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RESUMEN

El genero Aplysia, que en Baja California incluye como especies mas comunes a
Aplysia californica y Aplysia vaccaria, se caracteriza por un rapido crecimiento y 4.
vaccaria es reconocida como uno de los gasteropodos mas grandes del mundo. Debido
a estas caracteristicas, a su relacion filogenética cercana y a que presentan velocidades
de crecimiento contrastantes con organismos del género Haliotis, resultan en un modelo
interesante para comparar los mecanismos que regulan su crecimiento.

Actualmente, el Laboratorio de Biologia y Ecologia del Desarrollo de Organismos
Marinos del 1.1.O. de la UABC ha iniciado investigaciones para caracterizar estos
mecanismos. Por tal motivo, se necesita implementar un sistema de cultivo para Aplysia
para tener constantemente organismos en el laboratorio; y ademas se requiere realizar
una descripcion del desarrollo larvario de A. vaccaria, ya que éste no ha sido descrito.
Para implementar el sistema de cultivo, se pusieron a prueba dos tipos de sistemas de
cultivo: un sistema abierto y un sistema cerrado. El sistema abierto es una adaptacion de
sistemas implementados anteriormente en el laboratorio; mientras que el sistema
cerrado se baso en los sistemas utilizados en estudios anteriores para cultivo de la
especie. El sistema abierto se utiliz6 con larva de A. vaccaria. Se observa que para
futuros experimentos es necesario hacer una modificacion en lo referente al filtrado del
agua mediante la utilizacion de filtros de 5 y 1 um y lamparas de UV. Por otra parte, la
utilizacion de 1-hexadecanol molido incrementa la supervivencia de las larvas, ya que
disminuye la tension superficial en la cual quedan atrapadas las larvas veliger recién
eclosionadas.

El sistema cerrado se utilizo con larva de 4. californica y con larva de A. vaccaria. Para
este sistema se recomienda utilizar densidades bajas de larva y de preferencia utilizar
filtros de 0.22 y 0.45 micras y agua de mar irradiada con UV.

Se observo que los adultos de A. vaccaria aumentan rapidamente de peso. Se
recomienda utilizar puestas que se obtengan en los meses de primavera, ya que la
calidad de los embriones es mejor, y las temperaturas de 17 a 23 °C, son adecuadas para
un buen desarrollo tanto de embriones como de las larvas.

El desarrollo larval es descrito parcialmente para A. vaccaria y corresponde, en estas
fases iniciales al desarrollo caracteristico de los Aplysidos.
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INTRODUCCION

La subclase Opistobranquia pertenece a la clase Gasteropoda dentro del phyllum
de los Moluscos. En todo el mundo, se presentan mas de 3000 especies descritas, este
grupo de moluscos es extremadamente diverso (Behrens, 1991). Se reconocen nueve o
mas ordenes de opistobranquios, pero se suelen subdividir en dos grupos: tectibranquios,
generalmente con branquia y concha, y nudibranquios, no hay concha ni verdadera
branquia, pero si branquias secundarias a lo largo del dorso o alrededor del ano. Los
nudibranquios estan representados por las babosas marinas, mientras que entre los
tectibranquios estan las Aplysias, y las mariposas marinas (Hickman, 1998). Por lo
comun, poseen dos pares de tentaculos, en los cuales, el segundo par esta modificado
(rinoforos), con pliegues laminares que aparentemente aumentan la superficie
quimiorreceptora. La concha esta reducida o falta (Hickman, 1998). Su morfologia
externa consta de una cabeza, pie e internamente una masa visceral.

El género Aplysia, pertenece al orden aplysiomorfa de la familia Aplysiidae,
comunmente conocidos como liebres marinas. Habitan ambientes marinos poco
profundos alrededor del mundo. Son animales herbivoros y el tamafio de los adultos
varia segun la especie (Switzer-Dunlap & Hadfield, 1981). Las especies comunes en
Baja California son Aplysia californica y A. vaccaria. La primera de ellas ha sido
ampliamente utilizada en estudios de neurobiologia, como los realizados por Eric
Kandel y sus colaboradores de la Universidad de Columbia, E.U., para explicar los

mecanismos del proceso del aprendizaje (Curtis & Barnes, 2000). Por su parte Aplysia



vaccaria, con un cuerpo similar al de 4. californica, se caracteriza por tener un cuerpo
firme, en donde la parapodia (pliegue localizado en la parte dorsal encerrando la cavidad
del manto), se une justo por detras del sifon exhalante. Esta especie tiene un color que va
de café obscuro a negro, algunas veces con finas marcas grises o blancas. Esta especie
no produce la tinta pirpura cuando es molestada como es el caso de A. californica. Se
conoce como uno de los gasteropodos mas grandes del mundo, con longitudes de hasta
99 cm y un peso de hasta 14 kg (Behrens, 1991), su alimento especifico es el alga café
Egregia spp (Winkler & Dawson, 1963). Farmer (1967) la reporta desde San Pedro,
California hasta Cabo Colonett, Baja California; también se tienen reportes de
organismos en el Golfo de California, en la zona de Bahia de Los Angeles (Beeman &
Williams, 1980). Es reportada como un organismo de habitos nocturnos por Eales
(1960); habita costas rocosas y camas de algas, algunas veces se puede localizar en
bahias y estuarios (Behrens, 1991); la época de desove comprende de Febrero a Marzo
en aguas poco profundas (Winkler 1954).

La importancia en el estudio de los opistobranquios del género Aplysia se centra
en que son utilizados como modelo en una gran variedad de disciplinas biomédicas;
incluyendo neurobiologia, estudios de comportamiento, control hormonal y
reproduccion y en biologia del desarrollo (Switzer-Dunlap & Hadfield, 1981).

Behrens (1991) indica que Aplysia es invaluable en la investigacion médica por
tener cuerpos suaves y grandes asi como un movimiento lento; son ideales para los
estudios fisiologicos relacionados con el funcionamiento del sistema nervioso, ya que
poseen un sistema nervioso simple en comparacion con el de los vertebrados lo cual

facilita la identificacion de neuronas individualmente (Curtis & Barnes, 2000). Algunos
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producen sustancias quimicas, las cuales pueden usar como mecanismo de defensa, tal
es el caso de la tinta purpura de A. californica; otros son usados para buscar sustancias
con propiedades antibidticas y anticancerigenas.

