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RESUMEN

Para conocer el efecto de la edad de las larvas en la induccion a su
metamorfosis, se indujeron larvas de Haliotis rufescens de 7, 8, 9, 10, 11, y 12
dias de edad, con dos inductores; diatomeas benténicas y GABA. Se
examinaron radulas de las larvas en cada ocasion, para analizar su posible uso
como indicador del estadio de "competencia ", y se observo el crecimiento y la
sobrevivencia de los juveniles obtenidos, durante dos meses. Los valores de
metamorfosis fueron diferentes con la edad de la larva al momento de la
induccion, lo cual fue mas evidente con GABA. El mayor porcentaje de
metamorfosis fue a diferente edad para cada inductor. Ademas, el GABA fue
mejor inductor, actué mas rapido y mas sincrénico que las diatomeas
bentonicas. A los dos meses la longitud promedio fué ligeramente superior y
mas homogenea en los juveniles obtenidos con GABA (1904um) que con
diatomeas bentdnicas (1780um). La sobrevivencia fué menor durante el primer
mes, con valores al final del estudio de 3.98% de los juveniles obtenidos con
GABA y de 4.5% con diatomeas benténicas. El nimero de hileras de dientes en
la radula se increment6é linealmente con la edad de la larva (R?=88%),
presentando 10 hileras cuando la metamorfosis fue superior al 90%, con GABA.
En este caso se considera el nimero de hileras de dientes en la radula sun
mejor indicador de la "competencia" de las larvas que las ramificaciones de los
tentaculos cefalicos, para obtener mayores tasas de metamorfosis.



1.. INTRODUCCION

El abulén Haliotis spp es un molusco bentonico caracteristico de aguas templadas. Su
ciclo de vida se inicia con la fertilizacion externa de los dvulos y una posterior eclosion a
larva plancténica, la cual después empieza su proceso de asentamiento al fondo marino,
para dar lugar a la metamorfosis y asi, iniciar su fase benténica. Estos organismos viven
sobre sustratos rocosos. Durante su etapa juvenil temprana se alimentan de microalgas y
posteriormente de macroalgas. Presentan un fototactismo negativo, por lo que su habitat
comun son las grietas, cuevas y superficies cubiertas. Su crecimiento es lento, aunque
varia con la especie, aproximadamente en 6-8 afios alcanza los 12 ¢cm. Ademas, tiene
poco movimiento, lo que facilita su captura, y sus poblaciones, debida a su lenta

recuperacion, son muy sensibles a la sobrexplotacion.

Dada la importancia del abulén como recurso pesquero, de alto precio en el mercado
internacional y a la sobrexplotacion de sus poblaciones naturales, 12 mayoria de los paises
que se dedican a su extraccion, han dedicado un gran esfuerzo a su cultivo. Japén inicid
actividades relacionadas con su cultivo hace casi 40 afios (Grant, 1931). Esta actividad, se
sustenta en la produccion de juveniles en el laboratorio, ya que su captacion en el medio

natural es muy pobre e ineficiente,

En abulén, como en otros moluscos, el estudio especifico del comportamiento de las
larvas y su etapa de asentamiento y metamorfosis, son fundamentales para la obtencion de

semilla por medio de colectores en el medio natural o en el laboratorio.

Aun, son pocos los estudios sobre la metamorfosis en larvas de abulon. Los resultados
obtenidos con los diferentes inductores, proporcionan resultados muy variables,
posiblemente debido a que su aplicacion se lleva a cabo en diferentes estados de
sensibilidad de la larva a la induccién, la cual varia con la edad, de un dia a otro. En este
trabajo, se estudio en Haliotis rufescens la relacion de la edad de la larva con la

metamorfosis obtenida con dos inductores. Como inductores, se utilizaron; las diatomeas



benténicas, que son de uso mundial en los laboratorios de produccion y el acido

gama-aminobutirico (GABA).



2.. ANTECEDENTES

La larva de abulon es considerada lecitotrofica, ya que que no necesita obtener su
alimento del medio ambiente durante esa etapa, pues hace uso de sus propias reservas
(Jaeckle y Manahao, 1989). Después del asentamiento, al encontrar condiciones
favorables, inicia su proceso de metamorfosis para llegar posteriormente a su estadio
juvenil. Las larvas de abulén pueden retrasar su metamorfosis si no encuentra un sustrato
adecuado. Esta capacidad de retraso ha sido encontrada para una gran cantidad de
organismos marinos, algunos de los cuales pueden llegar a prolongar su vida larvaria hasta
un ailo (Scheltema, 1971). Morse (1984), sefiala que en ausencia de inductores, la larva de

H. rufescens puede posponer el asentamiento y sobrevivir por mas de fres semanas.

En el cultivo de abuldén Haliotis spp, la induccion al asentamiento y metamorfosis de
las larvas y su primer mes de vida bentonica, es la etapa mas critica (Grant, 1981). Su
etapa larvaria es por lo general de 5 a 8 dias, dependiendo de la temperatura a la cual se
desarrolla y la sobrevivencia puede ser mayor del 90%. Sin embargo, posteriormente, en la
transicion de larva véliger a juvenil bent6nico, la sobrevivencia puede disminuir a menos

del 10% (Ebert y Houk, 1984).

Las causas de mortalidad en esa etapa pueden ser diversas, como las bacterias del tipo
Vibrio que pueden estar estan presentes en los cultivos de diatomeas de los cuales se
alimentan (Elston y Lockwood, 1983), o bien de tipo genético u oogénico (Morse et al.,
1979a; Leighton, 1985), que repercuten en la calidad de la larva y poslarvas obtenidas.
También, Imai (1967), atribuye la alta mortalidad que se observa durante y posterior a el
asentamiento, a problemas relacionados con una deficiente nutricion. Sin embargo,
Leighton (1977) y Morse et al.(1979a), consideran que esto no es suficiente para explicar
la elevada mortalidad ocurrida durante esa etapa. Kohn (1983), y Garland ef al., (1985),
sefialan la importancia del valor nutricional de diatomeas y microorganismos, en poslarvas,

para tener éxito en el reclutamiento de los gasteropodos y el abulon respectivamente.



También se han obtenido evidencias experimentales de que la mortalidad en condiciones
de laboratorio y en ausencia de un inductor especifico, es provocado por un crecimiento
poblacional desmedido de las bacterias, que provocan una mortalidad poslarval (Leighton,
1977; Morse et al., 1979b). Estos autores, también sefialan, que como consecuencia de lo
anterior, puede ocurrir la aparicion de protozoarios ciliados en el cultivo, que completan la
digestion de los abulones moribundos y que puede provocar la pérdida total del cultivo.
Este ultimo autor considera que la mortalidad poslarval en las especies de Haliotis resulta
en parte, del retraso del desarrollo normal, y sugiere que las sustancias requeridas
morfogenéticamente de manera natural para la induccién, pueden estar ausentes en los
sistemas de cultivos intensivos que se utilizan. De manera que, para superar esta
deficiencia, se requiere de la aplicacion de un inductor adecuado. Otro aspecto que debe
ser considerado, es la edad de la larva en el momento de la induccién ya que también
depende de esta (Barlow, 1990; Hahn, 1989). Por lo tanto, la nutricion de las poslarvas,
el inductor y la edad de las larvas al momento de la induccién a la metamorfosis son
factores que es necesario conocer mas para saber como y cuales son sus efectos en esta

etapa.

Como es posible obtener mas de un millén de huevos de una sola hembra, algunos
investigadores no parecen darle gran importancia a este hecho. Sin embargo, si preocupa a
los productores que requieren de producciones elevadas de semilla. En Japon 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

produccion (Kan-no, 1975).

Debido a la sobrexplotacion a que ha sido sometido el abulon, en México se
considero la acuicultura 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 abulon, que operan en Bahia



Tortugas, La Bocana y Punta Eugenia, en Baja California Sur, tienen una mortalidad
superior al 99% de las poslarvas durante la metamorfosis y los dias posteriores a ésta. Su
produccién anual promedio ha sido muy baja, de 7,000 a 20,000 juveniles por laboratorio,
a pesar de que algunos de éstos tienen cinco y hasta diez afios en operacion. Esta es la
principal causa por la que no se ha desarrollado el cultivo de abulon en el pais
(Salas-Garza y Searcy-Bernal, 1992). La tnica granja de abulon que opera a gran escala
desde 1993, es privada y se encuentra operando en la Isla Todos Santos. En el inicio
compraron la semilla de abulén rojo H. rufescens (600,000 juveniles), a granjas de
California, y recientemente empezaron a producir su propia semilla en un laboratorio

ubicado en el Ejido Eréndira B.C.

Las larvas de abuldn, cuando ya han completado su desarrollo larval, son competentes
para el asentamiento y es posible observar ciertas caracteristicas morfoldgicas que asi lo
determinan. La larva presenta cuatro lobulos o ramificaciones en los tentaculos cefélicos,
el pie estd mas desarrollado y le permite reptar sobre el sustrato y propulsarse con la
ayuda de los cilios (Seki y Kan-no, 1981; Ebert y Houk, 1984). Las larvas competentes
alternan el nado con la reptacion, "probando" los diferentes sustratos hasta que encuentran
el adecuado, luego empieza la metamorfosis. Inicialmente las larvas pasan mas tiempo
nadando que reptando, invirtiéndose paulatinamente este proceso (Morse ef al., 1980).
Dicho comportamiento asegura una gran especificidad en la induccion al asentamiento,
protegiendo a las larvas de un microhabitat inadecuado, ya que iniciada la metamorfosis
con la pérdida de los cilios el proceso es irreversible. La iniciacion de la metamorfosis se
puede observar cuando se desprende el vélum (compuesto de 24 células ciliares) y se inicia
la formacion de la concha peristomal, que es la precursora de la concha del estado adulto.
El asentamiento y la metamorfosis generalmente ocurren como respuesta ante un estimulo

externo. Existe controversia entre autores para definir la metamorfosis, que de acuerdo



con Scheltema (1974), Chia y Koss (1978), y Chia (1989), es un cambio ontogénico que

implica transformaciones morfogenéticas irreversibles.

Los métodos mas utilizados para inducir al asentamiento y metamorfosis son las
diatomeas benténicas y el mucus de abuldn. Estos han sido tradicionalmente utilizados en
paises como; Japon, Corea, Taiwan, Estados Unidos, Australia, Nueva Zelandia, Francia
(Hahn, 1989) y México (Salas-Garza y Searcy-Bernal, 1992). Existe otro método, la
aplicacion del acido gama-aminobutirico (GABA), que empieza a ser usado cada vez mas
por algunas granjas de abulon en México y Estados Unidos, pero que ain se cuestionan

sus alcances.

Morse et al. (1979a, 1979b) y Morse (1984), sugieren que las diatomeas no actian
por si solas como estimulo, sino que bacterias asociadas a estas son las que provocan la
induccion mediante la liberacion de GABA o acido glutamico (precursor del GABA) a
través de su accion con el detritus y otras fuentes de materia organica. La importancia y el
efecto de las bacterias sobre las larvas es poco entendido en términos de su influencia al
asentamiento y metamorfosis (Elston y Lockwoood, 1983). En Nueva Zelandia los
recipientes que contienen los cultivos de diatomeas se dejan sin cambio de agua por un dia
para permitir la proliferacién de bacterias en el medio, un dia antes de la induccion al
asentamiento, ya que de esta manera se obtienen mejores resultados en la metamorfosis
(Tong Y Moss, 1992). Las bacterias se han considerado como un complemento
alimenticio importante de los abulones, principalmente en su vida benténica inicial (Cropp,

1989).

