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RESUMEN

Larvas de  Crassostees gidgaes  Fueron tratadas
&on Epinefrina, Norepinaefrina y L3, 4
thibhidroxifenilalanina ClL-DOF A, CoMpuestos
neuvroactivos andlogos estructuralmente, COMo
inductores al asentamiento, Edne e dna y
Norepinefrina probdron  ser excelentes inductores
[y éi ol tener wami lla i cemeEntar é L

e &0 Minutoes, mienteras  que  L-DOPA fue @l
compuasto con @l que se  obtuvo una mayor cantidad
ol e semilla cementada, tirabajando é U
concentracidn de  10E-4 y un tiempo de exposicidn
te 60 minuvtos,
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10 INTRODUGELON

La gran demanda que existe por productos macinos, ha
provocado gque La produccion natural de algunas @species sea
insuficiente, Fate s el caso del ostidn  en Eastados
Uniddos, en donde  la  sobresxplotacidn  de Los  bancos
naturales aunado a fendmenos ambientales vy problemas  de
contaminacidn, han motivado una baja en la produoccidn anuval

y por e@nde la escases del producto (Keantz, 19820 .

En México dsta sitvacidn, & ocasionado que el empleo
de tdonices acvaculturales para la produccidn de ostidn sea
va un negocio  rentable en algunas zonas del pals v que se
perfile como una alternative a corto vy mediano plazoe para

La mavorfia de las costas.

Lo creacidn de cooperativas pesqueras gque dependan del
cuoltiveo de ostidn ha demandado la Formacidn de Laboratorios
de produccidn de semilla Costrillad, gque se uvtilizan en el
cultivo, las cuvales en su mayorda, son oriadas en sartas o
canastas., "Estos mdtodos aseguran una prodoccidn constante y
de  data manera @l  aumento de la  produeccidn, ademds de
peraitir La recuperacion de Los bancos ostrlcolas del Llugar

CTadme,1974)",

Otra de las ventajas del cultivo de ostidn mediante La
utidlizacidn  de  semilla, s gue la  pesguerlsa  se  puede

desarrollar en  lugares donde tradicionalmente no existlia,



como @s el casoe de Raja California, donde no hay barcos de
ostidn de dinterds comercial, pero gque debido a Lla ayuda de
estas tdondcas, es  va un hecho sy explotacidn, pues  al
reunie sos aguas las caracteristicas necesarias, los
cultivos realizados han  sido un dxito, Tal es el caso de
La cooperativa Bahia Falsa que opera en San  Guintdn, B,

G.o, entre otras,

En Los Laboratorios de producecidn de ostrilla, las
@ltapas de operacién, como  son, produeccidn de larva
pediveliger, ndmero de larvas que alcanzan la metamorfdsis
y sobrevivencia de La semilla, exhibe una gran variacidn y
MET O eficiencia de La  que reporta  la Literatura
cientifica, pero el punto donde se carece de una predicoidn
de dxito, es la etapa de  la metamorfdeis, siendo este ol
Mmas  Frustrante  fendmeno tdéocnicoe encontrado hasta  ahora

(Krantz, 1982,

"Nuestra capacidad para coltivar grandes cantidades de
Larvas en laboratorio, @8 un  pasoe dimportante para estudios
detallados del comportamiento  larvario, D dgual  wmodo,
nuestira capacidad para  aumentar el  ateactivo a  las
gupertficies de fijacidn, @s una arma importante para la
produceidn a Ggran @aeala e semilla e 06 TEOn

(Walne,19810",



1.1 Antecedentes

Para tratar de controlar el  fendmeno de la metamorfdsis en
lLarvas de  wmoluscos, se han bhecho dnvestigacidnes para
determinar @l  factor responsable gque regula  este Ffendmens
de las larvas., Doyle 19743, encontrd gue Lla respuesta al
asentamiento  en muchas  larvas de invertebradeos marinos,
@std controlada por un ndmero de  Factores inteinsecos vy
@xteinsecos, como el  hereditacio, la edad de La  larva
(Hadfield,1977), el historial de  nutericidn (Kampt vy
Willows, 19773  Perron oy Turner ,1977) v  caracterlsticas

fislco~quimicas existentes en el svstrato (Williams,196%).

Walne en 1981, reporta algunas  experiencias que s
tuvidron en Conwy  Inglaterra en 1938, en  las que encontrd
aceiddentalmente, gque unas  conchas que s hablan  dejado en
un tangue de Larvas, Llevaban  una gran cantidad de sesmilla
recien Fljada v ounas cvantas  de mayor tamailo, mientras gue

las conchas  semejantes que  se hablan  Limpiado todos low

dias, solo tenlan unas pocas, sto sugirid gque Llas larvas
prdzimas a la fijacidn, eran  atraldas por la contaminacidn
de las  superficies inalteradas o  la presencia de semilla

Mas antigua,

Bl comportamiento gregario de Las  larvas, Fud
confivrmado por Rayne (19H9), al comparar que las densidades

@ la fijacidn sobre placas que hablan recibido previamente



fijaciénes, Ffud mayor que en  las placas virgenes., Grisp y
Meadows (1962,1963), notaron en las larvas de cirripéridos,
gque la tendencia al gregarismo, se debla al reconocimiento
de una  protedina insoluble presente en el integumento de
balanos, la forma de la artropoding esclerotizada, expuesta
en  la epicuticula, Una capa de esta protelna, de wsolo
pocas moleculas, adsorbida sobre uwna superficie inerte e

capdz de promover el asentamiento (Crisp,l196%5),

Las investigaciones mas recientes sobre el problema,
ae han  enfocado sobre @l potencial que presentan algunas
sustancias quimicas en el asentamiento de larvas de ostidn,
@ncontrando que algunos compuestos siwples, actdan como el
activador del  asentamiento e algunas especies e

invertebrados marinos (Cooper,1983),

& primera Gustancia didentificada Fudé colina
(Ronar ,1976), vtilizada en forma de svecinil colina.  En
opistobranguios, colina induce  al  asentamianto y o la
metamorfdais en  un tiempo  de a3 dias., La  segunda
sustancia, et el acido alfa-aminobutirice (GARAY, el cual
@s un potente estimulo para la metamorfisis en Halidtidos
(Morse et al.,979), U punto  dmportante de  estas
sustancias, s el papel neurocactivo que tienen an muchos

tipos de animales  (Hadfield,1984), Experimentos  <on




pelicuela  de bacterias asociadas  a  joveniles de  ostidn,
favorecen al asentamiento vy la metamorfdsis de las larvas,
yooogque el L34 dihidroxifenilalanina (L-DOPAY o los
productos  de sy oxidacidn (e.q. pigmentos de  melanina)
aisladoes de coltivoes de estas bacterias son tambien agentes
activos (Wediner et al., 19857, L-DOPA& v Los  pigmentos de
melaninag, son  precursores de las  catecolaminas (dopamina,
noraepingfrina, epinafrina v octopamina)l, las cuvales tienen
@n comun, @l actvar como nevrotransmisores reguladores de
efectos  bioldgicos vy metabolicos, como la  excitabilidad
(Buddeoke, 1983) L& Frabialidad de estos CoMpuastos
nevroactivos v osus andlogos estructurales, para  dnducir a
La fijacidén v la metamorfdsis, se probd  tambien con dxito

eén otras  especies de moluscos., Hadfield CI278) encontrd,

gque tratando lavvas de

de 10 elevado a  la -3 Molar QOE-3 M) de bitartrato de
adrenalina v con  noradeenalina, el  S0%  de  las  larvas
mostraban  regresion del velum, Mientras que el acido
alfa-aminobutirico (GARA), potente  dndector @Gno otros
gastrdpodos, presentaba una pobre  actividad @ asta
especie, induciendo solo al J0% de las  larvas en perlodos

de 2-3 dias.