Recientemente, se han iniciado estudios en el Laboratorio de Biologia y Ecologia
del Desarrollo de Organismos Marinos del Instituto de Investigaciones Oceanologicas de
la UABC, con el objetivo de caracterizar los mecanismos que regulan el crecimiento en
moluscos gasteropodos. Los estudios se centran en dos géneros de la region que son
Haliotis y Aplysia, ya que pertenecen al la misma subclase de moluscos y presentan
patrones de crecimiento similares. La diferencia se da en que el desarrollo larval de
Aplysia es mas largo que el de Haliotis, pero en poco tiempo Aplysia tiene organismos
aptos para reproducirse, en comparacion con Haliotis. Debido a lo anterior, la necesidad
de contar con una metodologia de cultivo para Aplysia resulta de suma importancia, ya
que se requieren constantemente organismos para los experimentos de crecimiento.
Ademas, el desarrollo larvario de A. vaccaria, una especie abundante en la regiéon, no ha

sido descrito hasta el momento.

Antecedentes

Desarrollo larvario de la especie

Aplysia sp. es un herbivoro hermafrodita que deposita masas de huevos, también
llamadas “puestas”, que coloca en las algas o en las rocas localizadas en la zona
intermareal o submareal somero. El desarrollo embridnario ocurre dentro de estas masas,
que son masas gelatinosas llenas de capsulas con huevos fertilizados internamente

(Switzer-Dunlap y Hadfield,1981).
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El movimiento de los embriones dentro de las capsulas se puede ver a los 4 0 5
dias después de que los huevos fueron puestos y la eclosion ocurre 5 o 6 dias después de
que se observa el movimiento (Kriegstein ef al., 1974).

Kriegstein (1977) divide el ciclo de vida de Aplysia en cinco fases: 1) La
Embrionica, que tiene una duracion de diez dias, a 22° C. Esta etapa comprende desde
la fertilizacion de los huevos hasta la eclosion de la larva véliger; 2) La Plancténica,
que dura aproximadamente 34 dias y durante los cuales la larva véliger pelagica se
alimenta de fitoplancton. Durante esta fase el diametro maximo de la concha de la larva
véliger incrementa de un promedio de 135 pm a 400 pm. Los cambios externos incluyen
un crecimiento del velo, cambios en la concha y desarrollo de los ojos y del propodio
(Kriegstein ef al, 1974). 3) La Metamérfica, que tiene una duracion de dos a tres dias,
durante los cuales la larva se transforma en juvenil bentonico y se alimenta de algas. 4)
La Juvenil, que dura aproximadamente 90 dias, en los cuales la postlarva se prepara
para madurar y pasar a la fase final que es la de Adulto, y que constituye la quinta fase
del ciclo de vida.

Kriegstein (1977) ademas, divide en 13 “estados” la fase planctonica,

metamorfica y juvenil, con el fin de lograr una clasificacion mas detallada del desarrollo.

Cultivo de la especie

Los opistobranquios son organismos que se cultivan para modelos de
investigaciones neurobiologicas principalmente, y para explicar el desarrollo y aspectos
de la subclase. Carroll y Kempf (1990) cultivaron al nudibranquio Berghia

verrucicornis, para estudios de desarrollo embrionario, larval y metamorfosis. Para lo



anterior utilizaron agua de mar artificial filtrada a 0.45 pm. Prepararon contenedores con
el agua de mar artificial y la anémona Aiptasia pallida, que fue utilizada como alimento,
se hicieron recambios diarios de agua. Cuando la larva eclosiond, fue concentrada con
un filtro Nitex y agregada a los contenedores, la densidad de la larva dependié de los
experimentos. No se usaron antibioticos en el sistema, ni para el cultivo de los diferentes
estadios de desarrollo, los recambios de agua fueron suficientes para prevenir problemas
con la contaminacion por protozoarios o bacterias.

Kriegstein et al. (1974) cultivaron A. californica en sistemas semicerrado, en
recipientes de 4 litros con agua de mar filtrada y densidades de larva de 100 larvas/litro.
Los recambios de agua fueron cada 2 dias y el alimento que se proporcioné fue la
microalga Isocrysis galbana, la cual fue administrada al cultivo en concentraciones de
10,000 células por mililitro. Los recipientes fueron tapados con plastico para evitar
evaporacion y basura en el recipiente. Cuando la larva estuvo lista para la metamorfosis
fue cambiada a pequefias cajas con agua de mar filtrada, en grupos de 10 larvas, en los
cuales se agrego el sustrato para inducirlas a la metamorfosis.

Switzer-Dunlap y Hadfield (1981), ofrecen uno de los métodos mas completos,
ya que incluyen los cuidados que se deben de seguir para mantener a las larvas y los
adultos. Estos autores utilizaron agua de mar filtrada y recomiendan usar contenedores
de 600 y 1000 ml, los cuales pueden ser tapados con plastico para evitar la entrada de
basura. Las densidades utilizadas fueron variables, siendo las de 0.5 y 1 larva por
mililitro las mas recomendables, aunque se han cultivado otras especies, como A.
brasiliana a densidades de 0.167 a 0.5 larvas/ml (Strenth & Blankenship, 1978). Estos

autores mencionan el uso de antibiéticos para disminuir la mortalidad, utilizando 0.6g de



Penicilina G, y 0.5g de Sulfato de Estreptomicina disueltos en 100 ml de agua, y
administrados en 1 ml por cada 100 ml del cultivo.

Para prevenir que las larvas queden atrapadas en la interfase agua-aire,
recomiendan el uso de hojuelas de 1-hexadecanol esparcidas por la superficie. El
alimento recomendado son las microalgas Paviova lutheri ylo Isocrysis galbana, las
cuales son administradas en densidades de 10,000 células/ml. Cuando las larvas
estuvieron listas para la metamorfosis, en grupos de 20 larvas, fueron colocadas en cajas
Petri con agua de mar filtrada, con un poco de 1-hexadecanol y el alga que serviria de
sustrato.

En el laboratorio de Biologia y Ecologia del Desarrollo de Organismos Marinos
del Instituto de Investigaciones Oceanologicas de la UABC, se han llevado a cabo varios
experimentos para mantener larvas de A. vaccaria. Se tienen los experimentos en los
cuales se utilizaron recipientes de 5 litros con densidades de larvas de 6-8 por ml (com.
per. Alin Aguilar y Jimena Malagamba*). Las larvas fueron alimentadas con Isochrysis
galbana y Tretraselmis sp (50/50) y se utilzaron 20 ml de alimento por cada litro de
cultivo. Las larvas se alimentaron diariamente a partir de los cambios de agua. Se utilizo
plastico adherido al recipiente, para evitar la tension superficial y que las larvas
quedaran atrapadas en la superficie. Con esta metodologia no se alcanzo a completar el
desarrollo larval de A. vaccaria; en 1a misma forma, en experimentos en donde se utilizd
un sistema abierto y una alimentacion por medio de venoset, no fue posible completar el

desarrollo larvario (com pers Roger Frias *').

s Egresadas de la Facultad de Ciencias Marinas, UABC

1 Egresado de la Facultad de Ciencias Marinas, UABC



Hipotesis

1.- De acuerdo con la experiencia que se tiene en el cultivo de aplysidos, densidades
larvales de cultivo menores o iguales a 1 larva/ml y un control sobre los parametros de
temperatura, limpieza y tension superficial en el sistema, seran suficientes para obtener
buena sobrevivencia de las larvas hasta alcanzar el estadio de competencia.

