

149.65 1457689 | 89.77 9438 | 196.96 | 133.80

Oz (pmol/lV gr tejido) 133.66 125.7104 | 77.26 67.38 122.00 90.21

137.47 72,6897 | 57.60 8239 | 219.60




ANEXO III

DATOS CRUDOS DE LA PRUEBA EXPERIMENTAL No. 1.
La tabla muestra los valores encontrados en cada tratamiento para todas las
variables utilizadas.

VARTIABLE SR CETRATAMIENTO i
INI AC G AA GAA
270.0907 271.1897 275.4180 273.5915 272.2216
TALLA  (pm) 268.1881 267.9598 | 275.8786 | 2753419 [ 271.3845
269.2536 271.0040 273.5154 272.4499 271.004
1.397849 1.105991 1.276297 1.359223 1.408046
PESO ORGANNICO (pg) 1.062417 1.4081163 1.283498 1.193838 1.190476
1.375000 1.3149985 1.715686 1.285714 1.333333
0.107527 0.122888 0.406732 0.095146 0.172414
PESO SECO (pg) 0.132802 0.020408 0.409027 0.089859 0.12987
0.125496 0.061162 0.414624 0.09 0.061189
100 100 100 100 70.58
SOBREVIVENCIA (%) 100 93.33 100 63.15 93.33
100 1000 100 88.88 64.7
100.6706 93.23516 84.77428 101.3817 84.86976
O, pmol/larva/h 98.487 99.949336 84.64883 88.94567 94.334555
123.8173 82.8628 93.76654 94.62142 91.74387
72.01823 84.30012 66.42204 74.58797 60.275
0, pmol/h/gr tejido 92.70089 70.97853 65.95167 74.503995 79.24102
90.04894 63.01427 54.65 - 73.594 68.8079
27.83231 27.70557 33.27605 22.96026 25.64812
PROTEINAS 29.53661 24.74652 30.2836 24.17659 253915
%/larva/peso tejido 20.04529 24.96727 21.48862 21.41853
19.26 12.37837 15.02338 11.60517 14.76682
LIPIDOS 17.15058 11.46377 14.75955 14.48806 16.26299
%/larval/peso tejido 17.91485 14.5106 14.86111 15.4115 15.89378
0.389054 0.306421 0.424701 0.312081 0.379388
PROTEINAS pg/ larva 0.313802 0.348471 0.388689 0.288629 0.305335
0.275623 0.328316 0.368677 0.275381 0.287171
0.269226 0.136904 0.1981743 0.15774 0.207924
LIPIDOS pg/ larva 0.182211 0.161429 0.189439 0.172964 0.193607
0.246329 0.190812 0.25497 0.198143 0.211917
- 0 0 0 0
SOBREVIVENCIA DE - 0 0 0 0
POSTLARVAS - 0.108475 0.034783 0 0




ANEXO IV

DATOS CRUDOS DE LA PRUEBA EXPERIMENTAL No. 2.

La tabla muestra los promedios de cada tratamientos para todas las variables

utilizadas.
< VARIABLES:
INI AC AA GAA
271.3845 2753419 276.7878 | 273.8959 264.0025
TALLA  (pm) 266.3671 227.7224 274.0481 275.4941 265.6006
265.9812 275.5702 275.1136 3266.590
1.223776 1.168831 1.102123 1.138561 1.355932
PESO ORGANICO (ng) 1352313 1.104651 1.252336 1.353211 1.190476
1.162791 1.059113 1.235839 1.105845
0.061169 0.238095 0.212336 0.150376 0.123267
PESO SECO (ug) 0.071174 0.174419 0.056075 0.022936 0.119048
0.05814 0.336617 0.082389 0.100531
100 90.27 100 73.5 75
SOBREVIVENCIA (%) 100 80 98.27 97.5 88.23
100 93.75 71.82 72.91
88.93614 88.1813 176.048 87.67726 129.3475
0, pmoliiarva/h 116.51467 85.14731 192.834 79.17595 105..3752
97.71291 37.5839 107.8493 125.0169
72.67517 75.444 159.7353 77.00711 95.3938
0, pmol/h/gr tejido 86.161 77.08072 69.31532 58.50968 88.515
84.0331 35.4862 87.26808 113.051
23.46597 25.1565 26.80846 27.66796 22.36698
PROTEINAS 23.5278 25.23381 22.26453 24.19015 24.93401
%l/larva/peso tejido 24.20576 30.45466 21.71578
17.3382 15.10014 14.77003 14.98207 13.82284
LIPIDOS 19.10331 16.99248 13.3763 14.91775 14.89024
%/larva/peso tejido 17.84394 17.76548 13.38889 15.23543
0.287171 0.294037 0.295462 0.315017 0.300281
PROTEINAS pg/ larva 0.31817 0.278746 0.278827 0.327344 0.296833
0.281462 0.322549 0.268372 0.247006
0.212181 0.176495 0.162784 0.17058 0.187428
LIPIDOS pg/ larva 0.258337 0.187708 0.167516 0.201869 0.177265
0.207488 0.188157 0.165435 0.16848
0.974853 0.54 0.897959 0
SOBREVIVENCIA DE 1.175 2.2590.82 0 0
POSTLARVAS 0 0 0 0