El mucus, como inductor es comunmente utilizado en los paises asiaticos (Grant,
1981; Seki, 1980; Seki y Kan-no, 1981). Su aplicacion consiste en la colonizacion previa
por diatomeas bentonicas en los recipientes o placas de asentamiento, y sobre las cuales se
dejan reptar y pastorear abulones juveniles por 24 o 48 horas, antes al asentamiento (Seki,

1980). El mecanismo de accion es desconocido y se sugiere que el mucus o alguno de sus



componentes quimicos actia como inductor. La larva al parecer detecta el mucus por

contacto con sus tentaculos cefalicos.

Juveniles de abulon de reciente asentamiento, se han encontrado asociados con algas
coralinas incrustantes, en mas alta proporcion que en ambientes similares con ese tipo de
algas ausentes (Saito, 1981, Shepherd y Turner, 1985). En el medio natural el estimulo
ambiental que desencadena el proceso de metamorfosis, en el abulén rojo H. rufescens, se
encuentra presente en esas algas rojas incrustantes (Morse y Morse, 1984). En el
laboratorio, Morse ef al. (1979a, 1980), utilizaron GABA como inductor ya que mimetiza
la accion del inductor natural. Se indujeron al asentamiento larvas que respondieron
rapidamente al estimulo. Se encontr6 que éste induce al asentamiento y metamorfosis de
una manera rapida y sincrénica hasta en un 99%. El GABA es un aminoacido y un
neurotrasmisor que actila en terminales presinapticas como inhibidor en el sistema
nervioso de vertebrados (Levitan y Kaczmarek, 1991; Tofano, 1983). Como
neurotrasmisor actia a través de dos tipos de receptores de membrana reconocidos como
GABA, y GABA, (Chapman, et al., 1993; McGeer y McGeer, 1993). De acuerdo con
Chapman et al., (1993), el primero actua mediante la apertura de canales i6nicos de CI
con los que se despolariza la membrana nerviosa y bloquea los potenciales de accion
nerviosa y se inhibe la exitabilidad nerviosa. El segundo, modula los canales de Ca*" y K*
mediante la interacién con segundos mensajeros celulares como las G proteinas o la
adenilato ciclasa. El GABA se sintetiza a partir del acido glutamico y su composision

quimica se describe a continuacion:

NH,
HOOC—CH,— CH, — ¢ —H



Experimentalmente se encontré que con GABA a mayor concentracion 10° M el
asentamiento en . rufescens, fue del 100% en solo siete minutos y a 10° M fue del 26 %
después de 38 horas (Morse ef al., 1980). Concentraciones mayores de 10° M aplicadas
por un tiempo prolongado inducen al asentamiento pero la metamorfosis es inhibida y los
juveniles eventualmente mueren. Si se aplica prematuramente se inhibe el asentamiento. La

concentracion y el tiempo de exposicion son criticos en su aplicacion.

Los tres métodos descritos han demostrado su eficacia en la induccion a la
metamorfosis. Sin embargo, la aplicacion de GABA en larvas de una especie de abulon
japonés Haliotis discus hannai provocd un comportamiento anormal, con la muerte
subsecuente de las larvas (Akashige, e al., 1981). Por otro lado, Morse ef al., (197%a),
prueba que ninguna de las diatomeas bentonicas que son consumidas inicialmente por
poslarvas, tales como Cyclofella spp, Nitzchia spp, Tetraselmis spp y Cocconeis spp
indujeron al asentamiento de larvas. Esto fue cuestionado luego por otros autores (Ino,
1980; Ebert y Houk, 1984). En cambio, el GABA provoca un asentamiento y
metamorfosis normal tanto en H. rufescens (Morse, 1979a; Searcy-Bernal et al., 1992b),
como en H. corrugata y H. fulgens (Searcy-Bernal et al, 1992b). Estos resultados
parecen contradecirse entre ellos. Sin embargo, puede concluirse que ambos métodos son
capaces y efectivos para inducir al asentamiento y la diferencia entre resultados no

necesariamente se deben unicamente a diferencias de especies.

La induccién al asentamiento y metamorfosis es un fendomeno critico en la vida del

abulén, por lo cual el mecanismo de induccion se considera que debe de ser muy

especifico. Aunque las técnicas usadas en cada estudio para probar repetidamente la ,

induccién con diatomeas bentdnicas y también el GABA parecen ser las miznas, hay

probablemente diferencias muy sutiles, como pudieran ser: reactivos de diferentes .f(

]

compaiiias quimicas, calidad del agua, edad de la larva examinada y otros que pudieran |

afectar los resultados (Hahn, 1989).



Ebert y Houk (1984), en su laboratorio, repitieron en cinco ocasiones la misma técnica
de minduccién con diatomeas bentonicas, en iguales condiciones, para obtener juveniles a
partir de larvas, y en tres meses obtuvieron diferentes resultados en la sobrevivencia, desde
1.9% hasta 13.5%. El 90% de la mortalidad ocurri6é durante el primer mes y la mitad de
ésta durante la metamorfosi. Esto revela que el éxito del cultivo es muy variable, lo cual es
comun en los laboratorios comerciales. Si se considera que el periodo larvario de 6 a 8
dias es corto, el inducir el asentamiento un dia antes o un dia después puede variar los
resultados de manera importante, si la sensibilidad de la larva al inductor cambia con la

edad o con su estadio de desarrollo. Hay evidencias que sustentan esta hipotesis.

Barlow (1990), utilizO GABA como inductor a los 7, 8, 9, 11 y 15 dias de edad de la
larva, la respuesta fue diferente en cada ocasiéon. La larva se consideré competente para el
asentamiento el dia 7, sin embargo sélo un 30% se metamorfizo y hasta el dia 11 se
obtuvo un 100% de metamorfosis . Lo anterior sugiere que a pesar de que la larva es
competente para fijarse al sustrato, la competencia para metamorfosis se alcanza dias
después. Es posible que este estado sea el reflejo de otros cambios en el desarrollo de la
larva, tales como la terminacion del circuito neural mediante el cual responde al estimulo
para la metamorfosis (Barlow, 1990). El experimento de este autor, se llevo a cabo a una
temperatura controlada de 15°C, por lo que hablar de una edad para una mejor
metamorfosis probablemente es valido para esa temperatura y no para otras. La
sensibilidad de la larva al estimulo debe estar en funcién de su desarrollo (y no de la edad),
el cual a su vez depende de la temperatura, ya que a mayor temperatura tendra un
desarrollo més rapido y ser4 competente antes de los 11 dias sefialados. Larvas de Haliotis
sorensenni se mostraron competentes para el asentamiento a los 7 dias a una temperatura
de 20°C, a los 8 dias a 18°C y no ocurri6 esto a 10°C (Leighton, 1972). Debido a que
puede haber otros factores que en menor grado influyan en el desarrollo de la larva, como;

la calidad del agua, estrés debido al manejo etc., seria de gran utilidad tener un indicador



del estado de desarrollo de las larvas que sefiale cuando realmente son competentes para el
asentamiento y metamorfosis con las mejores posibilidades de éxito a cualquier
temperatura que se haya realizado el cultivo. Una posibilidad es tomar como referencia o
indicador la radula de las larvas, las cuales durante sus ultimos dias de vida larvaria y su
etapa de poslarva, ain esta en desarrollo y se da un incremento en el mimero de hileras de
dientes. En un laboratorio de Nueva Zelandia, ademas de observar el desarrollo de los
tentaculos cefélicos se cuenta el nimero de hileras de dientes en las larvas y cuando tiene
de siete a nueve hileras se considera que estin competentes para el asentamiento (Tong Y

Moss, 1992).

El efecto de usar uno u otro inductor, el estadio de desarrrollo de la larva en el
momento de la induccién, la conveniencia de usar uno u otro indicador para determinar la
competencia de las larvas para ser inducidas a la metamorfosis, la variabilidad en los
resultados obtenidos en un laboratorio al utilizar la misma rutina en la produccion de

semilla, son algunas de las interrogantes a las que se ha hecho referencia en este escrito.

3.. OBJETIVOS:

Los objetivos de este estudio son:

1) Establecer con larvas de diferentes edades de H. rufescens, su relacion con la

respuesta en la metamorfosis, con dos inductores, GABA y diatomeas bentonicas.

2) Establecer su momento optimo a la metamorfosis con el desarrollo de la radula y

evaluar su utilizacién como indicador de competencia a la metamorfosis.

3) Evaluar los cultivos de poslarvas y juveniles obtenidos de las condiciones

experimentales sefialadas, por medio del crecimiento y la sobrevivencia.
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4.. MATERIALES Y METODOS

Para determinar la relacion de la edad de la larva en el momento de la induccion , con
la metamorfosis obtenida, se indujeron a la metamorfosis larvas competentes, provenientes
de un mismo cultivo, a las edades de 7, 8, 9, 10, 11 y 12 dias. La induccion a la
metamorfosis se realizo durante seis dias, cada 24 horas y se utilizaron paralelamente dos
inductores, diatomeas bentonicas y GABA, ademas del testigo, en el que se mantuvieron

larvas en ausencia de inductores.

El estudio se llevo a cabo de enero a mayo de 1993 en el Laboratorio de Moluscos del
Instituto de Investigaciones Oceanologicas de la Universidad Auténoma de Baja

California, en Ensenada.

4.1 Diseiio Experimental

El modelo experimental utilizado fue de dos factores fijos, cumpliéndose las
caracteristicas de aleatoriedad y réplicas. Los factores fijos fueron la edad y los

inductores, y el nimero de réplicas fueron tres en todos los casos.

4.2 El modelo lineal factorial (Montgomery, 1983):

Yige =+ o + By + (o) + €,
donde:

Y= Porcentaje de metamorfosis en la k-ésima réplica en el subgrupo representando

el i-ésimo grupo del tratamiento A, y el j-ésimo grupo, del tratamiento B.

H = Media poblacional.
o; = Efecto del i-ésimo nivel del factor A (edad de la larva).

B; = Efecto del j-ésimo nivel del factor B (inductor).
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(ap),; = Efecto de la interaccion en el subgrupo representando el i-ésimo grupo del
factor A y el j-ésimo grupo del factor B.

ey = es el error asociado con la k-ésima en el subgrupo. Los errores tienen una
distribucion normal, idénticamente distribuidos e independientes, con valor esperado de 0

y homoscedastico.

De manera esquematica, el disefio experimental que representa el modelo utilizado se

muestra en la figura 1.

Los dos factores que se prueban con este modelo; los inductores y las edades de las
larvas, son considerados como fijos, ya que fueron seleccionados previamente, es decir,
sin pretender su eleccion al azar. Por lo tanto, partiendo de esto, la esperanza de
cuadrados medios para cada uno de los factores, su interaccion y el error, se expresa de la

siguiente manera:

Esperanza de cuadrados medios, E (CM)

FV E(CM)
Edad (A) o2 +bXi(pi—y)*la

Inductor (B) o2 +aXj(j—y)*/b

AXB o +(1/ab)Z i % j(yij — i) vij - )
Error o?

En el mismo orden corresponden:
El efecto esperado de la Edad
El efecto esperado del Inductor
El efecto esperado de la Interaccion
El efecto esperado del Error

Para el modelo experimental planteado, se consider6 adecuado emplear el analisis de

varianza (ANDEVA), ya que es una prueba robusta, que opera bien aiin con considerable
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Figura 1.- Disefio experimental. Induccion a la metamorfosis de larvas de H. rufescens

durante seis dias. El primer dia de induccion a la metamorfosis las larvas mostraban

cuatro ramificaciones en los tentaculos cefilicos a la edad de 7 dias.
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heterogenidad de varianzas, siempre y cuando todas las », sean iguales o casi iguales.
También es robusta con respecto a la suposicion implicita de "poblaciones" normales, ya
que solo es afectada ligeramente por desviaciones considerables de la normalidad,

especialmente con incrementos de 7.