2.- Por las caracteristicas de su puesta, el desarrollo larval de Aplysia vaccaria debera
ser similar al desarrollo larvario caracteristico de los aplysidos y descrito para otras

especies como A. californica y A. brasiliana.

Objetivos

1.- Desarrollar un sistema de cultivo para Aplysia spp. que permita mantener desde la

depositacion de la masa de huevos hasta el estadio de larva competente.

2.- Describir el desarrollo embrionario y larvario de Aplysia vaccaria.



MATERIALES Y METODOS

1. Organismos

1.1. Colectay mantenimiento de los organismos

Adultos de Aplysia vaccaria y A. californica fueron colectados durante la marea baja, en
los meses de marzo, abril, mayo, junio y septiembre para A. vaccaria, y en febrero, julio
y agosto para A. californica. Los lugares donde se recolectaron los organismos fueron en
Punta Morro y cerca de la Pesquera Zapata, ambos localizados en la Bahia de Todos
Santos, Baja California (Cruz-Colin, 1994); entre los 31°40’ y 31°55” de latitud Norte y
los 116° 36” y 116°50” de longitud Oeste (Fig.1). Los organismos fueron pesados y
separados por especie y se mantuvieron en el invernadero del Instituto de
Investigaciones Oceanologicas (IIO), en estanques de 400 litros con agua de mar y
aireacion en un sistema de flujo abierto a temperatura ambiente (20-24 °C, ver Fig. 2).
Durante este periodo se alimentaron con FEgregia sp. y Macrosystis pyrifera.
Diariamente se realizo la limpieza de los estanques. Los organismos se mantuvieron en
estos estanques hasta el mes de junio. Para los meses siguientes (julio, agosto y
septiembre), los organismos que se recolectaban se colocaron en el Laboratorio de
Bioensayos II, de Acuacultura del IIO. El laboratorio estd a temperaturas bajas (13-
18°C). Son camas de 20 cm de alto con capacidad de 200 litros, con aireacién y sistema
de agua de mar con flujo abierto (Fig. 3). El alimento suministrado fue el mismo que el

dado en los estanques y la limpieza se realizo diariamente.
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Figura 1. Localizacion de las areas donde fueron colectadas Aplysia vaccaria y A.
californica. La flecha negra “ ) indica Punta Morro y la flecha blanca :> )

Pesquera Zapata.



Figura 2. Estanques donde se mantuvieron adultos de A. vaccaria y A. californica

durante los primeros meses del afio.

Figura 3. Camas donde se mantuvieron adultos de 4. vaccaria'y A. californica durante

los meses de julio, agosto y septiembre.
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1.2. Mantenimiento de las puestas

Cuando se observaron puestas, estas fueron retiradas del estanque, pesadas y
colocadas en frascos de vidrio. A los frascos se les proporcionoé aireacion por medio de
una piedra difusora y fueron etiquetados con la fecha en que fueron depositadas (Fig. 4).
Durante el periodo previo a la eclosion se realizo un recambio de agua diario, con agua
filtrada por 5y 1 pm y pasada por UV, y se llevd un registro diario de la temperatura. Al

final, se anoto la fecha en la cual eclosionaron las larvas.

[

Figura 4. Frascos con puesta de Aplysia vaccaria, etiquetados y con piedra

difusora. Se aprecia la coloracion rosada de las puestas.



2. Sistemas de cultivo

Para llevar a cabo el desarrollo embrionario y larvario de las especies de Aplysia
se pusieron a prueba dos sistemas de cultivo, uno abierto y otro cerrado. Para el sistema
abierto se tomd como guia el sistema utilizado por Roger Frias Diaz (com. Personal *')
y el sistema cerrado se realizo siguiendo lo descrito por Switzer-Dunlap y Hadfield
(1981). Los dos sistemas fueron adaptados, el sistema abierto a las condiciones del
Laboratorio de Biologia y Ecologia del Desarrollo de Organismos Marinos del Instituto
de Investigaciones Oceanologicas de la UABC vy el sistema cerrado a las condiciones del

Laboratorio de Bioensayos II, de Acuacultura del IO.

2.1. Sistema abierto (4. vaccaria)

El sistema abierto contd con las siguientes caracteristicas: se utilizaron cubetas
de 7.5 litros, perforadas en el centro para colocarles el tubo de desagiie y este tubo,
estaba rodeado con camisas que tenian en la parte de abajo malla de 75 micras. Estas
camisas se insertaban en un cople (tubo de PVC) pegado al fondo de la cubeta. En un
extremo de la cubeta, en el fondo, se tenia un cople mas pequefio por el que se colocaba
la manguera alimentadora de agua (Fig. 5). Las cubetas fueron suministradas con agua
de mar filtrada hasta 1 pum, y se realizo6 la limpieza del filtro diariamente. Para reducir la
mortalidad ocasionada porque las larvas quedaran atrapadas en la tension superficial se
utilizaron hojuelas de 1-hexadecanol, aproximadamente 2.0 gramos de hojuelas semi-
molidas y estas fueron esparcidas por la superficie de la cubeta, tal como lo muestra la

figura 6.

*1 Egresado de la Facultad de Ciencias Marinas, UABC

12
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Figura 5. Esquema del sistema abierto para cultivo larvario de 4. vaccaria.
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Figura 6. Sistema de cultivo abierto donde se aprecian las hojuelas de

1-hexadecanol (puntos blancos) esparcidas en la superficie.

Figura 7. Sistema de alimentacion utilizado para el sistema abierto.
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El alimento utilizado fue la microalga Isochrysis galbana. Se adiciond al sistema
20,000 células por mililitro, dicha concentracion se mantuvo durante toda la semana que
duro el experimento. El sistema de alimentacion se mont6 usando venoset y botellas de
vidrio de las que se utilizan para administrar el suero (Fig. 7), cada cubeta tenia su
sistema independiente de alimentacion. La densidad de larvas fue de 6 larvas/ml. Al
final de la semana se hizo un conteo de mortalidad de las larvas, y se tomaron datos de
crecimiento. Para esto, las larvas fueron colocadas en un tamiz de 70 um, con la
finalidad de facilitar la toma de la muestra; simultaneamente se tomaron datos de
temperatura. El experimento tuvo una duracion de una semana (09 de mayo al 16 mayo
del 2005), en la cual solo se probaron dos cubetas (C1 y C2) con las mismas

caracteristicas, siendo C2 réplica, mencionandose en adelante como C1-C2.