Goon et al . CL98%y,  probdron el efecto de las

catecolaminas vy el L-DOPA, como dinductor de asentamientos v

"

metamorfdais  de G,

»  donde el tratamiento  de  laus




Lavvas @ concentraciones de POE-4 M de epinefrinag
obtuvieron una respuesta 290%, con norepinafrina 804 v con
L=DOPA & concentraciones de 10E-% M solo del 20-507%, cvando
en los  testigos, los asentamientos no fueron mayores del

16% .

Cooper C1982), probdé el potencial de aplicacién del
DOPA  en sistemas comerciales de  prodoccidn de  semilla,
encontrando que las fijacidnes se presentaban despuds de 24
horas de la  adicidn  del compuesto, sin  que las  larvas
mostraran preferencia por el tipo de  sustratoe, ya fuera
concha madre 6 la superficie de los frascos el experimento,
Este Ffendmeno, tiene particular interds para los sistemas
de  produccidn, va que @l tipo de sustrato  que se les
proporciona  a  law lLarvas, @s determinante para @l
porcentaje de semilla gque se  obtenga, por ndmero de larvas
que entran a fijacidn, PFPor Lo gue vtilizar indoctores gue
aseguren el  asentamiento, para obtener ogtrilla svelta o
fija en el sustrato que mas  convenga, disminviria el
trabajo de los laboratorios y repercotiria en los costos de

produceidn,

&



1.8 (b jetivo

Probar el efecto de la Norepinefrina (NEY, Epinefrina
CEY, oy L=DOPA en La fijacidén v metamorfdsis de  larvas de
Grassostres  givas, asl  como determinar el  tiewmpo  de

@xposicidn v Lla  concentracidn a  la gque  se obtienan  low

Mejores resultados,



20 MATERIALES Y METODOS

2.1 (htencidn v coltivoe de larvas

Lot experimentos se desarrollacon en el Laboratorio de
Moluscos del Instituto de ITnvestigaciones Oceanolégicas
P A W de la  Undversidad Adutdnoma de  Raja California
VoA B0, donde el tipo de dinstalacidnes v las tdonicas

utilizadas  son Las  recomendadas para la produceidn

comercial de semilla de G, ogligas.

Witasien TR N

l.as  larvas de gigas, w6 obtuvidron  por

indveoidn al desove de 10 ejesmplares adoltos, GColtivandose
con la metodologla estdndar vtilizada por @l Laboratorio de
Moluvscos del T.0.0,0 de la U.A R Co  en tanques de fibra de

vidrio de 1200 Litros con cambios de agua cada tercer dia y

g, atf,

galhana wvar, Taithiana vy

@0
proporcion [ | a una concentracion  de 0,000
celulas/mililitero, durante las  dos  primeras  sevanas Yy

S0,000 celulas/mililitero, las vltimas dos semanas,

Durante los cambios de agua, e tomdron mudstras del
cultive, verificandese la  sobrevivencia y el grado de

desarrollo de las lLarvas,

&



. Seleccidn de las lavvas utilizadas

EL criterio que se  siguid para  la seleccidn de las
Lavvas vtilizadas en  en este estudio, estuve basado en La
talla de detas, Este wmétodo, s el uvtilizado por el
Laboratorio de Moluscos del T.0.0., en donde las larvas que
s@ retienan en un tamiz de 314 micras, son las que pasan a
lag cdmaras de fijacidn, larvas gque se encuentran  en la
etapa pediveliger con la mancha  ocular bien desarvollada v
una buena actividad en busgueda de sustrato, este oriterio
chifiere del otilizade por Coon et al, (1985,1986), yva que
Las  larvas que vtilizan  ellos  en  wsus @atudiosn  won
seleccionadas en base a sv  desarrollo morfolégico, mas que

a sy talla.

Los términos "asentamiento" vy "metamorfdsis" usados en
Gt @atddio, Gatan U osanen e definidos por
Gheltema(1974) v Burked1983)., Las fases de asentamiento y

metamorfdais ol e (W o G gue La progresidn

caracteristica, descrita por Nelson  (1924) para  las

especies de ostidn,

La fase dindcial del asentamiento, comienza cuando una
larva nadadora extiende el pie hacia adelante v se deposita
an @l sustrato, en donde repta @n busca del lugar adecuado
para su fijacidn o cementacidn, Bi el sustrato encontrado

por la Larva noe es el adecvado, tiene la capacidad de nadap




nuevamente o buscar  un o sitio  mas  propicio  para este
proceso.  La Fijacidn, ocurre cuvando  la larva encuentra el
lugar adecuvado  para suv desarcollo y @@ cementa o Fija al

sustratolfig 1),

EL términe  del perfodo nadador, la subsecuente atapa
donde  la larva repta por el sustrato vy por Gltimo, sy

cementacidn, es Lo gque se  denomina asents Pravio a

La cementacidn, el asentamiento @H reversible, L.
transicidn morfogendtica de larva a una morfologla juvenil,
gue normalmente comienza  con la cementacién, es 1o que se

denomina  metamorfdsis, la  cual @a  lrreversible, Lo

BT IR oI P00 00 P SO0 S A

Juveniles de  ostidn  destinados  al  cultivoe  wse  nombran

semille v ostrilla,

238 Diseio experimental

e probd el efecto gue tiene  la  epinefrina  la

norepinefring y el L-3,4 dihidroxifenilalanina (L.-Dopa), en

la fijacion vy metamorfésis de larvas de (G, gigs

B, para lo
que  se ensayd  con las  concentraciones  de 10E-3,10E-4 vy
T0E=-& M, las cvales, estan alrededor de  la concentracion
optima  de 10E-4 M propuesta por  Coon et al. 1988 .,
Adends , para determinar el mejor tiempo de exposicion a los

compuestos, se probdron los tiempos de 20,40 v &0 minutos,

110




larva con el
pie extendido

\

4//””‘—__——— . ‘_-““N\“-\

perijodo
deonde

renta

sustrato inapropiado

sustrato
apropiado metamorfosis

fijacibn

o — &

FIGURA 1: Modelo diagramatico que muestra el mecanismo
de asentamiento y metamorfosis de ostion.