4.3 Desove.

Se obtuvieron sementales de abulon rojo, Haliotis rufescens con promedio de 8.0 cm,
en una granja de abulon en California. Los organismos fueron mantenidos en un tanque de
fibra de vidrio de 460 1 con aireacion, flujo de agua continuo, a una temperatura de 16°C y
alimentados con la macroalga Macrosystis pyrifera. Después de siete dias, tres machos y
cuatro hembras fueron inducidos al desove por el método de perdxido de hidrégeno
(Morse, 1977), en acuarios separados con un volumen de 10 litros cada uno. Se
expusieron a una concentraciéon de SmM de perdxido de hidrégeno, por tres horas, antes

de cambiarles el agua, para que iniciaran el desove.

4.4 Fertilizacion

Los espermatozoides fueron lavados en un tamiz con agua de mar filtrada a 1 pmy
pasada por UV, y cuantificados en un microscopio compuesto. Los 0vulos se recuperaron
con un tamiz de 108 pm, y se enjuagaron suavemente con agua filtrada y pasada por luz
UV. La fertilizacion se llevo a cabo en un recipiente de 18 litros, que contenia en el fondo
una capa homogenea de Ovulos y una concentracion final de 300,000 espermas/ml.
Después de 10 minutos de haber homogenizado el contenido, los dvulos fueron lavados en
tres ocasiones con espacio de 10 minutos, para quitar el exceso de espermatozoides. Las
larvas trocoforas fueron obtenidas 24 horas después de la fertilizacion al ocurrir la
eclosion. Estas fueron removidas del recipiente con un sifén, dejando en el fondo, 6vulos
sin fertilizar, larvas anormales y otros desechos producto de la fertilizacion. Se

transfirieron a otros recipientes para continuar el cultivo.
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4.5 Cultivo de larvas

Las larvas fueron cultivadas en cubetas de 18 litros a una densidad de 7 larvas/ml con
la técnica japonesa, que consistié en un sistema cerrado (sin flujo), con cambios diarios de
agua filtrada a 1pm y pasada por luz ultravioleta (Grant, 1981). Los cambios de agua se
hicieron por decantacion, filtrando el agua a través de un tamiz de 108 pm para retener las
larvas y en cada ocasion se tomo una muestra para observar al microscopio su condicion y

estadio de desarrollo.

Al tercer dia, como medida preventiva,a las larvas en estadio véliger, se les aplicaron
los antibidticos de penicilina procainica y estreptomicina por 24 horas, ambos a una
concentracion de 75 mg/l. El cultivo de larvas se mantuvo por siete dias, a una
temperatura promedio de 16°C£1°C, hasta que las larvas fueron consideradas competentes

para ser inducidas al-asentamiento y metamorfosis.
”~ \
Experimento:

Cada dia se prepararon nueve cubetas de 18 litros, que correspondieron a los tres
tratamientos (dos inductores y el testigo sin inductor) con sus tres réplicas (Figura 1). En
cada cubeta se introdujeron 2500 larvas, a una densidad para el asentamiento de 1

larva/cm®. Se utilizaron un total de 130,000 larvas.

Las diatomeas bentonicas utilizadas como inductores y alimento, fueron del género
Nitszchia sp, de la cual se realizaron cultivos semicontinuos controlados en el Laborarorio

de Microalgas del mismo Instituto.

Las cubetas con diatomeas bentonicas se prepararon 24 horas antes de la induccion. Se
usaron cubetas limpias que fueron inoculadas con las diatomeas a una concentracién de
12,000 cel/cm?® y permanecieron sin aireacion y flujo por 24 horas, hasta que se formo una
delgada pelicula de diatomeas en toda el area sumergida del recipiente. Las cubetas testigo

y las utilizadas para aplicar el GABA se mantuvieron limpias en el momento de la
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induccion y 24 horas después se inocularon las diatomeas que sirvieron como alimento. El
sexto y ltimo dia de induccion al asentamiento y metamorfosis de las larvas, quedaron un
total de 54 recipientes experimentales. Estos fueron distribuidos al azar dentro de cuatro
charolas de fibra de vidrio de 2.0 x 1.0 x 0.20 m, en las cuales se colecté el agua

proveniente de cada recipiente.

Cada cubeta se mantuvo con un flujo permanente de 300 ml/min de agua de mar
filtrada a 1pm. Se proporcioné iluminacioén constante con lamparas fluorescentes de luz de
dia, de tamafio de 8 pies y tubos luminicentes de 40 watts, para permitir el crecimiento
poblacional de diatomeas bentdnicas y evitar el calentamiento. Se colocd una piedra de

aireacion en cada recipiente y para mantener el oxigeno disuelto aproximadamente a 7.5

mg/l.

4.6 Metamorfosis

Se consideraron en proceso de metamorfosis aquellas larvas que perdieron el vélum o
que presentaron la concha peristomal, como se muestra en la figura 2 (Seki y Kan-no,
1981). La concha peristomal, es la concha nueva que es segregada por el manto, que se
forma en el proceso de metamorfosis y que se diferencia de la concha larval por ser mas
rugosa, gruesa y menos transparente. La evaluacion de la metamorfosis se llevo a cabo 24
horas después de la induccién. Se tomaron de cada cubeta dos muestras al azar, como se
describe a continuacién. Se procedié a decantar el agua de cada recipiente a través de un
tamiz de 108 pm para retener las larvas, las cuales fueron nuevamente regresadas a la
cubeta en un volumen de un litro. Entonces, se introdujo un cilindro de plastico con un
area de boca de 14 cm® | que se mantuvo firmemente contra el fondo y en la parte interna
se hizo un barrido con un pincel de pelo fino. De inmediato, se extrajo el volumen de agua
con una pipeta de 25 ml y se colectaron tanto las larvas que se encontraban en suspension,

como las poslarvas que ocupaban el sustrato al interior del cilindro. La muestra se
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Tentaculos cefélicos

Vélum

Vista dorsal de una larva competente a la
metamorfosis que muestra las ramificaciones
en los tentaculos cefélicos

Vista ventral de una larva en proceso de
metamorfosis que perdio6 el vélum

Concha peristomal

Concha larval

Vista dorsal de una poslarva en estadio de desarrollo
mas avanzado que muestra la concha peristomal

. y

Figura 2.- a) Estadio larval de competencia al asentamiento y metamorfosis y b, c)

criterios de evaluacion de la metamorfosis.
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transfirid a un tamiz y luego a una camarilla de conteo para ser anzlizada en su totalidad
en un microscopio compuesto. Este procedimiento se repiti6 en dos ocasiones en cada
recipiente, por lo que el 4rea muestreada fue de 28 cm’ (5.4%), de un total de 515 cm’,
que corresponden a el area del fondo de la cubeta, donde se encuentraban la totalidad de
los organismos (larva y poslarva). Se consideraron tres categorias; larva, poslarva sin
vélum y poslarva con concha peristomal. Al final se estimé el porcentaje de metamorfosis

sumando tanto las poslarvas sin vélum, como las que presentaron concha peristomal.

Para evaluar el efecto inicial del inductor en el desarrollo de las poslarvas, se
estableci6 la relacion de aquellas que presentaron concha peristomal a las 24 horas de la

induccion con los porcentajes de metamorfosis.

4.7 Desarrollo de la Radula

Durante el experimento, se tomaron muestras diariamente, para evaluar el estado de
desarrollo de la radula. Se aplico la técnica utilizada en Nueva Zelandia y descrita por
Tong y Moss (1992). Finalmente, se contd el nimero de hileras de dientes en la radula de

20 larvas cada dia y se estim6 el promedio, en cada ocasion.

4.8 Crecimiento

La longitud de los organismos se evalud a los 9, 29, 45 y 63 dias de edad. De cada
cubeta se extrajeron 12 organismos al azar, por triplicado, por lo cual correspondieron a
un total de 36 por tratamiento. Los animales fueron medidos con una reglilla micrométrica
en el microscopio compuesto y, con el microscopio estereoscopico cuando su tamaifio
promedio rebasé las 1500 pm. El crecimiento se comparé entre las poslarvas asentadas
con los dos inductores experimentales y entre las larvas que se metemorfizaron a

diferentes edades con un mismo inductor.
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4.9 Sobrevivencia

Se evaluo la sobrevivencia en todas las cubetas a los 29, 45 y 63 dias, para lo cual se
efectuaron conteos directos de todas las poslarvas y/o juveniles presentes. Para calcular, el
porcentaje de sobrevivencia se consideré como 100% a las 2500 larvas iniciales inducidas

a al metamorfosis en cada recipiente.

4,10 Analisis Estadistico

a) Evaluacion de los efectos de la edad de las larvas en la metamorfosis:
El modelo experimental de dos factores fijos, correspondientes a la edad de la larva y los
inductores, se analiz6 a través de un analisis de varianza (ANDEVA), de dos vias, al
cumplir las condiciones de normalidad, Kolmogorov-Smirnov y de homogenidad de
varianzas, con la prueba de Barttlet (Zar, 1984), que se realizaron en un programa

estadistico, STATGRAPH version 6.0.
Los juegos de hipotesis estadisticas a probar fueron las siguientes:

H, = No hay diferencias en la metamorfosis obtenida con larvas que son inducidas a

diferentes edades (dias).

H, = Si hay diferencias en la metamorfosis obtenida con larvas que son inducidas a

diferentes edades (dias).

H, = No hay diferencia en la metamorfosis obtenida entre los inductores, GABA y

diatomeas bentonicas.

H, = Si hay diferencia en la metamorfosis obtenida entre los inductores, GABA y

diatomeas bentonicas.

H,= No hay un efecto de interaccion de la edad de las larvas y los inductores, en la

metamorfosis obtenida.
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H, = Si hay un efecto de interaccion de la edad de las larvas y los inductores, en la

metamorfosis obtenida,

Con la finalidad de obtener mas informacion, posteriormente se procedid con el
ANDEVA (Analisis de Varianza) de una via, para comparar la metamorfosis obtenida con
cada inductor a diferentes edades de la larva. Cuando se encontraron diferencias (0.<0.05)
se realizaron contrastes multiples con la prueba de Scheffe (Zar, 1984). Esta prucba puede
ser usada para probar hipotesis nulas de la forma H : p, - p, = 0 y no requiere muestras
de igual tamafio. Los andlisis se refieren a las pruebas de "contrastes multiples", cuando se

tienen que realizar varias comparaciones simultaneamente.

Se aplicaron los modelos multiplicativo y lineal a los datos de metamorfosis obtenidos

con los dos inductores.

Se realizd un anélisis de correlacion para evaluar la intensidad de asociacion de las

variables; edad (dias) de la larva, y nimero de hileras de dientes en la radula.
¢) Crecimiento

Debido a la tendencia lineal del crecimiento mostrado por los organismos durante este
estudio (Figuras 9 y 10), para obtener un mejor ajuste lineal de los datos se aplic6 una
regresion de minimos cuadrados. El criterio de minimos cuadrados, considera la
desviacion vertical de cada punto de la linea, y define el mejor ajuste lineal, como aquel
que resulta con el valor mas pequefio de la suma de cuadrados de esas desviaciones, para
todos los valores de Y, y Y, . Posteriormente, fueron comparadas las pendientes (con la
prueba de Tukey, en Zar, 1984), obtenidas de los datos de crecimiento de organismos
provenientes de larvas de diferentes edades con un mismo inductor. Para cada evaluacion
del crecimiento, 9, 45 y 63 dias, se compararon entre los tratamientos para cada inductor,

por medio de un ANDEVA, ya que los datos fueron normales, y se determind la
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homogenidad de varianzas. También se compararon los crecimientos promedio para una

misma edad de la larva, pero provenientes de diferente inductor (t Student).
d) Sobrevivencia

Los porcentajes de sobrevivencia cumplieron las condiciones de normalidad y
homogenidad de varianzas, por lo que fueron tratados con un ANDEVA de una via para
comparar los datos obtenidos de las diferentes edades de larvas con un mismo inductor y
por otro lado, comparar éstas entre inductores. Se llevo a cabo un analisis de correlacion
simple para determinar si hay asociacion entre la sobrevivencia y la edad de la larva al
momento de ser inducida a la metamorfosis, considerando como hipdtesis, que las larvas
inducidas a una mayor edad, resulten con mayores porcentajes de sobrevivencia. De igual
manera se busco la relacion entre la sobrevivencia y el porcentaje de metamorfosis,
considerando como hipétesis que, en los tratamientos que se obtuvieron mayores tasas de

metamorfosis, resultaron también con los porcentajes de sobrevivencia mas grandes.
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5. RESULTADOS

5.1 Metamorfosis

La metamorfosis fue afectada (p<0.01) por la edad de la larva en el momento de la
induccion , y la mejor edad para inducir a las larvas fue diferente (p<0.01) para cada
inductor (Figura 3; Tabla I, ver anexo). Ademas, hubo interaccion (p<0.01) entre los

inductores y la edad de las larvas en la metamorfosis promedio.