2.2. Sistema cerrado (4. californica)

Para el sistema cerrado (Fig. 8) se probaron tres tratamientos con tres réplicas
cada uno. Las referencias consultadas reportan resultados con 1 larva/ml, se quiso
probar el sistema con concentraciones mayores y menores a la reportada para conocer
las diferencias en densidades y determinar cual concentracion seria la mejor para el
sistema. Cada tratamiento manejé una densidad de larvas diferente: 0.5, 1 y 2 larvas por
mililitro. Todos los tratamientos contaron con 2 litros de agua de mar filtrada a 1p y
pasada por UV, ademas de 0.20 gr de hojuelas de 1-hexadecanol semi-molidas y
esparcidas en la superficie de los recipientes, 10 000 células por mililitro de la microalga

Isochrysis galbana suministradas diariamente y 60pg/ml de penicilina. El antibidtico fue



administrado cada vez que se realizd el recambio de agua. Asimismo, cada recipiente
fue cubierto con plastico, para evitar que polvo o insectos cayeran en los recipientes de
cultivo. Los recambios de agua se realizaron cada dos dias. Para estos recambios se
utilizé un tamiz de 50 pm y al término de cada semana se hizo un conteo de mortalidad y
crecimiento. El experimento tuvo una duracion de tres semanas, del 26 de julio al 17 de

agosto, durante las cuales la medicion de la temperatura se hizo diariamente.

2.3. Sistema cerrado (4. vaccaria)

Se realizo un ultimo experimento con el sistema cerrado para tratar de
documentar el desarrollo larvario y cultivar larva de A. vaccaria. El experimento (Fig. 8)
fue similar al realizado con A. californica y las unicas modificaciones que se le hicieron
al sistema fueron que el agua que se utilizo fue filtrada hasta 0.22 pm y el alimento
proporcionado (Isochrysis galbana: 10 000 cel/ml) fue suministrado en cada recambio
de agua. El experimento tuvo una duracion de dos semanas, del 17 de octubre al 02 de
noviembre, e igualmente se tomo la temperatura.

El analisis de los resultados de los dos sistemas se realiz6 con la ayuda del
programa SigmaPlot 9.0, a excepcion de las graficas de temperatura que se realizaron

con el programa Excel 2003.
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Figura 8. Esquema del sistema cerrado para A. californica y A. vaccaria . Cada uno de

los rectangulos representa los recipientes del sistema.
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3. Desarrollo larvario de Aplysia vaccaria

Se recolectaron y pesaron adultos de Aplysia vaccaria y se mantuvieron en un
estanque de 400 litros con sistema de flujo abierto agua de mar y aireacion, en el
invernadero del 11O, a temperatura ambiente, (20-24 °C), durante los meses de marzo,
abril, mayo y junio. Los organismos que se colectaron en el mes de septiembre se
mantuvieron en camas de 200 litros del Laboratorio de Bioensayos II, de Acuacultura
del TIO, a temperaturas de (13-18 °C) y con flujo abierto y aireacion (ver figuras 2 y 3).
Se alimentaron ad libitum con Egregia sp y Macrosystis pyrifera. Diariamente se realizo
la limpieza del estanque y las camas. Las puestas que se obtuvieron (tanto en el
invernadero del IO como en el Laboratorio de Bioensayos II), fueron pesadas y
colocadas en frascos de vidrio, con aireacion y se etiquetaron con la fecha en que fueron
depositadas (Fig. 4). Se tomo, cada 24 horas, un fragmento de las puestas para
observarlas y fotografiarlas con ayuda de un microscopio Zeiss Axioscop, (se utilizaron
los objetivos de 10x y 20x) y documentar el desarrollo embrionario de la especie. Una
vez que las larvas eclosionaron se registraron mediciones periodicas de las larvas cada
semana, para esto fueron fotografiadas con ayuda del microscopio Zeiss Axioscop, (se
utiliz6 el objetivo de 20x) y después fueron medidas mediante el programa AxioVision

AC.
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RESULTADOS

1. Sistemas

1.1. Sistema abierto
Aplysia vaccaria

Las larvas recién eclosionada, tuvieron un tamafio promedio de 104.08 + 6.45
um. El promedio de temperatura registrado en esos dias fue de 20.5 + 1.2 °C, y los datos
de la temperatura registrados se muestran en la Figura 9. La Figura 10 nos muestra el
crecimiento a la semana.

El porcentaje de mortalidad para la semana que dur6 el experimento fue de

98.95%.
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Figura 9. Temperatura (°C) registrada a lo largo del experimento de sistema abierto para

Aplysia vaccaria
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Figura 10. Crecimiento observado después de una semana de cultivo en los sistemas

abiertos C1-C2 para A4. vaccaria. Las lineas verticales nos indican el error estandar.
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1.2 Sistema cerrado
Aplysia californica

El tamafio promedio de las larvas que se obtuvieron después de eclosionadas fue
de 87.14 + 3.72 micras, con unos valores maximos y minimos de 94.26 y 81.91 micras,
respectivamente. Los datos de temperatura se muestran en la Figura 11; el promedio de
la temperatura fue de 15.68 + 0.57 °C; ademas se obtuvo un maximo de temperatura de
17 °C y un minimo de 15 ° C.

Los datos de crecimiento fueron tomados por réplicas, pero debido a la alta
mortalidad, estos no fueron suficientes en cada réplica. Por lo tanto se juntaron los datos
de las réplicas de cada recipiente.

Los datos de crecimiento del Tratamiento 1 (0.5 larvas/ml) para el dia 7 fueron
de un promedio de 114.79 + 16.13 micras, para el dia 14 de 130.61 + 16.77 micras y
parael dia 21 de 134.35 + 10.03 micras.

Los datos de crecimiento del Tratamiento 2 (1 larva/ml) en promedio para los
dias 7, 14 y 21 fueron de 109.97 + 11.15 micras, 120.40 + 13.30 micras y 137.75 +21.65
micras, respectivamente.

Los datos de crecimiento para el Tratamiento 3 (2 larvas/ml) fueron en promedio,
para el dia 7 de 113.02 + 7.75 micras, para el dia 14 de 129.25 + 10.95 micras y para el
dia 21 de 134.69 + 15.06 micras.