EL o agua  de mar wtilizada duveante el desarvollo  del
estudio, fud  Filtrada & una  wmicra y esterilizada  por luz

vltravioleta,

Todas las pruebas  se coerrieron por triplicado, v ocon
tres testigos a los que no  se affadio compuesto alguno, las
gque  se realizderon  en  oun wvolumen  de 100 wmililitros, en
fravecos de  videdo, con  una densidad  larval entee 0932y
1,33 Lavrvas por mililitero,  Coon et al. (1985, no reporta
thiferencias significativas de los resultades al  wvrtilizar

densidades Larvales dentro del rango de 051850 Larvas/ml,

Para estimar Llos efectos de  las concentracidnes y Los
Tiempos de exposicidn, s cdisefo un factorial de 3XE para

cada compuesto (tabla L),

Durante 1a pruaba, Lo Frascos Tuvieron un
ordenamiento  aleatorio para eliminar el probless de  las

paevdoraeplicas,

L.aves Larvas no  Fudédron alimentadas durante @l
@rperinento, para minimizar el efecto de un Ffactor extraifo
con el gue  posiblemente pudieran  contribuie  las  wmicro

algas,

La prueba se  Llevd a cabo &  temperatura ambiente, La

cual estuvo en el rango de 2022 grados centigrados,
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Tabla I: Diseno factorial utilizade
para los tres compuestos donde
las X representan el numers de

réplicas por celda,

TIEHFG —F

t1 t2 t3

concl
XXX AKX XXX

conca
XXX XX% %X%

concd
XXX XXX £XX
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Terminado el tiempo de exposicidn, se hacla el cambio
de agua  con la  solucidn, por  agua de mar  wsin  ningun
compueste, v se dejaba por espacio de 48 horas  tiewpo
gsuficiente para diferenciar uimualmmntm Las  larvas  que
alcanzaron la metamorfésis de las que no, por el desarrollo

de la disoconcha como dindicador CFig.2),

ALl Finalizar las 48 horas, las larvas  Ffudron fijadas
con dos mililiteos de Formoel al ¥, para posteriormente ser

cuantificados los resultados,

Pdr Low primeros  resultados obhtenidos @1 el
@xperimento, e corrid nuevamente la prueba en oun segundo
@xperimento, en o el que  se redujeron  los  Uiempos  de
@xposicidén  a 9,10 v 1% minvtos, ademds de sustituir la
tercera concentracidn de 10E-6 M por 10E-S M, vtilizando la

misma metodologla que en el experimento 1.

2.3.1 Fvaluvacidn del efecto de Losm dnduotoras

e considerd semilla  sin  cementar, a toda aquella que
presentd el desarvollo de  la  disoconcha, vy adends, se
pudiaera separar del frascoe por un  chorro fuerte de agua, o
gque s encontrdra completamente sualta  en el  Fondo,
Semilla cementada, Ffud toda la que estaba adherida a los

Frascos,

14



~ T TTTTOISOCONCHA

FLGURA 2: Dibujo de una semilla de . gigas que muestra
el desarroilo de ila disoconcha utilizada para
diferenciarla de las larvas.

15



EL ocontes de la semillas, se  hizo concentrandoe  pore
saparado  los diferentes tipos de  dasta  (suelta vy Fijal,
encontrada  en  cada  Frasco, en una  cdmaca  de o conteo
Sedwick-Rafter, paia i ferenciar  con ayuda cle un
microscopio compuasto las que presentaran el desarvollo de

Ta disoconcha,

Haisae Tratamiento estadistico

Sao dndedd, convietiendo  los  porcentajes de  semilla
guaelta, Fija v los tetales de ambos, encontrades  en cada
frasco, a Ta  Funcidn arcoseno  de La  ralz de P,
transformacidn recomandada por Sokal v RohfL CI96%) cvando
s tabaja  con porcmnTagmﬁ, en  donde  Fooes dgual  oa la

proporeién de 0-1 del porcentaje.

Loow datos transformados, Fodron  los vitilizados en las
P ueha s ter homogeneicdad e varianza oy mermalicdad,
regquisitos  previos para  la utilizacidn de  las  pruebas

gatadisticas enpleadas,

L.a privera  prueba gue se aplicd a los datos, fFue un
andlisis de varidanza de una via, para cada uno de  los
resultados  Ctotal,sin cementar v cementada) de los  dog
@xperimentos, vy poder agrupar posteriormente con una prueba

a prioecd™ (LEDyminima  diferencia significativa), formando



grupoes  de  dgual  respuesta  (Bokal oy Rohf1 1969 Nie et

al ., ,1e7%), Ademds, se  uso un anova de  tres vias, para
obawrvar  las interacoidnes  entee  Los compugstos  las

concentracidnes v los tiempos de exposicidn Ctabla T,

Be o outilizd  tambien, la tdonica  de  superficies de
respuesta,  para obtener  grdficas precdictivas  de La
matamorfisis, ajustando a la formula:

Al e RN EY B4 OGO L BECYY ) +RECXY)
cloncle:
ZuRespuesta en porcentaje de La metavorfdsis
BaCoeficiente de la regresidn
KaGoncentracion del compuasto
KXmEfecto covaderatico de Lla concentracidn
YaTiempo de exposicidn
YYu=ifaoto coadratico del tiewmpo de exposicidn

AY¥=Efecto de interacoidn entre concentracidn y tieupo

Los coeficisntes de la ecvacidn, Fueron calovlados con
una regresidn moltiple por pasos, dgualando Los niveles de
Fooa cero oough , 197%),  para  aceptar o ramover Las
vardables., Ademds, el orden de dnsercién de las variables,
s determind  vtilizando )l coeficiente de correlacidn

parcial, como medida de La dimportancia de estas,
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A partir de las ecvacidnes resuvltantes, se  generaron las
graficas de superficies de respuesta gque moesteran el efecto
combinado de  la  concentracidn oy el tiempo, sobre la

respuesta en porcentaje de wetavorfésis de las larvas,



G0 RESULTADOS

J.1 Induvceidn total

AL utilizar la prueba LSD, se logrdron diferenciar al
9% de  confianza, 19 grupoes de dgual respuesta, para el
total del asentamiento de  los  dos experimentos  C(tabla
LLLy. f i donde el wdxino asentamianto encontrado,
rapresentado por el grupo 1 Fud e 84,837, Grupo formado
por La  combinacidn de  H0 0 minutos  de exposicidn oa la
concentracidn  de 10E-4 de epinefrina vy 40 wminvtos de
@xposicidén a  la concentracidn de 10E-3F  de norepinefrina.
Eeste resultado, % semejante solo para la  epinefrinag,
gsegun Lo reportado por Coon et al, (1985,  EL grupo 19 el
de menor  respuesta (0,004, estd Formado  prdincipalmente
por La concentracidn  de 1T0E-6 M de los  Ttres compuestos a
cualguier  tiempo  de  exposicidn yooolos  testigos, l.a
respuesta  en asentamientoe  del resto de los  grupos s

muastra en la Figura 3§,

L andlisis de  vardanza de  tres vias (tabla TV,
sefiala para los tos @xperimentos, i ferencias
gignificativas hasta del 99% de  confianza, entre cada uno
der los Factores del experimento (compuasto, concentracidn
yothempor, ast  como entre las combinacidnes de estos, A

groepcidn en el experimnento 1 del Factor tiempo vy ooen @l

210



TABLA II1: Ordepamiento de los 19 grupos forwados con la
spueba LSD al 95% de confianza para el total
el asentasiento.