La metamorfosis promedio obtenida con GABA y diatomeas bent6nicas, presentaron
cada una, diferencias con la edad de la larva (p<0.05; Tablas IT y III, ver anexo) y
tendencias distintas (Figura 3). El GABA proporcioné los porcentajes de metamorfosis
mas altos y fueron superiores en los seis dias de induccién, a los obtenidos con diatomeas
bentonicas. Presentaron una tendencia ascendente, que inicia a la edad de 7 dias con 43%
y finaliza a la edad de 12 dias con 96%. Con GABA, los valores se ajustaron a el modelo
multiplicativo y el modelo lineal (Tabla IV, ver anexo).Se encontraron ciferencias
(p<0.01), en la metamorfosis obtenida a distintas edades, con la presencia de dos grupos
que determiné la prueba de comparaciones multiples de Scheffe (Tabla II, ver anexo); el

primero para la edad de 7-8 dias y el segundo de 8 a 12.

Con las diatomeas benténicas los valores de metamorfosis fluctuaron del 11.3% al
37.5% (Figura 3, Tabla II, ver anexo). Estos no siguieron un patrén bien definido, como
sucedié con GABA, ya que el valor méaximo ocurrié a la edad de 8 dias y luego disminuy6
para incrementarse de nuevo a la edad de 11 dias y disminuir nuevamente el siguiente dia.
La metamorfosis mostré diferencias (p<0.05) y la prueba de comparaciones multiples
separd dos grupos que estan traslapados, pero que algunos valores formaron parte de

ambos (Tabla ITI, ver anexo). Los datos no se ajustaron al Modelo Lineal.
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Figura 3.- Porcentaje de metamorfosis en larvas competentes de diferentes edades (7-12
dias), de Haliotis rufescens inducidas con GABA y diatomeas bentonicas. Las lineas

verticales representan la desviacion estandar.
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El porcentaje de conchas peristomales evaluado 24 horas después de la induccion,
mostrd diferente comportamiento para cada inductor. Cuando se us6 GABA, los
porcentajes fueron altos y con un incremento constante de los 7 dias de edad con 4.4%,
hasta los 12 dias con 77%, avanzando casi en forma paralela a la metamorfosis (Figura 4).
Los porcentajes fueron diferentes (p<0.01), y se separaron en dos grupos con la prueba de
Scheffe (Tabla V, ver anexo). Con las diatomeas bentonicas los porcentajes de conchas
peristomales fueron muy bajos, presentaron diferencias con la edad de la larva (Tabla VI,
ver anexo) y alcanzaron un valor maximo de 6.4% a la edad de 4 dias (Figura 5). La

prueba de comparaciones multiples separé dos grupos .(Tabla VI, ver anexo).

5.2 Desarrollo de la radula

El niimero de hileras de dientes en la radula mostr6 un incremento lineal en funcion de
la edad de la larva, con un coeficiente de determinacién (R* ) de 88%. La relacion
promedio de niimero de hileras de dientes y los porcentajes de metamorfosis obtenidos
con los dos inductores, se muestra en la figura 6. A la edad de 7 dias, cuando la larva
inicié su estadio de competencia a la metamorfosis, presentd un promedio de 7 hileras de
dientes y de 10 cuando la metamorfosis llegd al 90%. Para el valor de metamorfosis més

alto de 96% el niimero promedio fue de 13 (Figuras 7 y 8).

5.3 Crecimiento

El crecimiento de las poslarvas y juveniles obtenidos de la induccion de las larvas con
GABA y diatomeas bent6nicas mostrd una asociacion lineal en ambos casos (Figuras 9 y
10; Tablas VII y IX, ver anexo). A los 9 dias las poslarvas obtenidas con diatomeas
benténicas presentaron un mayor crecimiento y una mayor variabilidad que las obtenidas
con el GABA. A los 63 dias las longitudes promedio para las obtenidas con GABA fueron
de 1827 pm, con una desviacion estndar de 521 pm, a 2030 pm,con una desviacion

etandar de 594 pm y para diatomeas de 1419 pm, con una desviacion estandar de 231pum,
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Figura 4.- Porcentaje de metamorfosis en larvas competentes de Haliotis rufescens,
inducidas con GABA, a diferentes edades y de poslarvas con conchas peristomales
presentes 24 horas después de la induccion. Las lineas verticales corresponden a la

desviacion estandar
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Figura 5.- Porcentaje de metamorfosis en larvas de Haliotis rufescens de diferentes
edades, inducidas con diatomeas benténicas y de poslarvas con conchas peristomales
presentes 24 horas después de la induccién. Las lineas verticales corresponden a la

desviacion estandar,
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Figura 6.- Incremento en el mimero promedio de hileras de dientes en la radula, de
larvas de diferentes edades de Haliotis rufescens y su relacion con los porcentajes de
metamorfosis obtenidos con los inductores; GABA y diatomeas bentonicas. A la edad
de 7 dias, las larvas presentaron cuatro ramificaciones en los tentéculos cefilicos. Las

lineas verticales corresponden a la desviacion estandar.
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Figura 7.- Larva de abulon H. rufescens vista al microscopio compuesto que muestra la

radula después de aplicar la técnica descrita por Tong y Moss (1992).

a 2106 pm, con un desviacion estandar de 489 pm (Tablas, XI y XII, ver anexo). Cuando
los datos de crecimiento obtenidos a los 9, 45 y 63 dias fueron tratados con un analisis de
regresion, para ajustar a una recta y las pendientes se compararon con la prueba de Tukey,
en el caso de las diatomeas bent6nicas, se encontraron diferencias (p<0.05) entre todas las
pendientes (Tabla X, ver anexo). Con GABA, el resultado fue practicamente el mismo

con la excepcion de las inducidas a los 10 y 11 dias de edad (Tabla VIII, ver anexo).

Las poslarvas obtenidas con GABA y diatomeas, a los nueve dias, presentaron

diferencias (p<0.05) en el crecimiento (Tablas XIIT y XTIV, ver anexo). A los 45 dias las
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Figura 8.- Radulas de larvas de abulon H. rufescens. a) Radula con 7 hileras de

dientes. b) Radula con 11 hileras de dientes ( r = radula; hd = hileras de dientes).
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Figura 9.- Crecimiento de poslarvas-juveniles de Haliotis rufescens, obtenidas de larvas

que fueron inducidas a la metamorfosis a diferentes edades (7-12 dias), con GABA. Las

lineas verticales corresponden a la desviacion estandar.
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Figura 10.- Crecimiento de poslarvas-juveniles de Haliotis rufescens, obtenidas de

larvas que fueron inducidas a la metamorfosis a diferentes edades (7-12 dias), con

diatomeas bentonicas. Las lineas verticales corresponden a la desviacion estandar.
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diferencias prevalecieron, y se mantuvieron a los 63 dias, en las obtenidas con diatomeas,
pero no en las obtenidas con GABA. Las comparaciones del crecimiento promedio entre
juveniles provenientes de una misma edad de la larva pero de diferente inductor con la
prueba t Student, no mostré un patron definido, ya que a los 9 dias las diferencias
(p<0.05), fueron para los que provenian de larva de 7 y 8 dias de edad (Tabla XV, ver
anexo). Finalmente a los 63 dias, las diferencias fueron Ginicamente para los provenientes

de larvas de edades de 7 y 9 dias.

5.4 Sobrevivencia

Durante el primer mes ocurri6 la reduccién mas importante de poslarva y disminuyd
gradualmente los dos meses posteriores. Los porcentajes de mortalidad durante los
primeros 29 dias, después de la metamorfosis con ambos inductores, fueron del 79% al
97%, (Figuras 11 y 12, Tablas XVI y XVII, ver anexo). La mortalidad no fue la misma
para los diferentes tratamientos, y se observo una tendencia de una mayor mortalidad para
las poslarvas provenientes de larvas de mayor edad, de 11 y 12 dias con GABA y de 10 y
12 dias con diatomeas. La cantidad de poslarvas a los 29 dias, varié entre 69 y 393
poslarvas por cubeta con GABA, y de 208 a 516 con diatomeas. Sin embargo, a los 45
dias los resultados fueron similares, con porcentajes por debajo del 15% y a los 63 dias en

todos los casos menos del 7% (Tablas XVI y XVII, ver anexo).

En los porcentajes de sobrevivencia, se realiz0 un ANDEVA para comparar la
sobrevivencia para cada tratamiento con cada inductor. A los 29 dias, en el caso de las
diatomeas bentonicas no se encontraron diferencias (p>0.05, Tabla XIX, ver anexo), y si
ocurrieron con el GABA, separandose en este uiltimo caso unicamente dos grupos en la
prueba de Scheffe (Tabla XVIII, ver anexo). La prueba de ANDEVA para los 45 y 63 dias

para el GABA y diatomeas bentonicas respectivamente, muestra que tinicamente hubo

diferencias (p>0.05) a los 45 dias con el GABA (Tablas XX y XXI, ver anexo).
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Figura 11.- Sobrevivencia de poslarvas-juveniles de Haliotis rufescens, obtenidos de

larvas de diferentes edades (7-12 dias), que fueron inducidas a la metamorfosis con

GABA.
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Figura 12.- Sobrevivencia de poslarvas-juveniles de Haliotis rufescens, obtenidos de

larvas de diferentes edades (7-12 dias), que fueron inducidas a la metamorfosis con

diatomeas bentonicas.
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El coeficiente de determinacion entre la sobrevivencia y la edad de la larva, cuando se
usaron diatomeas bentonicas como inductor fue de R* = 8.6. Con GABA, fue mayor, de
R*=33.8. En el nival de asociaci6n entre la sobrevivencia y la metamorfosis, cuando se
us6 GABA, nuevamente fue mayor, con una R* = 40.3. En el caso de las diatomeas

bentonicas, el coeficiente de determinacion (R?) fue 8.6.
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6. DISCUSION

6.1 Metamorfosis

El efecto de la edad de la larva en la metamorfosis, fue mas notable cuando se realizo
la inducciéon con GABA que con diatomeas bent6nicas. Con ambos inductores se
obtuvieron diferencias en los valores de metamorfosis con la edad de la larva, pero se
observo una tendencia més clara con GABA. Ademas, la mayor respuesta a la induccion a
la metamorfosis ocurrio a diferentes edades de larva para cada inductor (Figura 6). Con
diatomeas bentonicas, el maximo de metamorfosis ocurrio6 a la edad de 8 dias. Con GABA
aun cuando a los 12 dias se obtuvo el 96%, desde la edad de 9 dias, el porcentaje de
metamorfosis obtuvo un valor cercano al 100%. Por lo tanto se puede considerar que a los
9 dias, en este caso es el tiempo mas adecuado para inducir las larvas a la metamorfosis,
con GABA. Con ambos inductores la diferencia més importante ocurrio entre los primeros
2-3 dias. El no haber encontrado diferencias entre los valores de metamorfosis al utilizar
diatomeas, los dias posteriores, puede deberse a la variabilidad en los resultados,
principalmente del dia 8 (Tabla IIT). También por el bajo nimero de réplicas, pues el valor
de la media del dia 8, es mas del doble, de los obtenidos los dias 10 y 12, sin que se

encontrara una diferencia estadistica.