Estos datos fueron utilizados para las graficas de crecimiento semanal. La Figura
12 muestra el crecimiento semanal en los 3 tratamientos utilizados (0.5, 1 y 2 larvas /

ml).
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Los datos de mortalidad (promedios) tomados durante el tiempo que dur6 el
experimento para el Tratamiento 1 alos 7, 14y 21 dias son de 16.1%, 66.42% y 88.33%,
respectivamente. Para el Tratamiento 2 fueron de 19.67% a los 7 dias, 53.53% a los 14
dias y 90% a los 21 dias, y para el Tratamiento 3 fueron a los 7 dias de 20.67%, a los 14

dias de 71% y a los 21 dias de 96.33%. Estos datos se presentan en la Figura 13.
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Figura 11. Temperatura (°C) registrada a lo largo del experimento de sistema cerrado

para Aplysia californica
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Figura 12. Crecimiento semanal en los 3 tratamientos utilizados en el sistema cerrado
para A. californica. Las lineas verticales representan el error estandar, cada una de las
graficas representa un tratamiento con cuatro mediciones (se incluye medicion de

eclosion de la larva).
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Tratamientos 1, 2y 3 (0.5, 1y 2 larvas/ml)
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Figura 13. Porcentajes de mortalidad, en los 21 dias de cultivo, para los diferentes

tratamientos utilizados en sistema cerrado para A. californica. Las lineas verticales
, O . :

representan el error estandar. Donde — representa al Tratamiento 1, el Tratamiento 2

es representado por* y el Tratamiento 3 por A\ .
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1.3 Sistema cerrado

Aplysia vaccaria
El tamafio promedio de la larva eclosionada fue de 89.12 + 5.49 micras, donde el valor
maximo de eclosion fue de 97.93 micras y el minimo de 80.63 micras. Los datos de
temperatura se muestran en la Figura 14, el promedio de la temperatura fue de 14.25 +
0.37 °C; con maximos de temperatura de 14.5 °C y minimos de 13.5 ° C.

Los datos de crecimiento se tomaron como para A. californica, e igualmente se
juntaron los datos de las réplicas debido a la alta mortalidad.

El promedio de los datos de crecimiento para el Tratamiento 1 (0.5 larvas/ml) a
los 10 dias fueron de 143.58 + 8.46 micras y a los 16 dias fueron de 153.06 micras.

Los datos de crecimiento, en promedio, para el Tratamiento 2 (1 larva/ml) a los
10 dias fueron de 146.45 + 8.80 micras y a los 16 dias de 151.02 + 15.13 micras.

El Tratamiento 3 (2 larvas/ml) en promedio para los 10 dias fue de 142.17 +
11.22 micras y a los 16 dias de 153.06 micras.

Estos datos fueron utilizados para las graficas de crecimiento semanal. La Figura
15 muestra el crecimiento semanal en los 3 tratamientos utilizados (0.5, 1 y 2 larvas / ml.

Los promedios de mortalidad tomados para el sistema fueron, para el
Tratamiento 1 a los 10 dias de 44% y a los 16 dias de 94.44%. Para el Tratamiento 2
son de 48.72% a los 10 diasy de 95.67% a los 16 dias, y por ultimo para el Tratamiento
3 se registraron datos de 66.11% de mortalidad a los 10 dias y del 96.94% a los 16 dias.

Estos porcentajes de mortalidad estan representados en la Figura 16.
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Figura 14. Temperatura (°C) registrada a lo largo del experimento de sistema cerrado

para Aplysia vaccaria
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Figura 15. Crecimiento semanal en los 3 tratamientos utilizados en el sistema cerrado

para A. vaccaria. Cada una de las graficas representa un tratamiento, con tres

mediciones cada uno (incluida la medicion de eclosion de la larva), las lineas verticales

representan el error estandar.
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Tratamientos 1, 2y 3 (0.5, 1y 2 larvas/ml)
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Figura 16. Porcentajes de mortalidad, en los 16 dias de cultivo, para los diferentes
tratamientos utilizados en sistema cerrado para A. vaccaria. Donde © representa al
Tratamiento 1, el Tratamiento 2 es representado por i\\(y el Tratamiento 3 por A

Las lineas verticales representan el error estandar.

28



2. Desarrollo larvario

2.1 Reproductores y puestas

Se recolectaron 12 organismos de Aplysia vaccaria (Fig. 17), de los cuales 8
organismos fueron pesados, ya que los otros murieron antes de ser pesados,
obteniéndose un peso promedio de 1263.35 + 602.67 gramos. Se logré pesar un
organismo con 15 dias de diferencia, teniendo su primer peso de 254.43 gramos y su
segundo peso de 656 gramos. Se recolectaron 38 puestas (Fig. 18) con un peso promedio
de 58.44 + 4045 gramos. La Figura 19 nos muestra los meses en los cuales se
obtuvieron puestas con mayor peso; observando que las de mayor peso se obtuvieron en
el mes de mayo.

Los datos de temperatura de las puestas del Laboratorio de Biologia y Ecologia
del Desarrollo de Organismos Marinos del Instituto de Investigaciones Oceanologicas de
la UABC, se presentan en la Figura 20, registrandose un promedio de temperatura de
20.10 +1.39 °C, con maximos de 23 °C y minimos de 17 °C.

La temperatura en el Laboratorio de Bioensayos II se dividid en dos partes, la
primera parte (Figura 21) presenta los datos del mes de Junio/Julio, ya que son puestas
que fueron trasladadas del Laboratorio de Biologia y Ecologia del Desarrollo de
Organismos Marinos del Instituto de Investigaciones Oceanologicas de la UABC, al
Laboratorio de Bioensayos II, donde se registrd un promedio de temperatura de 15.27 +

0.63 °C con maximos de 17 °C y minimos de 14°C.



La Figura 22 presenta la temperatura registrada para las puestas recolectadas entre los
meses de Septiembre/Octubre, donde tenemos maximos de 15 °C, minimos de 13.5 °C
y una temperatura promedio de 13.9 +£0.38 °C.

Las larvas en el Laboratorio de Biologia y Ecologia del Desarrollo de
Organismos Marinos del IIO-UABC eclosionaron entre los 15-16 dias después de que se
obtuvieron las puestas, no sucedié lo mismo con las tltimas puestas del mes de junio, ya
que éstas fueron eliminadas por presentar un mal desarrollo larvario. Mientras que en el
Laboratorio de Bioensayos II las larvas eclosionaron de 23-24 dias después de que se
obtuvo la puesta, a excepcion de las ultimas puestas del mes de septiembre, que se

eliminaron por presentar un mal desarrollo larval.