TIERPO (Rin) —F

5 18 15 28 43 1]
=3
7 9 g 2 2 2
E
P
1 -4
il ? 9 14 q 2 i
E [H]
F
R
| -3
] 15 1 18
f
= ) ) _
13 13 13
-3
i 4 b ] 2 i 2
0
R
E
P -4 ; A
| 8 13 17 1z 4 2
N [H]
E
F
R -3
| 18 19 1?
H
f
-6 - .
13 19 19
-3
12 16 19 3 3 ?
_4 _
% 17 13 19 3 4 12
D [H]
0
P -3
f 1? 13 17
-6 i )
19 13 19
AGUA DE MAR 19 19 19 13 49 19
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TABLA 1V: Resnltadus del analxsls de varianza de tres vias para los totales
del exsnrxnﬂn 0 1 y el experivento 2. Donde %=P(0.01,%x=P(8.085)0.61

¥xx-P(4.1)8.85, HS=no significativo.

FUEHTE DE UARIACION SUKR DE CUADRADOS g.l.  HEDIA DE CUADRADOS _f_
COHFUESTO 28356.79 3 9452.262 *
COHCENTRACION 34536, 5 2 17268, 25 ¥
TIEHFO £3.9%219 2 449964 **

\
COHP x COHC 139098.59 6 2318.9839 *
COHP X TIEHFQ 1494.203 b 234,0339 *
COHC ¥ TIEHFO 564.5547 4 141.1387 ¥
CORP ¥ COHC ¥ TIEHPO 103,258 12 92,35482 ¥
ERROR 326. 4862 72 12.96679

EXPERTHENTO 1

FUENTE DE UARIACIOH SUHA DE CUADRADOS g.1.  HEDIA DE CUADRADOS F
COMPUESTO 15188.79 3 5082, 956 *
COHCEHTRACION 3287.317 2 1643,658 *
TIEHFO 46,6633 2 423.4317 ¥
COHP x CGONC 4479, 414 6 746,569 *
COMP ¥ TIEHFD 691.2618 3 15,2182 *
CONC ¥ TIEHPD 345.7735 4 86.44336 -
COMP X COHC ¥ TIEHPO 967.1446 {2 2,59 ¥
ERROR 1845,385 7 25.21257

EXPERIMENTO 2



experimento &  del efecto concentracion X tiempo, en low

gque las diferencias entre dustos, s aceptaron al 9HE,

L epinefeina, Ffud el compuesto con el mejor promedio
general de dnduocoildn al asentamiento con el 34,62%, sl se
tomaban en  cueenta todas las  concentracidénes v todos los
tiempos de exposicidn, seguido de  la norepinefrina con un

A7 87 voel L-DOPA con el 163X (fig. 40,

La mejor concentracidn, Fuéd La 10E-3, esto se dedujo,
al promediar todos Lo tiempos de exposicidn, a cada una
e las concenteaciones,  con promedio  de HO% para
epinatferina, 68.27% con novepinefrina v 28,7974 L-DOP& (Fig.

W)

Do cada compuesto, @6 realizdron  las grafices de
superficies de respuestas Fig., &), corvoborands  de una
Manera geratfica, gque  la concentracidn del compuesto es @l
Ffactor principal que regula el porcentaje de metanorfosis
en @l expecimentoe 1, observando un gradiente ascendente de

matamorfdais hacfa  las mavores concentracidnes de  los

compuestos, v o ogque  las  dsoldineas corrlan  en  posisidn
paralela al eje del tiempo., En el experimentoe 2, el
aumento  de la  significancia con  la gue  se aceptan  las
thiferencias entre los tiempos, se cefleja en la curvatura

gque presentan las dsolineas de la Figdra &0 Las isollneas

de Las  grdficas, se hicieron  tomando en cuenta el @rerop

i
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e@stdndar de la regresion, para evitar gue se traslapen las

Lineas,

Fr el apdéndice se presentan las  ecvacidnes que  se
vtilizaron en las grdfices de superficies de respuesta y
gque se obtuvieron con las regresidnes moltiples, ademds de

una prueba "F" para la regresion,

3.8 Indocoidn a semilla @in cementarse

Los resultados para  la  dindueccién  a  semilla  sin
cementarse, son muy  similares a  los del  total. [ aia
dutos, s lograron diferenciar 18 groupos, coincidiendo low
integrantes del grupo 1, con los del grupe 1 del total
Crabla V), Siendo el mejor promedio de wmetamorfdsis de
B, 6868%,  Los resuvltadeos de los demas grupos, se observan
en la Figura 7, en donde el de menor dmportancia mosterd un

promedio de 0,0%, grupo que incluye al testigo,

La tabla VI presenta el resultado del anova de tres
vias para ambos experimentos, en  donde las  diferencias
antre las tres variables (compuesto,concentracidn y tiempo
de exposicion), asd como entre las combinacidnes de astos,

se aceptan con una certeza de hasta 9974,

1L mejor  dnductor a  semilla sin  cementarse fuéd  la

]



TABLA VU: Ordenanieno de los 18 gupos diferenciados para semilla

sin cementar con la prueba LSD al 95% de confianza.

TIEHPO (KIH)—F

b} 19 15 28 48 &0
-3
9 10 9 4 i 4
E
P
[ -4
N 9 9 13 b} 4 1
E [H
F
R
1 -3
] 16 18 18
f
-6
18 18 18
-3
H 6 8 9 3 1 2
0
R
3
P -4
I 1 13 15 12 3 4
N [H]
E
F
R -3
I 18 18 18
i
f
-6
18 18 18
-3
12 17 18 7 b 9
-4 .
% 18 18 14 13 9 14
D [M]
0
P -1
h 18 18 18
-6
18 18 18
AGUA DE HAR .
18 18 18 18 18 18
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TABLA UI: Resultado del analisis de varlanza de tres vias para la semilla
sin cexentarse del exgerlnen 0 1 y 2, Donde *=P(U.01,%x=P(0.85)
8.81,%:x-P(0,1)0.085,H5zn0 significativo.