Los diferentes valores de metamorfosis con la edad de la larva ocurrieron los primeros
dias de competencia con ambos inductores (Figuras 1 y 2). Por lo tanto, con las
caracteristicas consideradas como indicadores de la competencia a la metamorfosis, como;
las ramificaciones de los tenticulos cefdlicos y un comportamiento de bisqueda de
sustrato, no se puede determinar cual es el mejor momento para que sean inducidas a la
metamorfosis. Lo anterior se fundamenta en que el tiempo de busqueda se puede
prolongar varios dias y su respuesta a los inductores aplicados que pueden activar el
proceso, también cambié durante ese tiempo. Barlow (1990), determiné para H.

rufescens, que a los 7 dias, la larva estaba competente para el asentamiento y obtuvo tasas
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de asentamiento mayores del 60%. Sin embargo, la metamorfosis ocurrié hasta el dia 10

en un 30% (72 horas después de que se determind que las larvas eran competentes para el
asentamiento). Fue a partir de este dia cuando se inicié una mejor sincronizacion entre
asentamiento y metamorfosis. Esto se debié a que desde el dia 10, las larvas fueron
competentes a la metamorfosis. Sin embargo, el autor no hizo observaciones de las
ramificaciones en los tentaculos cefélicos. En mi investigacion, debido a el nimero de
larvas con que se trabajo, no fue posible hacer una diferenciacion entre el asentamiento y
la metamorfosis, por lo que se evalud inicamente esta ultima. Considerando lo anterior,
los resultados fueron similares, ya que a partir de que las larvas se consideraron
competentes, en ese mismo dia (edad 7), se obtuvieron resultados en la metamorfosis, con
porcentajes promedio similares (40%). Para el dia 9, alcanz6 el 90% y se mantuvo por
arriba de este valor los dias siguientes, con un comportamiento muy similar al sefialado
por Barlow (1990). La diferencia en la edad de competencia de la larva a la metamorfosis
entre los dos estudios, puede deberse principalmente a las diferentes temperaturas a la que
se cultivaron las larvas, ya que en el experimento sefialado, la temperatura fue de 15° C,
mientras que en este estudio, entre los 15 y 17° C. Es de esperarse una diferencia en el
desarrollo de las larvas cultivadas a mayor temperatura, de manera que su estadio de
competencia a la metamorfosis lo alcanzaron dos dias antes. Es importante destacar este
hecho, ya que no se puede determinar una edad fija 6ptima de la respuesta de la larva para
que sea inducida a la metamorfosis, pues este estado variara de acuerdo con las
condiciones del cultivo, que repercutira en el desarrollo de la larva. Por lo anterior, en este
estudio se recomienda el uso de un indicador morfoldgico que sea factible de relacionarse
con ese estadio tan importante en el desarrollo del abulén, y que pueda ser identificado y

utilizado por los productores para incrementar las tasas de metamorfosis de las larvas.

Los cambios en la respuesta de las larvas con la edad para el inductor, a partir desde

el momento en que se encontrd competente para ser inducida a la metamorfosis, puede
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explicar, en parte, la variabilidad en los resultados que se tienen en el proceso de
produccion de semilla. No obstante, de que el inductor que se use en un laboratorio sea
siempre el mismo, el momento de la induccion puede variar por horas o un dia, si se sigue
el criterio de la ramificacion en los tentaculos cefalicos. Puede no haber cambios
morfologicos notables en 24 horas, pero si los habra en la respuesta de la larva al inductor,
y esto puede hacer la diferencia. Ademas, pueden ser causas de diferencias en el
asentamiento y metamorfosis, la variabilidad gametogénica de la larva (Ault, 1982). En
Crassostrea gigas se ha sefialado que un mayor éxito en el asentamiento de las larvas
puede ser producto de que la fertilizacion se realizo en el periodo 6ptimo del ciclo
gametogénico (Lannan, 1980). Slattery (1992), encontré diferencias significativas en el
asentamiento de las larvas de esta misma especie en un periodo de 8 meses, los cuales
pudieron ser provocados por diferencias en la calidad de los gametos, en los sustratos

inductores, como las diatomeas o el mucus y, por supuesto, la fauna bacteriana asociada.

En el caso del GABA, los valores siguieron una trayectoria asintotica, y se ajustaron a
un modelo multiplicativo (Tabla IV, ver anexo), que fue muy diferente al comportamiento

mostrado con las diatomeas benténicas.

Cuando se usan diatomeas benténicas como inductor, seria aventurado aseverar a que
edad se obtendra la mejor respuesta, ya que se desconoce cual es el mecanismo que en
este caso activa el proceso de metamorfosis. El origen del cultivo de las diatomeas, su
estadio de madurez, la especie o especies que componen el cultivo y las bacterias
asociadas pudieran ser determinantes para que a un cierto estadio de desarrollo de la larva
afecten la respuesta a la metamorfosis. Maki y Mitchell, (1985), encontraron, que la
respuesta de las larvas competentes a peliculas de bacterias en superficies marinas, variaba
con la edad de las larvas y la edad de dicha pelicula. La pelicula de bacterias puede influir
en el asentamiento de larvas de invertebrados de diferentes maneras; al crear micro

condiciones por cambios de pH (Mitchell y Young, 1972), o la sintesis de varios
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compuestos que pueden inducir a la metamorfosis y que solo pueden ser producidos por
bacterias muy especificas. La bacteria Alteromonas colwellensis produce L-DOPA y otros
precursores de la melanina los cuales inducen a las larvas al asentamiento. En el caso de
las diatomeas bentonicas, estas se encuentran asociadas a cianobacterias, las cuales
producen ficobiliproteinas, como en las algas rojas, y se sugiere que los inductores pueden
de alguna manera estar relacionados con la sintesis, funcién o degradacion de las
ficobiliproteinas, y sus precursores o productos de degradacion (Morse, ef al., 1979b;
Morse y Morse, 1984; Morse, et al,. 1984). Morse, et al., (1984), encontraron que los
inductores de Haliotis a la metamorfosis pueden ser separados y parcialmente purificados
de las ficobiliproteinas, con las cuales ellas estan inicialmente asociados, de una variedad

de alga roja y cianobacterias.

La diferencia promedio méaxima en la metamorfosis obtenida con GABA, entre un dia
y otro (34%), representa cantidades que son muy importantes cuando se trabaja con
magnitudes de millones de larvas (Figura 6). Esto explica en buena medida las diferencias
en la produccion de juveniles entre una corrida y otra, aunque se utilize la misma técnica,

pero con un cambio subjetivo en la apreciacion del estadio de competencia de las larvas.

En este estudio, los indculos de diatomeas para todos los recipientes, provinieron de
un mismo cultivo, aunque obviamente cada dia este cultivo era "mas viejo". En el caso del
GABA, las condiciones fueron completamente las mismas, ya que no hubo ninguna

interferencia por diatomeas antes de la evaluacion de la metamorfosis.

La capacidad de las larvas, de posponer su metamorfosis en ausencia de algin
inductor, puede ser aprovechado para que sean inducidas cuando se espere su mejor
respuesta. La larva de abul6n tiene la capacidad de prolongar su etapa de desarrollo
larvario y retrasar su metamorfosis, lo cual le permite a la larva buscar y seleccionar un
sustrato adecuado para su desarrollo. Morse, ef al., (1979a, 1979b, 1980), sefiala que

mantuvo larvas de H. rufescens, sin metamorfisar en ausencia de inductores durante 3-4
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semanas. Barlow (1990), indujo a la metamorfosis larvas de esa misma especie a los 20
dias de edad. En el laboratorio del ITO-UABC, se han mantenido larvas de H. rufescens y
H. fulgens por mas de 18 dias en agua de mar filtrada, hasta que terminaron sus reservas
y murieron. Estas condiciones, permitieron mantener el cultivo de larvas hasta 12 dias para
llevar a cabo el experimento, y proporcionar ademaés la ventaja de obtener mayores tasas
de metamorfosis con la edad de las larvas. La caracteristica de poder prolongar su vida
larvaria, ha sido documentada para otros invertebrados (Scheltema, 1971). En especies
como Mytilus edulis (Bayne 1965), Aplysia juliana (Kempf, 1981) , Crassostrea gigas
(Coon, et al. 1990), algunos gastropodos (Pechenik, 1984) y equinodermos (Strathmann,
1978), por mencionar algunos. Este retraso presenta ademas ventajas ecologicas, como la
seleccion de un mejor sustrato para una mejor sobrevivencia de los juveniles (Crisp,
1974), intercambio genético entre poblaciones, (Scheltema, 1971) y la dispersiéon vy

colonizacion de nuevos habitats (Bayne, 1965; Pechenik, 1984).

En los testigos, donde las larvas se mantuvieron en ausencia de inductores, la
metamorfosis obtenida, seguramente fue debida a que el agua de mar filtrada a 1 pm vy
pasada por UV, que se les cambio diariamente, no excluia sustancias disueltas que a muy
baja concentracién pudieran actuar como inductores al estar en contacto con las larvas.

Sin embargo, los porcentajes de metamorfosis fueron bajos.

El mayor porcentaje de metamorfosis obtenido con el GABA en comparacion con las
diatomeas (Figura 6), se esperaba, pues en estudios realizados anteriormente en el mismo
Instituto, consistentemente el GABA ha sido considerablemente maés eficiente que las

diatomeas, como se muestra en la siguiente tabla:
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etamorfosis de larvas de Haliotis rufescens utilizando diferentes
inductores. Cada columna corresponde a wun exprerimento
independiente (* Promedio méaximo obtenido en este estudio)

INDUCTOR METAMORFOSIS%
Diatomeas 12 4 *37
Mucus 60 11
KCl 73
GABA 83 80 *96

Como parte de la rutina del Laboratorio de Moluscos del 110, cuando se utiliza el
GABA como inductor, se hace en ausencia de diatomeas bentonicas, y se obtiene del 80 al
100% (Searcy-Bernal, ef al., 1992). Después de 24 horas de aplicado el inductor, se
inoculan los recipientes con diatomeas bentdnicas, las cuales serviran de alimento. De esta
manera, se evita una posible interferencia de las bacterias que estarian asociadas a las
poblaciones de diatomeas bentonicas. Los resultados han sido bastantes consistentes y no
se detectd ningan efecto adverso por el retraso del alimento que se les proporciona 24

horas después (Garcia-Mendoza, 1991).

Son varios los autores que ha sugerido que las bacterias asociadas a microalgas
interfieren con el GABA al usarlo como inductor, por lo que consideran necesario el uso
de antibi6ticos para tener éxito en su aplicacion (Morse, ef al., 1979a; Morse, 1990,
Slattery, 1992). Estos autores obtuvieron una mortalidad casi total de las larvas durante y
después de la metamorfosis cuando se utilizo GABA en ausencia de antibioticos, por lo
que consideran indispensable su uso en el cultivo de larvas para tener éxito. Sin embargo,
los resultados en este trabajo no coinciden con estos autores, seguramente debido a que la
induccién con GABA se realizd en contenedores totalmente limpios (sin microalgas, ni
bacterias), lo que pudo haber dado la diferencia. El resultado debido a el método de

aplicacién del GABA como inductor fue descrita anteriormente por Searcy-Bernal, et al.,
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(1992). Kaspar, et al., (1991), encontraron que degradadores del GABA son comunes en
biopeliculas sobre superficies disponibles para el asentamiento de las larvas de Haliotis y
que una alta proporcion de bacterias de las Pseudomonadaceae y Neisseriaceae aisladas
fueron capaces de crecer con GABA como fuente de carbon. Los mismos autores sefialan
que este grupo en particular puede tener una gran significancia ecoldgica, ya que fue
dominante en las biopeliculas recientes formadas en los tanques de los laboratorios
productores y fue el principal grupo degradador entre los aislados de las algas rojas
incrustantes. Debido a estas bacterias marinas que pueden metabolizar el GABA, se puede
reducir su concentracion en el medio ambiente, de tal manera que tenga un efecto negativo
en el asentamiento y metamorfosis, por encontrarse por debajo de los niveles éptimos para

la inducidn.