Figura 17. Adulto de Aplysia vaccaria. El peso promedio de los 8 organismos

recolectados fue de 1263.35 + 602.67 gramos.

Figura 18 Puesta de 4. vaccaria
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Figura 19. Pesos por mes de las puestas de A. vaccaria recolectadas a lo largo del
experimento. Las barras indican el peso promedio por mes y las lineas verticales

representan el error estandar.
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Figura 20. Temperatura (°C) del agua en el que estan las puestas de A. vaccaria
registrada en el Laboratorio de Biologia y Ecologia del Desarrollo de Organismos

Marinos del IO-UABC.
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Figura 21. Temperatura (°C) del agua en el que estan las puestas de A. vaccaria

registrada en el Laboratorio de Bioensayos I (Junio/Julio)
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Figura 22. Temperatura (°C) del agua en el que estan las puestas de A. vaccaria

registrada en el Laboratorio de Bioensayos 1I (Septiembre/Octubre)
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2.2 Desarrollo larvario

El desarrollo embrionario ocurrié dentro de los sacos o capsulas que a su vez, estan
embebidos en una masa gelatinosa, la cual protege a los embriones (Fig. 23).
Posteriormente ocurri6 la division en espiral del embrion, dando lugar a los blastomeros,
en la cual las células largas seran los macromeros, los que se encuentran en el polo
vegetal; mientras que las células pequefias son los micrémeros, y se localizan en el polo
animal (Brusca ef al. 1997), como se observa en la Fig. 24 . Las Figuras 25, 26 y 27 nos
muestran la continuacion de la division en espiral, para después dar paso a la blastula y
posteriormente al proceso de gastrulacion (Brusca ef al. 1997). A los 9 dias se observo
movimiento en los embriones ( Fig. 28 ) y a los 10 dias se observaron las primeras larvas
trocoforas (Fig. 29) . A los 12 dias observamos el desarrollo de las primeras larvas
véliger tempranas (Fig. 30). En los dias siguientes, observamos como esas larvas véliger
fueron creciendo (Fig. 31 y 32). Finalmente, una vez que la larva eclosiond, se
observaron con mayor claridad algunas de sus estructuras como el velum, que es el
organo locomotor primario que utiliza para nadar; los cilios que los utiliza para
alimentarse; la concha la cual utiliza como proteccion de los organos internos, el
estomago el cual también fue observable (Figura 33). Cuando la larva se encuentra
estresada, retracta el pie y el opérculo para protegerse, estas dos estructuras también
fueron observadas. El pie es un musculo que ayuda a la circulacion del agua mediante
contracciones para que los cilios atrapen alimento, ademas contiene los érganos del
equilibrio (estatocistos), secreta y contiene al opérculo, ademas de ayudar en la

metamorfosis de la larva para adherirse al sustrato; el opérculo esta formado por



secreciones comeas que cierran perfectamente a la concha (Collier, 1997). Se observo
ademas, la estructura conocida como “rifion de la larva”, que es una estructura
prominente en la parte derecha de la cavidad del manto, este “rifion” ha sido poco
estudiado, pero se sabe que es una estructura intensamente pigmentada, la cual esta

involucrada en tomar los compuestos organicos disueltos (Buckland-Nicks ez al., 2002).

\

— Embriones
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gelatinosa

Figura 23. Puesta de 4. vaccaria en donde se observan los embriones al inicio de su

desarrollo, contenidos en sus capsulas (Objetivo 10x)
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Micromeros i
Macrémeros

Figura 24. Division en espiral de A. vaccaria a las 24 hrs (Objetivo 20x)

Figura 25. Continuacién de la division en espiral de A. vaccaria alas 48 hrs (Objetivo

20x)
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Figura 26. Continuacion de la division en espiral de A. vaccaria a las 72 hrs (Objetivo

20x)

Figura 27. Continuacion de la division en espiral de A. vaccaria alos 5 dias (Objetivo

20x)
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Figura 28. Primeros movimientos de los embriones de A. vaccaria a los 9 dias (Objetivo

20x)

Mechon
apical

Prototroca

Figura 29 Larva trocofora de A. vaccaria a los 10 dias (Objetivo 20x)
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Concha

Velum

Figura 30. Desarrollo de larva Véig de A. vaccaria a los 12 dias (Objetivo 20x)

Concha

Velum ===

Figura 31. Desarrollo de larva véli ger de A.

rl' los 13 dias (Objetivo 20x)
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Véligers

Concha
Rifion de
la larva
Estomago Velum
Opérculo
; Cilio
Pie

Figura 33. Larva véliger eclosionada de A. vaccaria alos 17 dias (Objetivo 20x).

Tamafio: 153 micras
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DISCUSION

1. Sistema de cultivo

1.1 Sistema abierto (4. vaccaria)

Para los siete dias de duracion del sistema abierto, se tienen datos de mortalidad
muy altos (98.95%) y datos de crecimiento (Figura 10) no significativos, ya que por la
duracion del experimento no se logran apreciar muy bien. Los datos de eclosion de las
larvas para A. vaccaria son de 104.08 + 6.4 micras.

El experimento solo durd una semana ya que existieron condiciones de marea
roja durante el tiempo que se puso a prueba y estas condiciones de marea roja hicieron
que el expe;imento se contaminara con microorganismos, ademas por esas fechas, la
temperatura (Figura 9) iba en aumento, lo que ocasionaba dafio a las larvas y con esto, la
proliferacion de protozoarios en el sistema.

El sistema como fue planteado (Fig. 5) y el sistema de alimentacion (Fig. 7)
fueron sencillos de construir, el problema fue la limpieza, ya que el filtro de 1 micra que
se utilizo no fue suficiente para mantener el agua limpia.

Una forma que podria funcionar seria pasar primero el agua de mar por filtros de
5y 1 micras y después pasar por UV, esto con el fin de mantener el agua mas limpia. Un
problema que esto representa, es un problema de costos, ya que se necesitaria construir
una toma de agua especial para el sistema de Aplysia, que incluya los filtros de 1 y 5
micras y el filtro de UV, esto es, un filtro de UV para un sistema solamente, lo cual es
muy costoso, ya que ademas de esto como es sistema abierto, el filtro UV tendria que

estar prendido diariamente y el tiempo de utilidad del filtro seria mas corto.
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En lo que se refiere a el uso del 1-hexadecanol se observa la disminucion de
larva pegada a la interfase agua-aire. Lo que se realizo en este experimento fue moler las
hojuelas de 1-hexadecanol (Fig. 6), ya que de esta forma se logra cubrir una mayor
superficie del recipiente que si solo dejaras las hojuelas enteras en la superficie.