FUEHTE DE VARIACION SUHA DE CUADRADOS g.1.  HEDIA DE CUADRADOS F
COHFUESTO 27787.38 3 8589.128 *
COHCENTRACION 28643, 44 2 14321.70 *
TIEHFO 153.8242 2 76,9244 *
COMP x CONC 13338.57 6 2221.762 *
COHP X TIEHPO 9531.0586 6 158.3098 *
CONC X TIENFO 1089, 316 4 252,329 *
COHP X CONC X TIEMFO 914.3284 12 76.19404 ¥
ERROR 771.5938 72 10, 71658

EXPERIHENTO 1

FUEHIE PE YARIACION SUHA DE CUADRADOS g.l.  HEDIf DE CUADRADOS ¥
COHFUESTO 10361.34 3 353,778 *
COHCENTRACION 6884, 281 2 3442, 143 *
TIEHPO 372.8379 2 2442.14 ¥
COHP x COHC 4844, 47¢6 b 296,419 *
COHP X TIEHPO 214,9254 6 35,6709 *
COHC ¥ TIEHPO 240, 1836 4 60,439 *
CGHP X COHC X TIEHPO 751,7188 12 t2.64323 ¥
ERROR 563,126 72 7.821194

EXPERIHENTO 2



epinefrina, con un promedio general de 26.70% (Figura @),
Paero La concentracidn  de los tres compuestos  que Mmejores
resuvltados obtuvo, Ffud  la de 10E-3 M, con un promedio de
b1, 6NZ para la norepinefrina, 48,007 la epinefrina, v

17 08234 L-D0OPA (Figura @3,

Do la misma manera gque en los totales, la figuera 10
seffala como  priancipal fuente de vardacidn, a La
concentracidn de Los compuestos, v odmo el Ffactor tiempo,
avmenta sy dnfluencia hacla Los  Ciliewpos inferiores a 20
Minutoes o sea el experimento 2, Fato we puede comprobar
con  la suma  de cvaderados  de La  tabla VI,  en donde el
iempo tiene  un aumento de THEF 82 en el experimente 1 a
UZEB3 en el experimento 2. Las ecvacidénes obtenidas, a
partir de  la regresidn moltiple, que s otilizaron para
generar  las  grdfices Jde superficies de  respuasta e
muestran en el apdéndice, junto con  una pruaba "FY opara la

regresion,

3.3 SGemilla cementada

Do semille cementada  se  diferenciacon 15 grupos
Ctabla VILY, en donde el mayor promedio de  Fijacidn se
ancontrd a los 20 minuvtos de La concentracidn  10E-4 M de

L=DOPE con el 82,87 de dindvecidn v 0,04 para el grupo 19

XY
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54.29
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RESPUESTA PARA SEMILLA SIN CEMENTAR.

35



TABLA VIT: Ordenaniento que presentan lgs 15 grupos diferenciados
para senilla cementada, con la prueha LSD al 95 ¥ de

confianza.
TIEHPO (HIN)—F
5 19 15 20 49 1]
-3
12 13 13 15 9 9
E
F
| -4
H 10 13 1§ 13 14 15
E[H
F
R
| -5
] 18 3 5
f
-§
15 15 15
-3
H 11 8 4 13 15 15
R
£
F -4
| 12 12 15 14 14 15
H [H]
E
F
R -5
| 13 15 12
]
f
-6
15 15 15
-3
14 11 15 6 4 6
-4
% 11 8 15 1 2 7
b
0 [N
F -5
f 12 5 12
-6
15 15 15
fGUA DE HAR 15 15 15 15 15 15




CFig.11) . En esta seccidn, el efecto combinado de  los
tres  Factores fuve signigicative hasta el 994, pero  a
diferencia de las seccidnes anteriores la  concentracidn
del  compuesto tiene  una disminucidén  muy  marcada de o
influencia en el experimento 2, lo que se comprueba con la
disminucidn de la suma de cvadrados gue se da en la tabla
VITL, Jlendo de 23%51,87 para el experimento 1 hasta 43,88
para el experimento & y disminvyendo por consiguiente el
grado de significancia con la que se acepta de 994 en el
axperimentol a  no haber diferencias significativas entre
Los resultades  que se obrlenen Goon una u (ot a
concentracidn, suceds Lo mismoe para  la combinacidn  de
concentracidn X tiempo., Esto significa, gque no existen
egvidencias  significativas, que demuestran  gque  alguna
concentracidn o combinacidn de  concentracidn X tiewpo, s
mejor que  otra., Para el experimento 1, tante el efecto
combinado de compuesto X tiempo, como de concentracidon X

tiempo, s aceptaron soloe al Y0%,

EL-DOPA, resulto ser el mejor dindoctor para semilla
fija, econ un  promedio general de 8174 contra 3, 79%
encontrado  en @pingferina v B4 con norapinefsina
CRag,12) . Ademds, la concentracidn que mejores resuvltados
did Fud TOE-3 M, con un  promedio  de 14,84 (Fig.13),
diferente a lo  que reporta Cooper 1988 de 10E-0 M como

La mejor concentracidn para obtener este tipo de sesmilla.
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TABLA VIIT: Resultados del analisis de varianza de tres vias para la semilla
cenentada sara el experinento 1 y 2. Donde *=P{(8.81,%*=P(8.085)8.01

¥¥#=P(0.1)8.85,N5=no significativo.

FUEHIE DE VARIACIOH SUHA DE CURDRADOS g.l.  MEDIA DE CUADRADOS _E_
COHPUESTO 9287.619 3 1662.54 *
COHCEHTRACION 2351.874 2 1175.937 *
TIERFO 156.7588 2 78,3794 *
COHP x CONC 1683.17 b 281, 5283 *
COMP X TIEHFO 234,5518 b 39.89196 Wk
COHC X TIEHPO 150, 7266 4 37.68164 6k
COHP ¥ CONC X TIEHFO 491,2373 {2 48, 93644 *
ERROR 1100.641 72 15.28668

EXPERIHENTO 1

FUEHTE DE UARIACION SUMA DE CUADRADOS g.l.  HEDIA DE CUADRADOS F
CONFUESTO 3923.728 3 1387, 909 *
COHCENTRACION 43,8477 2 21.94238 HS
TIERPO 219.2197 2 189, 6m39 *
COHP x CONC £53.9189 b 142.3198 ¥
COHP X TIEHFO 374,704 b 95.78438 *
COHC X TIEHPO 172.3184 4 43.87339 Ha
COHP ¥ COHC X TIEMPO 997.8316 12 83.15763 *
ERRCR 2033, 448 72 28,3202

EXPERTHENTO 2
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Para esta seccidn, las gréficas de superficies de
respuestas  que se  obtuvieron, tienen un o comportamiento
mucho mas  influenciado por el tiewpo gue Lo encontrado
anteriormente, Lo que @s mas  notorio en el experimento 2,
al tener las dsolineas una mayor curvatura, Por los bajos
porcentajes de cementacidn encontrados para epinefrina y
norepinetrina, el odmero de  dsolineas que @6 pueden
reconocer  toemando  en  cuventa el error estandar  de  la
regresidn son muy pocos,  Ast, para epinefrina, solo se
pude diferenciar La Linea del 27 en el experissnto 1 oy del
708% para el experimento & CFig 14y, EL apdnlice muestra
Las ecvacidnes que se uvtilizdron para las  superficies de
respuasta vy ogue se obtuvidron  con Lla eegresidn mdltiple v

una prueba "FY opara la regresidn,
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4.0 DISCUSIC

401 Induveceidon Total

Weiner y o Colwelld1982),Cooper (1982) y o Goon @t
al 1985, 1986) encontraron, que el  L-DOPA, asd como las
catecolaminas, epinefrina vy norepinefeina, son  fuertes

induvctores para larvas de (G, Y oesta depende ademds

del  compuesto, de la concentracidn y ool tiempo  de
@xposicidn a dstos, Morse et al,(1979), encontrd para
abulones utilizando GABA, una concentracidn dptima  de

TOE=4 M v un tiempo de 2-3 dias.