La naturaleza quimica de los inductores al asentamiento y metamorfosis, asi como sus
modos de accién sobre larvas especificas, han sido descritos en abuiones, por los estudios
ya mencionados por Morse, ef al., (1984) y Baloun y Morse (1984), en el molusco
nudibranquio Phestilla sibogae, por Hadfield (1978, 1986), Hadfield y Scheuer, (1985) y
Pennington y Hadfield (1989) y en ostiones, por Bonar, ef al., (1990), entre otros. Sin
embargo, a pesar de detalles muy especificos que han sido descubierto para estas especies,
se han tenido que hacer amplias generalizaciones, y existen desacuerdos entre los
investigadores, sobre la naturaleza y modo de accion de los inductores (Pawlik y Hadfield,

1990).

De acuerdo con Seki (1980), durante el asentamiento la larva de abulon H. discus
hannai, al reptar eleva la parte dorsal terminal de su concha para que le sea posible tocar
el sustrato con sus tentaculos cefalicos en busca de condiciones favorables. Cuando estas
se presentan, la larva detiene su movimiento y la metamorfosis se inicia dentro de los
siguientes 30 minutos cuando las células con cilios que componen el velo se desprenden a

través de la cavidad del manto. La larva contintia reptando por ocho horas antes de
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empezar a alimentarse y durante este periodo se inicia la formacion de la concha
peristomal. En el laboratorio del Instituto de Investigaciones Oceanologicas (UABC), se
ha observado en tres ocasiones larvas con la presencia de concha peristomal y con vélum,
como casos muy excepcionales. Cuando se evaliia la metamorfosis, para determinar si la
larva perdié el vélum o este aiin lo mantiene, es necesario que la larva esté activa y
reptando, ya que cuando esta retraida no se puede observar, lo cual hace muy lenta esta
operacion. Sin embargo, la presencia de la concha peristomal es mas notable, por ser una
caracteristica totalmente externa (Figura 2). No obstante, debe de tenerse mucho cuidado
cuando tnicamente se manifiesta como un pequefio borde al extremo de la apertura de la
concha. Luego sera precedida por la concha midasimétrica que al crecer dara finalmente la
forma ovalada ya conocida del abulén, para terminar de ser poslarva y pasar 2 juvenil al

formarse el primer poro respiratorio, lo cual sucedié aproximadamenie a los 45 dias.

El tiempo de formacion de la concha peristomal parece estar mas relacionada con la
edad de la larva al momento de ser inducida a la metamorfosis y la eficiencia del inductor
en cuestion. Los porcentajes de poslarvas con concha peristomal encontrados 24 horas
después de la induccion fueron muy elevados cuando se utilizO GABA, del 4% al 76%
(Figura 6). En este caso los porcentajes siguieron un patrén muy similar a los de la
metamorfosis, ya que en la medida que esta se fue incrementando, lo mismo sucedié con
las conchas peristomales presentes. El incremento en los porcentajes de conchas
peristomales con la edad de las larvas, y el hecho de que la diferencia entre el porcentaje
de metamorfosis y conchas peristomales con la edad de la larva sea cada vez mas pequeiia,
indica que un mayor porcentaje de larvas inici6 la metamorfosis en un tiempo mas corto y
mas sincrénicamente, resultando como consecuencia con un mayor niimero de conchas
peristomales presentes. Esto coincide con lo sefialado por Barlow (1990), para la misma
especie cuando us6 GABA, ya que en sus observaciones encontré una respuesta mas

rapida en la formacion de la concha peristomal cuando el porcentaje de metamorfosis fue
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mayor y que correspondi6 a las larvas de méas edad. En larvas de 7 dias la pérdida del
vélum ocurri6 hasta 72 horas después. En las de 11 dias a las 4 Loras y las e 15 dias
dentro de la primera hora de la induccion. Sin embargo Barlow (1990), lo explica
unicamente en términos de la edad y aunque en el caso del GABA se comporta de esta
manera, no se debe generalizar, ya que los resultados obtenidos al usar diatomeas
benténicas como inductor esto no se cumpli6 de la misma manera. En este ultimo caso, las
conchas peristomales encontradas fueron muy pocas (Figura 7), y estuvieron ausentes en
las primeras dos evaluaciones que se realizaron para las edades de 7 y 8 dias. Sin embargo,
se presentaron algunos indicios de incremento en el nimero de conchas peristomales con
la edad, sin seguir la tendencia de los porcentajes de la metamorfosis, como sucedié con
GABA. Entonces, el incremento en el nimero de conchas peristomales puede estar
relacionado con la edad de las larvas en el momento de la induccion, y la eficiencia del
inductor. Es evidente que las diatomeas bentonicas no son un inductor tan eficiente como
el GABA, pues ademés de proporcionar menores porcentajes de metamorfosis, el menor
namero de conchas peristomales presentes indica que el efecto como inductor sobre las
larvas competentes es mas lento. Si las larvas respondieron a la metamorfosis 15 o 20
horas después de ser expuestas a las microalgas, no tuvieron tiempo suficiente para iniciar

la formacion de la concha peristomal antes de la evaluacion, a las 24 horas.

6.2 Desarrollo de la Ridula

La informacién obtenida sobre la variacion en la metamorfosis de las larvas con la
edad y para cada inductor, permite entender mejor las variaciones que ocurren en los
porcentajes de metamorfosis cuando se trabaja en un mismo laboratorio, a pesar de que se
utilicen los mismos criterios y metodologias. Por lo tanto, el nimero de hileras de dientes
en la radula se propone como un mejor indicador de la competencia de la larva para

incrementar los porcentajes de metamorfosis.
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El desarrollo continuo de la radula con la edad (Tabla V, ver anexo), permite que el
namero de hileras de dientes pueda ser utilizado como indicador del estado de
competencia de la larva (Figuras 7 y 8 ). Al relacionar el niimero de hileras de dientes con
los porcentajes de metamorfosis, se establecio primero para los valores mas altos ya que
son de mayor interés. En el caso del GABA, se consider6 a la edad de 9 dias (90.2%)
como la mas adecuada, ya que la diferencia con el mayor porcentaje obtenido (96%), no
fue relevante. Ademas, seria inconveniente arriesgar el cultivo de las larvas, al mantenerlas
mas tiempo en el laboratorio y generaria mas gastos. A esta edad, el nimero promedio de
hileras de dientes en la radula fue de 10, sin embargo, fluctud entre 9 y 11. En Nueva
Zelandia, cuando las larvas son competentes al asentamiento y metamorfosis, tienen de 6 a
8 hileras de dientes, sin embargo han observado que su sobrevivencia poslarval se
incrementa cuando la induccion se realiza al presentar la radula de 10 a 12 hileras de
dientes (Tong y Moss, 1992). Se espera que a una temperatura mas elevada que la de este
estudio, el desarrollo larval se acelere y alcance el estadio antes sefialado en menos tiempo
y, por supuesto, suceda lo mismo con la radula. Sin embargo, esto Gltimo no se a
comprobado experimentalmente. Considerando el analisis de la informacion generada, se
recomienda que para determinar la competencia de la larva, para usar GABA como
inductor, ademas de observar el comportamiento de reptacion y nado alternado y las
cuatro ramificaciones en los tentaculos cefalicos en la muestra de las larvas, por lo menos
el 50% tenga en su radula 10 hileras de dientes para obtener una mejor metamorfosis
(Figura 6). Este sefialamiento no sera vélido cuando se usen otros inductores ya que como
se demostrd anteriormente a una misma edad o desarrollo de la larva la respuesta variara
en funcion del inductor. Seki (1980), realizo6 un estudio sobre el desarrollo larvario y
poslarvario de H. discus hannai, en el cual sefiala que la formacion de la radula se lleva a
cabo durante la metamorfosis, sin embargo este estudio realizado con H. rufescens y otro
analisis con H. fulgens, indican que la formacion y desarrrollo de la radula se lleva a cabo

durante su etapa larvaria.
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6.3 Crecimiento

El abulon es un gasterépodo de lento crecimiento y sus tasas de crecimiento presentan
cambios importantes a lo largo de su vida. La variabilidad en el crecimiento se va haciendo
mayor en la medida que incrementa su tamafio. Los cambios mas importantes se llevan a
cabo a partir de la etapa poslarval, donde el crecimiento en longitud los primeros 45 dias
es casi lineal (Figuras 9 y 10). Corresponde a este tiempo cuando finalmente aparece el
primer poro respiratorio en la concha y es entonces cuando se le denomina juvenil.
Después de los 45 dias se observd un incremento en el crecimiento. Las tasas de
crecimiento de las poslarvas obtenidas con GABA, se incrementaron de 25pm/dia a
31pm/dia después de los 45 dias de edad y para las obtenidas con diatomeas bentonicas, el
aumento fue mayor pasando de 21um/dia hasta 32um/dia. Los organismos presentaron
heterogeneidad en el crecimiento, de manera tal que los tamafios en cada medicién fueron
mas diferentes, lo cual se hizo més evidente con el paso del tiempo, y se reflejo en el
incremento de la desvicién estandar (Figura 10). Este fendmeno es comin también en ‘
otras especies. En el caso del abulon, siempre hay una parte de la poblacion (15- 20%) que
crece mas lento y que en los laboratorios de produccion comercial se elimina en log

primeros meses por ser incosteable su rendimiento (Frank Oaks, Comunicacion personal).

El rapido desarrollo inicial de la poslarva pudo haber sido motivado por el inductor a
la metamorfosis, en el caso del GABA, como se citan arriba. De esto se puede deducir que
el desarrollo inicial esta influido por el inductor y la edad de la larva en el momento de la
induccion. En el caso de las diatomeas bentonicas, donde la induccién fue menor, no se
comporté de la misma manera. lo cual pudo deberse a la baja eficiencia o a la poca
sincronia en la induccion. Por otro lado, al comparar las poslarvas obtenidas con ambos
inductores, se observo un crecimiento promedio ligeramente superior a los 9 dias para

aquellos inducidos con diatomeas benténicas (Tablas XI y XII, ver anexo). Esta

Biol. Frank Oaks. Abalone Farms Inc. P. O. Box 136 Cayucos, Cal. 93430. E.U.A.
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recuperacion répida del crecimiento, puede deberse a la ventaja que representa para las
larvas que al momento de iniciarse la metamorfosis encuentran disponible el alimento. Sin
embargo, en la induccion con GABA, el alimento se les proporciona por medio de un
inoculo al recipiente 24 horas después de la induccion, y hasta un dia después se forma la
pelicula de diatomeas en las paredes del recipiente. En la medida que pasa el tiempo, las
diferencias iniciales van desapareciendo, como consecuencia de la heterogeneidad en el
crecimiento con la edad. La variabilidad en el crecimiento fue mas notable, en las larvas
inducidas con diatomeas benténicas (Figuras 9 y 10). Al final del experimento las
longitudes promedio fueron, 1903 pm y 1780 pm, con el mayor valor para las tratadas con
GABA (Tablas XI y XII, ver anexo). Las diferencias (p<0.05), se mantuvieron durante el
estudio, para los crecimientos de los organismos obtenidos con diatomeas bentonicas los
cuales manifestaron una mayor variabilidad en el crecimiento (Tabla X1V, ver anexo). En
cambio, los obtenidos con GABA, presentaron menor variabilidad, de manera que en la
ultima medicion, no se encontraron diferencias (Tabla XIII, ver anexo). En al comparacion
de las medias de crecimiento para larvas inducidas a una misma edad pero con diferente
inductor (Tabla XV), no se observa un patron consistente o definido de un manera que las
obtenidas con un inductor mostraran mayor crecimiento que las otras. Sin embargo el
crecimiento promedio al final del estudio fue a favor del GABA, aunque por muy poco
margen. Sin embargo, este hecho y la menor variabilidad presentada en el crecimiento
(Tabla XI, ver anexo), puede representar una ventaja, sobre los abulones obtenidos al usar

diatomeas bentonicas como inductor.