El uso de Isochrysis galbana esta documentado en los diferentes experimentos
que se han hecho con Aplysia, como los realizados por Switzer-Dunlap y Hadfield
(1981), Kriegstein et al. (1974) o los realizados por Strenth & Blankenship (1978). Las
concentraciones agregadas de alimento y de larvas para el sistema fueron mayores que
las utilizadas por los autores antes mencionados; ya que por ser sistema abierto,
presentaba caracteristicas diferentes a lo probado en el sistema cerrado utilizado por los

mencionados autores.

1.2 Sistema cerrado (A. californica y A. vaccaria)

El sistema cerrado para A. californica fue montado casi a finales del periodo en
el que se tuvo marea roja. La temperatura registrada (Figura 11) es de 15.68 + 0.57 °C,
con maximos de 17 °C y minimos de 15 °C, se trato de tener un control sobre la
temperatura, ya que el experimento se realizé en pleno verano, donde las temperaturas
son las mas altas del afio, y pueden ocasionar dafios a las larvas, es por eso que se monto
el experimento en Bioensayos Il ya que ahi se tiene aire acondicionado, y el lugar se
mantiene entre los 13-18 °C

El sistema funcion6 durante 21 dias, en los cuales, se obtuvieron larvas que
eclosionaron a un tamafio de 87.14 £+ 3.72 micras, tamafio muy por debajo de las 125

micras registradas por Kriegstein (1977). Esperabamos tener un tamafio cercano a este
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wltimo, pero el obtener estos resultados nos hace pensar que los embriones no eran de
muy buena calidad, o que el medio en el que se desarrollaron presentaba caracteristicas
adversas a su desarrollo, pero aun asi se alcanz6 a completar el desarrollo y se logro la
eclosion de las larvas, aunque factores externos como protozoarios y la contaminacion
por un alga café, ambos problemas originados por la limpieza del sistema ya que se paso
por un periodo de marea roja, originaron que la etapa plancténica no se completara.
Cuando se observa el crecimiento semanal (Fig. 12), podemos ver que
éste era un crecimiento en aumento para los tres tratamientos. Esto es mas marcado en la
grafica correspondiente al tratamiento 2, donde el crecimiento para el dia 21 va en
aumento, parte de esto se debe a las densidades bajas en las larvas en el tratamiento 2, y
por lo tanto, al mejor aprovechamiento del alimento por parte de las larvas. En el
tratamiento 3, que presenta el mayor nimero de larvas, la competencia por el alimento
es mas fuerte, mientras que en el tratamiento 1, el que presenta el menor nimero de
larvas, puede ocurrir que el alimento no sea aprovechado totalmente por la larva, lo que
origine que otros organismos (protozoarios) lo consuman y empiece una competencia
por alimento y espacio, esto quiza seria diferente si los tratamientos no se hubieran
contaminado con microorganismos
El porcentaje de mortalidad, para los tres tratamientos fue alto a los 21 dias. Se
observd (Fig. 13) que para los tratamientos 1 y 2 (0.5 y 1 larva / ml) se obtuvo un
porcentaje de mortalidad ligeramente bajo en comparacion del tratamiento 3 (2 larvas /
ml). Esto era de esperarse, ya que a mayor densidad de larvas, la competencia ya sea de
espacio o alimento es mayor, originando que las larvas mueran mas rapido; también se

tiene que tomar en cuenta que si se tiene un numero considerado de larvas que mueren,

43



la proliferacion de protozoarios sera mas alta, compitiendo ellos también por el alimento
y espacio.

Para el sistema cerrado utilizado para A. vaccaria, observamos que la larva
eclosionada fue mayor que las eclosionadas para A. californica, pero menor que el
registrado para A. vaccaria en sistema abierto. Esto hace suponer, que los meses en los
que eclosiond A. vaccaria para el sistema cerrado son meses en los cuales los
organismos desovan, pero la calidad de las puestas no es tan alta como en las puestas
que se tuvieron a principios de afio. Como se observa en la Figura 14, son temperaturas
bajas las que se obtuvieron en esos meses.

En el tiempo que dura el experimento se puede apreciar que el crecimiento
semanal va en aumento para los tres tratamientos, al igual que la mortalidad, ya que para
el dia 16 los tres tratamientos presentan una mortalidad muy alta. Observando que para
el Tratamiento 3, que es el que presenta el mayor nimero de larvas, y que por lo tanto la
competencia entre alimento sera mayor, esta mortalidad es mas alta desde la primera
semana (Figura 16).

Para las dos especies en sistema cerrado, se utilizo el 1-hexadecanol molido, que
al igual que en el sistema abierto nos da buenos resultados; asi como el alimento.

Como forma de comparacién entre los dos sistemas cerrados utilizados, vemos
que las mortalidades mas altas las presento el Tratamiento 3, que es el tratamiento que
presenta mayor densidad de larvas en el sistema. Pero para el sistema cerrado utilizando
A. vaccaria, esta mortalidad alta en los tres tratamientos, es mucho mas marcada desde

la primera semana, esto se debe quiza a que las puesta que se utilizaron correspondian a

44



la etapa final del periodo reproductivo y por lo tanto, los embriones no eran tan aptos
para el desarrollo larvario, existiendo por esto mayor mortalidad desde el primer conteo.
Los problemas que se presentaron en el sistema cerrado, para las dos especies,
fue el de la limpieza. Las larvas de Aplysia son extremadante fragiles, y aunque se
pasaba el agua por UV y se filtraba hasta 0.22 pm para A. californica y para A. vaccaria
y ademas se utilizaba el antibi6tico, no se mantuvo un sistema bajo en protozoarios.
Sabemos que las condiciones ambientales en las que trabajamos (marea roja) afectaron
mucho en los sistemas y en el método de filtrado, por lo que suponemos que en

condiciones normales, la contaminacion por protozoarios seria menor.

2. Desarrollo larvario
2.1 Reproductores y puestas

Los organismos de A. vaccaria que se recolectaron, son organismos con pesos
grandes en comparacion de A. californica; se tienen pesos registrados de A. vaccaria de
aproximadamente 14 kg (Behrens, 1991). El organismo que se logré pesar con 15 dias
de diferencia, mostré que el crecimiento de estos organismos se da rapidamente, ya que
en un periodo corto habia casi triplicado su tamaiio, de 254.43 gramos a 656 gramos.