En o este trabajo, Lla mejor explicacidn dey Law
variacidnes de asentamiento, este dada por el efecto
combinadoe de  los tres factores (Ctabla TV),  al acepltarse
las diferencias entre estos hasta el 997 de confianza, Lo
que sigonidfica, que todos Los  cambios en la respuesta @sata
en funcidn del compuesto la concentracidn y @l tiempo de
@xposicidn, Ademds, se encontravararon diferencias entre
cada una  de las variables (compusstos, concentracidnes v
tiempos  de  exposicidén), o sea gque cada una de  las
vardables actdan  con  diferente intensidad, Goon et

al, C128%), al wtilizar Para [ epinefrina,

norepinefrina oy L-DOPA  encontrd gque  en exposicidnes

continuas de los  compuestos la mejor concentracidn  es de
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TOE-4 M, La  encontrada por este trabajo, fud 10E-3 y el
mejor tiempo de exposicidn (el mdximoe vtilizado), de &0
minutos,  La diferencia entre los dptimos reportados para
La concentracidn, yv el sncontrado  por este estddio, tiene
como dnica  variacion el  tiempo de  exposicidn., Coon et
al Cop it ), reporta que e presentan dinhibicidénes del

poder de los dnductores en  exposiciénes continvas  a

concentracidnes dguales 0 mavoras  a  TOE M, para
cualguiera  de  los  treg compuestos, ateribuyvendo @eta
reduoccidn a un efecto téxicoe cavsado por de los productos

de oxidacidn de los compuestos., Hadfield (1984), tratando

Pastilla sibogas, para evitar dste

de dnduecier  lLarvas de

efecto, provée exposicidnes de 6 dias  a  los misnos
compuestos y  concentracidnes (10E-3,10E-4 M), pero las 4
primeras  horas, las solucidnes eran  cambiadas por  unas
recidn preparadas, al cvarto cambio se dejaba a las larvas
con el compuedsto hasta que se completaran los 6 dias. lLos
resultados que obtuvo, Fuderon los de un  dncremento en la

mortalidad de Laws Lavrvas,

Aparentemente, la toxicidad de los  compuestos, esta
en  Foncidn de  la concentracidn  dindcial vy el tiempo de
@xposicidn,  Pero a concentracidnes iguales o inferiores a
TOE-3 v tiempos de  exposicidn menores o 60 minutos, la
fuerza téxica de déstos no es atn considerable, va gue no

e observaron inhibicidnes significativas @n et a

4%




combinacidn e Tihemp o y coneentracidn para Las
catecolaminas epinefrina v norepinefrina,  En el caso de
L-DOPA, La ddnhibicidn hacla las  mayores concentracidnes,
comienza a ser clara entre los valores de 10E-5 v 10E-4 M
y o othempos de  exposicidn mayores a B0 minuvtos  (Fig.b),
Goon et al,C198%), reporta esta dnhibicidn para el L-DOPS,
a @stas mismas concentracidnes, pero no informa sobre Low
tiempos de exposicidn,  Tomando en cuventa dsta inhibicidn,
Los mejores resultados del compuesto se encontraron en las

Mmayores concenteraciines,

Nelson  CL924), reporta  gue desde gue  la larva e
deposita en el sustrato, hasta que termina  la fijacidn,
transcurren  al rededor  de 913 minutos, por  lo que  al
vt bizar tiempos de exposicidn entre este rango de Tiaempo,
La dnhibdcion encontrada en @l @xperimento 2 con aumentos
de tiempo  pudo ser provocado por la manipulacidn  de las
larvas durante el cambio de las  soluciones por  agua de
mar .  Debido a este fendmeno, el ajuste de los resuvltados
a la  ecvacidn propuesta por  lLough 19278, fud  muy pobre

por ser este un modelo cuadratico,

&8 Tndoceion a semilla sin cemantar

Goon et al, 1?2867, denosterd gque La epineferina vy La



morepineferina, dnducen La metamorfdais de las larvas de G,
gagas sin  la cementacidn, afirmacidn comprobada  por dste
estddio, donde se demuestra gque  son  lLos reactivos  que

mejores resvltados ofrecen en la obtencidn de este tipo de

wemd Ll e,

AL dgual gque en La  seccidn anterior, la metamorfdsis
esta  explicada tanto por  Llos  compuestos como por  las

concentracidnes v Los tiempos de exposicidn,

Basicamente, todos los resuvlitados concuverdan con los
e La  seccidn anterdior, debido a gque La mayorfa de las
Larvas inducidas no presentan @l perlodo de cementacidn, vy
por consigulente, las regresidnes que generan las graficas
de superficies de respuesta en el experivento 2, tienen un

mejor ajuste Capdéndice) con la excepcidn de las de L-DOPA,

gL hecho de fue utid bizando @pinetfrina Y
norepinefrina, e  presenten  promedios de metamorfisis
mayoreas a 80%, es de singular dmportancia  para todes los
Laboratorios de  produeccidn de semilla suvelta, va gue al
COMPararse @t a Téonica on lLas vtilizadas
tradicionalmente  para obterner  ostedlla si0n cementanr
(Walne,1981), @ata @
ralativamaente mas  simple, ademds de no  reguerir material
especializadoe, Coon et al,(198&), dice que el costo de

epinefrina que se necesita para preparar 3 Llitros de una

47



golucion 10E-4 M, suficiente para tratar  mas de  OXT0ED

larvas, es menor a $0.14 dlls,

La  habilidad de  los compuestos neuvroactivos v Hus
andlogos estructurales, para inducir  metamorfdsis  en
larvas de moluscoes a side  ampliamente demostrada  (e.qg,
MHadfield, 1978;Morse et  al. 19793Cooper, 1983 Morse, 1984),
El modo de acoidn de los  compuestos v su relacidn con los
inductores naturales, permanece desconoecide  (Coon et

al.,,198%),

Lat larvas induvcidas con  epinefrina v norepinefrina,
ne presentaron dorante el  asentamiento, la caracteristica
fase en la cuval reptan, al contrario del L-DOPA, donde @i
se presentan  todas las Fases del asentamiento propuestas
por Nelson (19243, Coon et al.c198%), sugiere gque  la
indvecidn esta  controlada por dos Factores. Uno extern
L-DOPAY,  en el que se dncluierdfa  la  fijacidn v la
metamorfésis v oteo interno gque es el gque controlaria wolo

La metamorfésis (epinefrina y norepinefrina)l.