6.4 Sobrevivencia

Es ampliamente conocido como el primer mes posterior a la metamorfosis, es la etapa
mas critica del ciclo de vida de estos organismos (Ebert y Houk, 1984). Sin embargo, la
diferencia del 4% en la sobrevivencia a favor de las obtenidas con diatomeas a los 29 dias

(GABA, 4401 poslarvas y diatomeas benténicas, 6261 poslarvas), adquiere una mayor
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relevancia, si se considera que los porcentajes de metamorfosis obtenidos con diatomeas,
fueron inferiores. Con GABA se obtuvo en la mayoria de los casos mas del 90% de
metamorfosis y con diatomeas benténicas por debajo del 40%. Seria de esperar entonces,
mas del doble de poslarvas y juveniles obtenidos con GABA. Sin embargo, los datos
sefialan que las mortalidades fueron muy superiores en las poslarvas obtenidas con GABA.
La diferencia promedio a los 64 dias fue de 0.5% a favor de los juveniles obtenidos con
diatomeas (Tablas XVI y XVII, ver anexo), lo que significa que por cada 1,000,000 de

larvas inducidas a la metamorfosis, se obtendran 5000 juveniles mas, hasta esta etapa.

En esta etapa critica de su vida intervienen varios factores en la mortalidad. La
efectividad del inductor y el momento de la induccion, de manera que solo algunas larvas
logran completar el proceso de metamorfosis y el resto muere, como se ha discutido en
este trabajo. En el cambio a la vida benténica, interactuaran con microalgas bentonicas las
cuales seran su primer alimento, y de acuerdo a su composicion, calidad y tamafio podran
ser de mayor o menor beneficio. En diferentes trabajos los investigadores coinciden que
este es el elemento que més influye en la mortalidad de las poslarvas (Imai, 1967; Seki,
1980; Ebert y Houk, 1984; Garland ef al., 1985; McBride, 1990). Esio podria explicar en
parte la mortalidad ocurrida, sin embargo, faltaria por saber que ocasiond la mayor
mortalidad en las poslarvas obtenidas al usar GABA como inductor, ya que el alimento fue
el mismo en todos los tratamientos. Estos resultados, no concuerdan con lo sefialado por
Morse (1979b), el cual determina que, con un inductor adecuado se incrementan las tasas
de metamorfosis, se obtiene un desarrollo més rapido y mejora la sobrevivencia de la
poslarva. Si bien se obtuvieron buenas tasas de metamorfosis y un desarrollo més rapido,
como se comprobd con las conchas peristomales, finalmente la sobrevivencia a los dos
meses fue ligeramente inferior que en los juveniles obtenidos al usar diatomeas benténicas

como inductor.
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Ademés de los problemas nutricionales, existen otros genéticos u oogénicos (Morse,
1979a; Leighton, 1985). La pelicula de microalgas, que sirve de alimento, est4 asociada a
bacterias que de acuerdo con su composicién y abundancia seran benéficas o perjudiciales
para las poslarvas recién asentadas. Las bacterias,, como ya se mencioné juegan un papel
importante en el asentamiento de las larvas (Crisp, 1974; Scheltema, 1974; Brancato y
Woollacott, 1982; Kirchman ef al., 1982), asi como en su alimentaciéon (Tong Y Moss,
1992). Sin embargo, es bien conocido que bacterias del tipo Vibrio provocan la muerte de
larvas y poslarvas en un corto tiempo. Elston y Lockwood (1983), caracterizaron nueve
diferentes bacterias del tipo Vibrio que provocaron infecciones y muerte a juveniles
tempranos de H. rufescens. Estas posibilidades, como causas de mortalidad selectiva, de
manera que ocurriera en las poslarvas obtenidas con GABA y no en las de diatomeas

bentonicas, son desechadas, dada la composicion aleatoria del experimento.

La sobrevivencia promedio (14%) del primer mes, en las poslarvas obtenidas con
diatomeas benténicas (Tabla XVII, ver anexo), fue superior a los obtenidos por Flores
(1989), de 8.7% en 22 dias, y por Searcy-Bernal ez al., (1988) de 0.8% en 10 dias, y
13.7% en 22 dias (Searcy-Bernal et al., 1992), que trabajaron con la misma especie y en
condiciones muy similares, y mas bajos que Slattery (1987), que obtuvo un 56% en tres
semanas, pero a muy pequefia escala, en cajas de petri. Los factores que influyen en el
asentamiento y metamorfosis pueden tener efectos a largo plazo en el desarrollo y
sobrevivencia de los juveniles (Slattery, 1992). iEn este estudio el experimento fue
equivalente a la escala comercial, ya que algunos laboratorios comerciales de los EUA,

producen los juveniles con esta técnica. (Thomas Edell, comunicacion personal)

Ebert y Houk, (1984), obtuvieron, con la misma especie sobrevivencias de 1.9 a
13.7% en tres meses. Por lo tanto, las sobrevivencias obtenidas en este estudio pueden

considerarse como buenas. Durante el segundo mes ocurrieron mortalidades importantes,

Thomas Edell. Abalone Unlimited, Inc. P.O. Box 730. Guadalupe Cal. E.U.A.
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posiblemente debidas a incrementos en la temperatura. Los sementales provenientes de
California estan expuestos a una temperatura anual promedio de 15 ° C, y a esa misma
temperatura se obtienen y desarrollan los juveniles. En cambio, en el laboratorio del 110,
durante la primavera la temperatura fue aumentando hasta alcanzar el 15 de marzo
maximos de 19°C, cuando las primeras poslarvas apenas tenian de 7 a 14 dias de edad. En
abril, la temperatura lleg6 a subir hasta los 19.7°C. En experiencias de afios anteriores, en
el TTO, se llegaron a perder la totalidad de los juveniles de H. rufescens menores de 8 mm,
que estuvieron sometidos a temperaturas de 20°C, por lo tanto, es posible que la
sobrevivencia se afectara por esta razon, principalmente después de los 30 dias, por lo que
los datos deben de tomarse con reservas. Sin embargo, es factible hacer comparaciones

entre los tratamientos, ya que las condiciones ambientales fueron las mismas para todos.

50



7. CONCLUSIONES

Los valores de metamorfosis fueron diferentes con la edad de la larva al momento de
la induccién, principalmente los primeros dias a partir de que estas se encontraron
competentes. El efecto de la edad en la metamorfosis fue més evidente cuando se uséd
GABA, que diatomeas bentonicas como inductor. La mayor respuesta de metamorfosis se
manifesto a diferente edad de las larvas para cada inductor. El GABA actudé mas rapido,
mas sincrénico, y la metamorfosis fue casi tres veces superior que con diatomeas
bentonicas. Sin embargo, a los dos meses esto no se reflejé en el namero de juveniles
obtenido, ya que ocurri6 una mayor mortalidad en las poslarvas obtenidas con GABA. El
crecimiento promedio de las poslarvas fue ligeramente superior y mas homogeneo en las
obtenidas con GABA, lo que puede ser una ventaja en comparacion con las diatomeas
bentonicas. El nimero de hileras de dientes en la radula, presentd un incremento lineal, y
es un mejor indicador que las cuatro ramificaciones en los tentdculos cefélicos para

obtener mayores tasas de metamorfosis.
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Tabla I.-ANDEVA de dos vias, del experimento de induccion a la metamorfosis de larvas
de diferentes edades (7-12 dias), en el que se aplicaron como inductores; GABA y
diatomeas bentonicas. (o= 0.05).

Fuente de variacion | Grados de Suma de Media cuadratica  F calculad
libertad cuadrados

TRATAMIENTOS 6 36,632.22 6,105.37 04,77 **

EDADES 5 4,894.8 978.96 15.19 *#

INDUCTORES 1 31,737.42 31,737.42 492.66 **

INTERACCION 5 2,197.32 439.46 6.82 **
RESIDUAL 24 1,546.07
TOTAL 35

Tabla II.-ANDEVA, y prueba de contrastes de Scheffe, de los datos de metamorfosis
obtenidos de la induccion con GABA, de larvas de diferentes edades (7-12 dias). (o=
0.05).

Fuente de Grados de Suma de Media cuadratica F calcuTa]
variacion libertad cuadrados
ENTRE 5 5,742.16 1,148.43 17.34 *
GRUPOS
DENTRO DE 12 794.38 66.19
LOS GRUPOS
TOTAL 17 6,536.54
| SCHEFFE
Edad de la larva Conteos Promedio Grupos homogeneos
(dias)
T 3 43.26 *
8 3 77.4 * *
9 3 90.16 *
10 3 90.36 *
11 3 90.73 *
12 3 95.93 *
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Tabla ITI.-ANDEVA, y prueba de contrastes de Scheffe, de los datos de metamorfosis
obtenidos de la induccion con diatomeas benténicas, de larvas de diferentes edades.(o=
0.05).

Fuente de Grados de libertad  Suma de cuadrados Media F
variacion cuadratica calculada
ENTRE 5 1,349.97 269.99 431%*

GRUPOS

DENTRO DE 12 751.69 62.64
GRUPOS
TOTAL 17 2,101.66
| SCHEFFE
Edad de la larva Conteos Promedio Grupos homogeneos
(dias)

7 3 11.26 *

12 3 17.13 * *

10 3 18.20 * *

11 2 26.13 . "
3 28.83 * *
3 37.53 .
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Tabla IV.-~ANDEVA y prueba de contrastes de Scheffe de las conchas peristomales
presentes 24 horas después de inducir a la metamorfosis con GABA, larvas de diferentes
edades (7-12 dias).(o= 0.05).

Fuente de Grados de Suma de Media F calculada
variacion libertad cuadrados cuadratica
ENTRE 5 10,659.79 2,131.95 7.23 **
GRUPOS
DENTRO DE 12 3,538.22 294 .85
GRUPOS
TOTAL 17 14,198.02
“[ SCHEFFE
Edad de la Conteos Promedio Grupos homogeneos
larva (dias)
7 3 42 *
11 3 35.26 * *
8 3 41.73 * *
9 3 61.6 *
10 3 68.23 *
12 3 76.96 *
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Tabla V.-Ajuste al Modelo Lineal y Multiplicativo de los valores de metamorfosis de
larvas de diferentes edades (7-12 dias), inducidas con GABA.