Las puestas con mayor peso se presentan en el mes de mayo (Figura 19), que aun
es un mes de primavera y como lo indica Angeloni ef al (1999) es posible que en esta
estacion el apareamiento sea mayor. Winkler (1954) reporta que los meses de desove se
dan en Febrero y Marzo, pero Angeloni ef al (1999) menciona que A. vaccaria no esta
limitada para reproducirse solo en esos meses, y que sus puestas pueden encontrarse

todo el afio, lo que coincide con nuestros datos, ya que tuvimos puestas en diferentes
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meses del afio y por lo tanto, el apareamiento se di6 en meses fuera de los que establece
como limite Winkler (1954).

Los datos de temperatura para el Laboratorio de Biologia y Ecologia del
Desarrollo de Organismos Marinos del IIO-UABC (Figura 20) aumentaron mucho en el
mes de mayo por eso que las siguientes puestas se pasaron al Laboratorio de Bioensayos
IT (Figuras 21 y 22). En la figura 21 se observan datos de temperatura del mes de junio
y julio, que son puestas que se obtuvieron en el Laboratorio de Biologia y Ecologia del
Desarrollo de Organismos Marinos 1IO-UABC, pero que luego pasaron al Lab. de
Bioensayos II; y la figura 22, es para las puestas que se recolectaron en el Lab. de
Bioensayos II.

Observamos que las puestas en el Laboratorio de Biologia y Ecologia del
Desarrollo de Organismos Marinos del IIO-UABC eclosionan entre 15 y 16 dias, pero
esto no sucede para las puestas del mes de junio, ya que estas presentan un mal
desarrollo larvario.

Para las puestas que se tenian en el Laboratorio de Biensayos II, se tienen
eclosiones de 23-24 dias, a excepcion de las puestas del mes de septiembre, ya que estas
presentaban un mal desarrollo larvario.

Esto puede ser por que las puestas que estaban en el Laboratorio de Biologia y
Ecologia del Desarrollo de Organismos Marinos del [IO-UABC son a principios del afio,
donde puede ocurrir que la temperatura ayude a tener un desarrollo mas rapido, siempre
y cuando no sea una temperatura muy alta, como les ocurre a las puestas del mes de
junio que no tienen buen desarrollo larvario. Y para las puestas del Laboratorio de

Bioensayos I ocurrira que la temperatura es mas baja, por lo tanto el desarrollo es mas
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lento, pero ain asi ocurrié un desarrollo. Solo que a temperaturas mas bajas como

sucede con las puestas del mes de septiembre, el desarrollo larval no se llevo a cabo.

2.2 Desarrollo larvario

El desarrollo embrionario de Aplysia vaccaria se observd como el desarrollo de
los aplysidos (Figs. 23-33), segun lo reportado por Kriegsten (1977). Las etapas que se
lograron observar fue la embridnica, (completamente), y la plancténica solo durante las
primeras semanas. Se observo que el desarrollo larval se da con una division en espiral,
que dara paso a una larva trocéfora. Todo esto ocurre dentro de las capsulas embebidas
en la masa gelatinosa y después, cuando ocurre la eclosion, esta larva tendra una vida

nadadora libre como larva véliger y sera una larva planctotrofica.
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CONCLUSIONES

1. Sistemas

Sistema abierto

Aunque este sistema solo se logré probar para una semana, se observa que es un
buen sistema para cultivar larvas, a pesar de que no es un sistema utilizado para el
cultivo de esta especie; solo es necesario realizar unas modificaciones en lo referente al
filtrado del agua. Ademas, la utilizacion de 1-hexadecanol molido es util para
incrementar la supervivencia de las larvas ya que hace una disminucion en la mortalidad
por tension superficial,

Sistema cerrado

Las larvas de A. californica cultivadas en un sistema cerrado fueron las que
tuvieron una sobrevivencia durante mas tiempo, (21 dias), pero presentaron un tamafio
de larva bajo. Lo que nos indica que el agua de mar en la que se desarrollaron los
embriones presentaba caracteristicas adversas, como posiblemente baja en la
concetracion de oxigeno por el periodo de marea roja en que se obtuvo el agua o que
eran embriones con baja calidad, debido a que las puestas correspondian a la parte final
del periodo reproductivo.

En el sistema cerrado para A. vaccaria la larva eclosionada presenta un tamafio
menor al del sistema abierto con la misma larva, esto debido quiza a que la calidad de
los embriones no fue muy buena, ademas de los factores externos que pudieran afectar a
los embriones.

El sistema cerrado es un sistema muy utilizado para este tipo de organismos, es

un buen sistema, aunque es un poco mas tardado que el sistema abierto, en cuanto a
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limpieza. Para las dos especies en sistema cerrado, segun lo observado en el

experimento, el uso del 1-hexadecanol da buenos resultados, asi como el alimento.

2. Desarrollo larvario

Reproductores y puestas

Los reproductores colectados de A. vaccaria presentaron un peso promedio de
1263.35 + 602.67 gramos, y se observa que estos organismos rapidamente aumentan su
peso, tal y como lo vimos con el organismo que triplicé su peso en 15 dias. En total
obtuvimos 38 puestas, con un promedio de 57.15 + 40.45 gramos, encontrandose las
puestas con mayor peso en el mes de mayo, aunque tuvimos puestas en diferentes meses
del ailo: marzo, abril, mayo, junio y septiembre.

En los meses de primavera, la temperatura ayuda a tener un desarrollo mas
rapido, originando eclosiones entre los 15-16 dias; pero conforme aumenta las
temperaturas (meses de verano) las larvas se ven afectadas, con eclosiones de 23-24
dias, originando que tengan un mal desarrollo. Para meses de inviemo el desarrollo es
mas lento, por las temperaturas mas bajas, solo que a temperaturas mas bajas, este

desarrollo no se lleva bien a cabo, como en el mes de septiembre.

Desarrollo larvario

El desarrollo embrionario para Aplysia vaccaria es igual al desarrollo presentado

para los aplysidos.
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RECOMENDACIONES

Para el sistema abierto, se recomienda disefiar un sistema de filtrado de 5 y 1 pum
y lamparas de UV para tener una mayor limpieza en el agua.

Para el sistema cerrado, en futuros experimentos, solo sera necesario tomar las
densidades bajas de larva y mantener un cultivo limpio, quiza utilizando filtros de 0.22 y
0.45 micras, ademas de agua pasada por UV.

Es recomendable utilizar las puestas que se obtengan en los meses de primavera,
ya que la calidad de los embriones es mas alta. Ademas de que estos meses (marzo, abril
y mayo) presentan las temperaturas adecuadas para un buen desarrollo tanto de

embriones como de larvas (17-23 °C).
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