Al utilizar un o dnductor  gque  actda de  una  manera
interna como epinefeina vy norepinefrina, la larva no tiene
el estdwulo @rlrarns  para cemantarse, empezando La

metamorfdais sln gue @sto ocurera,

La razén por la gue una parte de las larvas inducidas
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por @stos compuestos, i logrdron fijarse al svstrato, es
La alta relacidn estructural que  existe ontre osltos
compuastos v o @l LeDOPA  segun Lo reporta Coon et al,

C1oBE) .

4.3 Semilla cementada

Aad como  epinefrina yoonorepinafrina,  resuvltaron
@xcelentes inductores para obtener semilla sin cementarse,
@l Le-DOPA, probd  ser el mejor compuesto  para  obtener
semille cementada,  Obteniendoe resvlitados  de hastae 32087,
un magnifico porcentaje si se compara con Lo peportado por
Los  lLaboratorios ey produeceidn comercial, en  donde
genaralmante Fluctua Gt e @l 17 y @l Ay
(Krrantz, 12823Walne, 19G8), fn Lo gque  respecta a Lo
encontradoe para los  otros compuestos en el  experimento |
tanto la  combinacidén de compuestolX tiempo, como la  de
concentracidn X tiempo,  @son Los  factores que  menor
iMportancia tienen e los resultados, ya gque  laws
diferencias entre estos, solo  eran aceptadas  al 9074 de
confianza Ctabla VIID) o Mientras que  en el experimento @
Los  resuvltados  nos  dndica gque no  existen diferencias
gignificativas, entre las concentracidnes vtilizadas, vy
tampoco existen  antre lLa  combinacidn de  concentracidn X

tiempo.,  Por Lo demds, el resto  de los  Factores Fueeon

4%



gigificatives hasta @l 994, Esto significa, que las
Larvas detectan  concentracidnes MUy bajas de Lo
compuastos, encontrando @l dptimo a la concentracidn 10E-4

M.

En o la  Figura 14, las grdficas que corresponden  al
@xperimentoe 2, tienen  un ajuste  Muy pobere, debido
principalmente al  tiempo que requiere la  larva para sy

Fijacidn v gque fue discutido anteriormente,

Las  Ffoentes de  L-DOPA en el  wmedio, podefan  ser
peliculas de bacterias adheridas a  algun tipo de sustrato
oMo roCas Cleiner atal 198%), patidnes adultos

(Crisp,1967), o ambas.

"No existen evidencias de que @l L-DOPA, ocurra en el
medio en el rango de 10E-4 a 10E-5 M (Coon et al.,198WH",
De cualoguier Mmoo, concentracidnes therl, indvoetaor
comparables con  las  de este estudio, posiblemente se
podrian encontrar si existiera una proximidad muy estrecha

entere Lo Fuente vy Lla larva,

Por este motivo, s posible gque Lla  larva no  sea
atralda hacla las Ffuventes por guimiotatotismo, @ino mas

bien por fototactismoe o geotactismo,

Una gran proporcidn del ostidn cultivado, se cria <on

@l método de  las sartas. s en éste  punto, donde @l

w0



L-=DOPA tiene  su principal aplicacidn, va que se podria
i jar  larva  en el wmaterial mas  conveniente  para el
acvacultor, minimizando costos, al  no tener gque conseguin
Mt el @apecializado CoMo Coneliat 0 colectores

fabricados,

Coopar1982), probdé el potencial de aplicacién del
L-DOPA en sistenas de produccidn  comercial de semilla, en
donde  al vtilizar este compuesto la  larva no  presentd
predileceidn por el tipo de sustrato, va fueran conchas de
ostidn o la superficie de los  Frascos vtilizados en el
@rperimento,  Esto  puede traer  dificultades en  cvanto é

conseguir fijacidnes en sustratos desfavorables,

La utilizacidn de Los tres compuestos para induoir La
metamorfésis, tiene ademds de conseguir un alto porcentaje
de asentamiento, la ventaja de gque actdan an un lapso de
thempo  peguelo oy gue la  gran vardacidn entee  los
porcentajes de asentamiento que nombera Keantz L9, como
uno de los fendmenos tdonicos en el gque no se puede tener

una predicoeion de déxito, es controlada por Lo dinductores,

la propiedad de Los compuestos, de actuvar en un lapso
de tiempo peguaeio tiene Lla  ventaja de conseguir una talla
homogdnea de La  semilla ya que todas reciben el estimolo
en oun lapso  de tiempo Moy similac, Y al  no requerie del

gran espacio gue s asigna en  un Laboratorio a la secoldn




de Fijacidn, este espacio puede ser vtilizado por sistenas
de pre-engorda de semills, avmentando asl, la capacicdad de

producoidn,

Un punto  dmportante de la dindoecoidn guimica de las
Larvas  es el desorvolle que presenten  posteciormente,
Coon et al, CLYEE), reporta gque  semillas gque s obtuvidron
de esta manera, noe  presentaron diferencias en crecimiento
al  compararlas con  wemillas gue  @xperimentaron un
asentamiento natural, al  wmenos  durante  los primeras 8

meses de cultivo.

e



o0 Conclusiones

Lot  compuestos epinefring, noerepinefeina y o L-DOPA,
probaron  ser buenos  dnductores para @l asentamiento de

Larvas de G, oioas.

Tanto @pinefrina Como novepinafrina, inducen

priancipalmente la metanorfdais sin La Fijacidn,

AL utilizar L-DOPA, un gran porcentaje de las larvas
que  alcanzan la  metamorfdeis, s logran  cementarse,

obteniendo semilla sin cementar vy cementada,

La concantracién 10E-3 My el tiempo de 60 minutos,
fud la combinacidén de factores donde mejores resuvltados se

obtuvidron,

Para tiempos de  wmas de 20 minutos, La concentracidn
de los  compuestos e@s el principal  factor que  regula la
metamorfdeie, Mientras que  para  tiempos  menores, ol
factor  tiempo aumenta  la dinfluencia  que  tiene  en @l

resultado Final.,

Bl L=DOPS,  es el unioo  compuesto  gque presentd
inhibicidn de la metamorfdeis a de exposicidnes superiores

a A0 minutos,

Las combinacidnes de concentracidnes y tiempos en los



que se obtuve el mdximo asentamiento Ffudron los 60 minutos
de exposicidn a Lla concentracidén de 10E-4 M de epinefrina

y los 40 minutos de exposicidn a 10E-3 M de norepinefrina,

L mejor resultado  obtenido pare semilla ol 1
cementarse, e  logrd  con las  mismas  combinacidnes de
concentracidnes vy tiempos de exposicidn  que para el total

e asentamiento,

EL mejor resultado  obtenido para el caso de semilla
cementada se  logro con el compuesto  L-DOPA, a los de 20

minutos de exposicidén a la concentracion de 10E-4 M,
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6.0 AP ENDICE

EL apédndice muestra los coeficientes de las ecuaciones
utilizadas  para genecar  Las  grdfices de superficies de
respuesta, ademas de una proeba "F" para  la regresidn gue
generd Los cosficientes de cada uno de Los compuestos donde
a0, 01, e OO, 020, (01, s OO L1220, 00, PE O
significativo,