MODELO LINEAL

REGRESION
Parametro Estimada Error estandar Valor T Probabilidad
Interseccion 54.47 7.54 7.21 0.00
Pendiente 8.02 1.93 4.14 0.00
ANDEVA
FUENTE Grados de libertad ~ Suma de Media F calculada
Cuadrados cuadratica
Modelo 1 3,382.43 3,382.43 17.15 **
Error 16 3,154.1 197.13
Coeficiente de 0.72
correlacion
R* = 52 % Error estandar = 14.04
MODELO MULTIPLICATIVO
REGRESION
Parametro Estimada Error estandar Valor T Probabilidad
Interseccion 3.91 0.09 39.83 0.00
Pendiente 0.41 0.07 3.31 0.00
I~ ANDEVA
FUENTE Grados de libertad ~ Suma de Media F calculada
cuadrados cuadratica
Modelo 1 1.14 1.14 28.21
Error 16 0.64 0.04
Coeficiente de 0.80
correlacion
R*= 64 Error estandar = 0.20
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Tabla VI.-ANDEVA y prueba de contrastes de Scheffe de las conchas peristomales
presentes 24 horas después de inducir a la metamorfosis con diatomeas benténicas, larvas
de diferentes edades (7-12 dias).(a=0.05)

Fuente de Grados de libertad Suma de cuadrados Media F calculada

variacion cuadratica

ENTRE 5 103.09 20.61 35.07 *+

GRUPOS

DENTRO DE 12 7.05 0.58
GRUPOS
TOTAL 17 110.14
| SCHEFFE
Edad de la larva Conteos Promedio Grupos homogeneos
(dias)

7 3 0 »
8 3 0 *
9 3 1.06 *
11 3 1.1 *
12 3 4.4 %
10 3 6.36 *
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abla VII.- Regresion lineal para los datos de longitud de poslarvas-juveniles de 9, 45 y 63
dias de edad, que se obtuvieron al inducir a la metamorfosis con GABA, larvas de
diferentes edades (7-12 dias). ( N = 108 organismos).

Edad de la larva Interseccion Pendiente R?

en la induccion
7 74.64 29.02 71 %
8 164.65 25.48 74 %
9 178.44 26.6 80 %
10 203.33 27.18 78 %
11 212.7 27.2 84 %
12 193.3 26.72 78 %

Tabla VIIL- Comparacion de pendientes de las regresiones del crecimiento de las
poslarvas-juveniles, de 9, 45 y 63 dias de edad, que se obtuvieron al inducir a la
metamorfosis, con GABA, a larvas de diferentes edades (7-12 dias). (a=0.05).

G7 G8 G9 Glo Gl1  GI2

G7

G8

G9
G10
G11
G12
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Tabla IX.- Regresion lineal de los datos de longitud de poslarvas-juveniles de 9, 45 y 63

dias de edad, y obtenidas de larvas de diferentes edades (7-12 dias), que fueron inducidas
a la metamorfosis con diatomeas benténicas ( N = 108 organismos).

Edad de la larva en Interseccion Pendiente R?
la induccion
7 301.48 17.79 85 %
8 252.78 20.17 66 %
9 129.62 30.55 80 %
10 196.75 25.16 3%
11 171.9 24.02 70 %
12 148.95 27.18 89 %

Tabla X.- Comparacion de pendientes de las regresiones de crecimiento de las
poslarvas-juveniles, obtenidas de larvas de diferentes edades (7-12 dias), inducidas a la

metamorfosis con diatomes bentonicas. (a=0.05).

D9 D10 DIl  DI2

D7

D8

D9
D10
D11
D12
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Tabla XI.- Longitud promedio y Tasas de crecimiento de poslarvas-juveniles, obtenidos
después de haber inducido a la metamorfosis con GABA, larvas de diferentes edades (7-12

dias),
Edad de la 9 dias 45 dias 63 dias Tasa de Tasa de
larva en la | Longitud (um) | Longitud (um) | Longitud (pum) | crecimiento crecimiento
induccion | nedia Des | Media Des [Media Des | (wmv/dia) (nm/dia
Est Est Est | 9-45dias  45-63 dias
401 37 1,186 178 | 2,033 594 22 47
423 64 | 1,226 258 | 1,827 521 i 33
423 33 1,360 193 | 1,865 477 26 28
10 435 46 1,423 288 | 1,918 494 27 28
11 446 51 1,473 274 | 1,902 380 29 24
12 449 46 1,394 417 | 1,878 390 26 27
MEDIA S

Tabla XII.- Longitud promedio y Tasas de crecimiento de poslarvas-juveniles, obtenidos
después de haber inducido a la metamorfosis con diatomeas bentonicas, larvas de
diferentes edades (7-12 dias).

Edad de 9 dias 45 dias 63 dias Tasa de Tasa de
la larva | Longitud (um) | Longitud (pm) [ Longitud (pm) | crecimiento crecimiento

cenla Iniedia  Des [Media Des |Media Des (pm/dia)  (pm/dia)
induccion Est Est Est | 9-45 dias  45-63 dias

7 460 29 1,107 343 1,419 231 18 17

8 456 28 1,096 264 1,567 493 18 26

9 430 59 1,428 343 | 2,106 489 28 38

10 465 34 | 1,204 245 | 1,866 533 21 37

11 441 46 | 1,094 227 | 1,792 529 18 39

12 429 46 | 1,268 190 | 1,932 535 23 37
MEDIA 2
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Tabla XTIII.- ANDEVA del crecimiento a los 9, 45 y 63 dias, de poslarvas-juveniles,
obtenidos de la induccion a la metamorfosis con GABA, de larvas de diferentes edades

(7-12 dias). (a=0.05).

Fuente de Grados de Suma de Media F calculada
variacion libertad cuadrados cuadratica
ENTRE 5 57,095.52 11,419.1 6.96%*
GRUPOS
9 dias
DENTRO DE 210 344,340.81 1,639.71
GRUPOS
TOTAL 215 401,436.33
ENTRE > 2,321,266 464,253.17 5.02%*
GRUPOS
45 dias
DENTRO DE 210 19,385,356 92,311.22
GRUPOS
TOTAL 215 21,706,622
ENTRE 5 895,196 179,039.28 0.78
GRUPOS
63 dias
DENTRO DE 210 47,975,082 228,452.77
GRUPOS
TOTAL 215 48,870,278
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Tabla XIV.- ANDEVA del crecimiento a los 9, 45 y 63 dias, de poslarvas-juveniles,
obtenidos de la induccién a la metamorfosis con diatomeas bentonicas, de larvas de

diferentes edades (7-12 dias). (a=0.05).

Fuente de Grados de libertad Suma de Media F calculada
variacion cuadrados cuadratica
ENTRE 5 44,126.5 8825.3 5.04%%
GRUPOS
9 dias
DENTRO DE 210 367371.5 1,749.38
GRUPOS
TOTAL 215 411,498
ENTRE 1 5 3,144,730 61,266.02 10.26**
GRUPOS
45 dias
DENTRO DE 210 12,866,064 61,266.97
GRUPOS
TOTAL 215 16,010,794
ENTRE 5 11,239,329 2,247,865.7 11.41%*
GRUPOS
63 dias
DENTRO DE 210 41,363,498 196,969
GRUPOS
TOTAL 215 52,602,827
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Tabla XV.- Prueba t Student en la comparacion del crecimiento promedio de juveniles
obtenidos con larvas de diferentes edades (7-12 dias), inducidas a la metamorfosis con los
inductores; GABA y diatomeas bentdnicas.

Comparacion del crecimiento promedio a los 9 dias después de metamorfosis

Edad (dias) de la larva al momento de la induccion s p
D7 vs G7 -7.64 0.00 **
D8 vs G8 4.19 0.C0 **
D9 vs G9 0.59 0.55
D10 vs G10 1.54 0.13
D11 vs G11 -0.34 0.72
D12 vs G12 -0.61 0.54

D7= juveniles obtenidos de larva de 7 dias de edad inducida a la metamorfosis con

diatomeas bentonicas, etc.. ‘
G8= juveniles obtenidos de larva de 8 dias de edad inducida a ia metamorfosis con

GABA,
Comparacion del crecimiento promedio a los 45 dias después de metamorfosis

Edad (dias) de la larva al momento de la induccién tos p
D7 vs G7 1.10 0.27
D8 vs G8 1.99 0.05
D9 vs G9 1.03 0.30
D10 vs G10 -4.36 0.00 **»
D11 vs G11 -7.00 0.00 **
D12 vs G12 -1.79 0.08
Comparacion del crecimiento promedio a los 63 dias después de metamorfosis
Edad (dias) de la larva al momento de la induccion b p
D7 vs G7 -7.10 0.00 **
D8 vs G8 1.78 0.08
D9 vs G9 2.69 0.01 *
D10 vs G10 -0.42 0.67
D11 vs G11 -0.97 0.33
D12 vs G12 -0.35 0.74
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Tabla XVI.- Sobrevivencia de poslarvas-juveniles, obtenidos de larvas de diferentes
edades (7-12 dias), que fueron inducidas a la metamorfosis con GABA

Edad (dias)
de la larva

Sobrevivenci a

MEDIA

- la 29 dias 45 dias 63 dics
el No. % No. % No. %
7 393 15.7 206 8.2 171 6.8
8 201 8 154 6.1 118 4.7
9 229 9.2 157 6.3 94 3.8
10 367 14.7 275 11 138 5.5
11 208 83 132 53 67 27
12

Tabla XVIL.- Sobrevivencia de poslarvas-juveniles, obtenidos de larvas de diferentes
edades (7-12 dias), que fueron inducidas a la metamorfosis con diatomeas bentonicas.

Edad (dias) Sobrevivencia

de la larva = . :

o 1a 29 dias 45 dias 63 dias

induccion No. % No. % No. %
7 334 134 103 4.1 28 1.1
8 518 20.7 348 13.9 226 9
9 322 12.9 154 6.1 98 3.9
10 268 10.7 128 5.1 58 2.3
11 437 17.5 259 10.4 176 7
12 208 83 178 71 90 3.6

MEDIA
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Tabla XVIII.-ANDEVA y prueba de contrastes de Scheffe de la sobievivencia de las
poslarvas, después de 29 dias de haber inducido a la metamorfosis con GABA, larvas de

diferentes edades (7-12 dias). (0=0.05).

Fuente de Grados de Suma de Media F calculada
variacion libertad cuadrados cuadratica
ENTRE 5 214,343.61 42,868.72 9.15 **
GRUPOS
DENTRO DE 12 56,198 4,683.16
GRUPOS
TOTAL 17 270,541.61
| scuErrE
Edad de la larva Conteos Promedio Grupos homogeneos
(dias)
12 3 2.7 *
8 3 8.05 * *
11 3 8.32 * *
9 3 9.17 * *
10 3 14.7 *
7 3 15.72 *
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Tabla XIX.-ANDEVA de la sobrevivencia de las poslarvas después de 29 dias de haber
inducido a la metamorfosis con diatomeas benténicas, larvas de diferentes edades (7-12

dias). (0=0.05).

Fuente de Grados de libertad Suma de Media F calculada
variacion cuadrados cuadratica
ENTRE 5 190,489.83 38,097.96 1.94
GRUPOS
DENTRO DE 12 234,848.67 19,570.72
GRUPOS
TOTAL 17 425,338

Tabla XX.-ANDEVA de la sobrevivencia de las poslarvas, después de 45 y 63 dics de
haber inducido a la metamorfosis con GABA, larvas de diferentes edades (7-12 dias).

(0=0.05).
Fuente de Grados de libertad Suma de Media F calculada
variacion cuadrados cuadratica
ENTRE 5 92,201.83 18,440.36 327 %
GRUPOS
46 dias
DENTRO DE 12 67,646.66 5,637.22
GRUPOS
TOTAL 17 159,848.5
ENTRE 5 48,177.77 9,635.55 2.33
GRUPOS
64 dias
DENTRO DE 12 49,530 4.127.5
GRUPOS
TOTAL 17 97,707.77
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Tabla XXI.- ANDEVA de la sobrevivencia de las poslarvas, después de 45 y 63 dias de
haber inducido a la metamorfosis con diatomeas bentonicas, larvas de diferentes edades
(7-12 dias). (a=0.05).

Fuente de Grados de libertad Suma de Media F calculada
variacion cuadrados cuadratica
ENTRE . 127,990 25,598 1.73
GRUPOS 46 dias
DENTRO DE 12 177,554 14,796.16
GRUPOS
TOTAL 17 305,544
ENTRE 5 83,732.27 16,746.45 2.69
GRUPOS
64 dias
DENTRO DE 12 74,550.66 6,212.55
GRUPOS
TOTAL 17 158,282.94
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