Epinaefrina experimento & asentamiento total

AsGTHER OO +0E Y ) +CAIKXX2) 0T XY ) +0HCY %%2)

s de metamor Posis
oncentracidn

=L M o

seoneantracidn % tianpo

0.,29887E 02
0. 33072E 02
me 0, 498941 01
~0 . 46828E 01
C 0L AREE0E 00
= E0N0AE 00

Fuante de suma e grados oe Me L a
varidacion cuadrados Laiber tad cuoadratica

regeeston DAGT7 67 (o] AN
desviacidn HR4 LG9 i A4 50
variacidn total REGE D6 i

Bondad de ajuste = 0,7245

desviacidn estancdar = 30,.57094

Epidnefrinag expecimente 1 asentamiento total

a8



A0 OO 0 (Y )+ 0A D 05 (XY ) 06 (Y 5%

e de metanorfosis

Kugonoentracidn
Yot G o

XYwmooncentracidn % tiempo

0, AGP09E 02
0, BAIEIE 02
0, 4%020E 00
0. 78685 01
Gl 0, 69470
Com= 0,17913E~03

fuente oo
varfacidn

suma de
cuaderados

grados de
Liber tad

e a
cuadratica

ey eston
desyiacidn

variacidn total

Bondad de ajusts

cdaesviacidn estandar

20889.78
696011
2158% . 89

0.9678

Moraepinafring experimanto

b, 385

aserctamiento

"
=1
o b

@G LR OO FCECY I 04 CXRRD2IH0H (XY I +06H CY%%E)

Bu de metamorfdsis

Kugoncenteracldn
M amp o

AY¥=concentracidn

0. 19659 03
0, S59606E D2
ey () B4TUGABE 01
Ca= 0, 4981185 01
Gl LHBEIE 00
Céh= 01141 1E 00

Fuente de
variacidn

¥ooTh@mp o

HuMa e

cuadirados

grados de
Liber tad

A177 . 9b
I R

Total

e da
cuadratica

any



e e
desviac
variaci él\

total

Bondad de ajuste =

desviacién estandar =

H194 0
964. \\}
7168, 69

0. 8653

Norapinefring exparimento

A=CLHC2 OO +CICY I +0A CXR%E ) +08 (

Sy A )
Kaugronocentracion
Yo P g g o

AKY=goncenteracidn %

Gla= 0,10936E 03
C2= 0.,18948E 02
G 0, ABEP1E 00
Gl 1BOIPE 00
Z 0, 16090801
Chme0, 14764802

fuente de
vardacidn

paetamortosis
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tiaempo

sumMa e
cuoadrados

B 00564

grados
Liber tan

#
ey

et amiento

YD eGhHCYR®2)

e

1arae, 84
a)- ))\;

total

el da

cuadratic

a

regresion
desviacion
variacidn total

Brordad de ajuste

desviacidn estanda

19009 .26
1164 .42
20673, 68

0. 9437

ro= 34,12306

b
21
b

L-=DOPG @xperimento 1 asentamiento total

AL 0R OO +0F Y I +04 CXX%2) + ()

A de metanorFosis

i

W OXY Y H0HCY%%2)

3901, 8%

S A%

Al




Ksmgoncentracidn
Yo pd@mp o
KYwgoncentracidn ¥ tiempo

Sle 0 ARGV7EE 01

G, A37EAE 01
S () PE3EE (1]
G, QABREE 07

Tuante de suma ole girados de
variacidn cuadrados Liber tad

cuoadratica -

ey et on YOBE., 13 i
desviacidn 605,89 )
varidacidn total 6493 .92 A

Bondad de ajuste = 0,9382

desviacidn estandar = 24, 6152%

L=DOPA experimento 2 asentamiento total
A TH02 OO+CECYIH0ACKR%R2I+CH XY I +06H (Y %%2)

Cl= 0.80092E 02
CR= 0, 30248E 02
G 0, NER33E 00
Cawm 0, 257945 01
G0, 101185 01
Gy 27850 Q0

Fuente de suma e grados de
vardacidn Cuadirados Liber tad

Meda

cuadratica

el on B0 2% i
desviacidn R 16
vardacion total 1656, 83 ol
bondad de ajoste = 0,48%54

desviacidn estandar = 29,21594

Té&1, 0%

47, 4%



Noraepinefring experimento 2 sin cementar
A=CLH0R COF0ZCYIH0A R H0H (XY I +0H (Y %X
e metanorfdsis

concentratidn

Yot d @p o
XY¥=goncentracidn %

fyum

S

Tiemp o

Cl= 0134648 03&
Cam= 0,30164E 02
GFaaee 0, 2EBIZE 01
Ca= 0, 90610E 00
Cls-0, 467008 00
Co= 0, 13778E~01

grados e
Libertad

@suma ol
cuaderados

Fuente oo
vardacidn

med i a
cuadratica

H322, 31 U
221 .57 ol

6NHAS B 26

e el on
coaviacisn
variacidn Total

Bordad de ajuste = 0,966

desviacidn estandar = 14,8829

Morapinefrinag experimento 1 sin Cementar

e e metamorfos i
Xmeoncentracldn
Yot d e o
XYs=goncentracidn %

tiemp o

Gla 0117768 03
CRw= 0.27669E 02
(&m0, BEREPE 00
G4 0, 914638 00
s 0, 41637501
Chm-0, 4972202

1264, 46

10,56

At



Ffuente de
variacidn

suma e
cuadrados

grados de
Libertad

pe el
cuadratica

Jiacidn
variacidn

bondad de ajuste =

desviacidn

Epidvnefrina

total

19251 42
117453
2042635

0, 9425

eatandar = 34,27111

S

grparimento 1

s

wd
2%
b

cogrpen tar

A= leCR OO 0T Y IO (XX +OH XY )+ 04 CY%x)

A e

A G

meoncenteracidn

(1 4204

S 0,
Com 0, 1086

Fuente e
vardacidn

<0 SEHDHGE
0, 14347
0,83098
B84 3
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Epinefrina experimanto & sin cementar
Al e CR GO ROE Y I e0A CARRD T OH (XY )+ 0H (Y %22

A oo metamorfdaia
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= 0L NA44G4E 01
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bondad de ajuste = 0,8%44
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Norepinefrina experimento 1 sin cementar
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bondad de ajuste =

desviacidn estanda

Le=DOP G @xparimaentoe
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LDOPE experiventoe 1 gin cementar
AT G2 OO +FCECY I H0A (KRR HOH XY ) e 0h (Y %%E)
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regresion VAA4 | B i
desviacidn S6Y R0 ol
varidacidn total S013.6T ok

coeficiente de corraelacidn =0,9%06

desviacion estandar = 23,8%98646

Epirefeing experinento 1 cemaentada
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Epinefring experivmento 2 cementada
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A=CL+C2 OO +C3CY I +0A (Xxa 23+ OB (XY I+ 06 CY%%2)
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Noeapinefring experinmento 2 cementada
AL AR (X0 CY I +0A (X% 2 +0H (XY I+ 0O (Y %%2)
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