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RESUMEN

En el presente trabajo se caracterizaron algunos aspectos nutricionales,
como la ingestion y la digestion durante diferentes etapas del desarrollo larval del
caracol Reina Strombus gigas. El alimento utilizado para este estudio fue la alga
clorofita monocelular Chlamydomonas coccoides. Las larvas utilizadas fueron de
1,10, 18 y 30 dZ&as de edad y los experimentos se conducieron a una temperatura
de 27°C. En este estudio se evaluaron los estados nutricionales y los indices
temporales de ingestion y digestion. Se observd que C. coccoides comparada con
las microalgas T. suecica e I. aff. galbana, es ingerida y digerida adecuadamente
por larvas de S. gigas a lo largo de su vida larvaria. Durante las dos primeras horas
de esta investigacion, las larvas de 18 y 30 dias reportaron un 100% de organismos
en estado 1 de nutricion. Para todas las edades estudiadas, se observo que a la
primera hora los valores del indice de ingestion fueron entre 0.82 y 1. En relacion
al valor del indice de digestion, este proceso se inicio a la tercera hora para las
larvas de 10, 18 y 30 dias. En cambio, para las larvas de 1 dia, este proceso se inicid
a la cuarta hora con un valor aun bajo (0.08). Asimismo, como las observaciones
con epifluorescencia se realizaron con larvas vivas, se pudieron visualizar, ademgs
de los procesos de ingestion y digestion, fenomenos tales como la expulsion de
particulas de alimento inicialmente ingeridas por la larva y posteriormente
expelidas por esta al medio, en un tiempo menor a 5 minutos.

De acuerdo con los resultados de esta investigacion, se concluye que
Chlamydomonas coccoides, a pesar de ser una microalga que no ha sido utilizada
en la alimentacion de larvas de S. gigas, podria ser una microalga interesante en la
alimentacion de este molusco, a lo largo de toda su fase larvaria.

Palabras claves: molusco, nutricion, larva, epifluorescencia.

INTRODUCCION
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El caracol Reina Strombus gigas, es un molusco que al paso del tiempo ha
trascendido sociocultural y econdmicamente en varios paises de la zona del Caribe
(Stevely, 1979). Sin embargo, su estado pesquero actual ha captado la atencion de
estos paises preocupados por ser, hoy por hoy, un recurso altamente explotado.
Asi, el interés de los investigadores por estudiar este molusco, data desde los afios
60s (Randall, 1964; D’ Asaro, 1965; Little, 1965). De entonces a la fecha se han
concretado diversas investigaciones en diferentes campos de estudio en torno a este
organismo (Berg, 1976; Sidall, 1983; Creswell, 1984; Rodriguez Gil, 1986; Davis,
M. et al., 1987; Appeldoorn, 1988; Stoner and Waite, 1990; Davis, M. etal., 1990;
Stoner and Waite, 1991; Stoner and Lally, 1994). Sin embargo, los trabajos
enfocados a aspectos nutricionales durante el ciclo de vida larvario de S. gigas son
excasos y, en consecuencia poco se conoce sobre la calidad y cantidad del alimento
suministrado, ingerido y digerido, asi como el aporvechamiento de este expresado
en tasas de crecimiento, desarrollo, sobrevivencia y mortalidad durante la fase
larvaria (Pillsbury, 1985; Aldana Aranda y Rodr&Eguez Gil, 1987; Aldana Aranda
etal., 1991; Garcia Santaella, 1992; Boidron-Metairon, 1992; Davis M. etal., 1993;
Aldana Aranda and Patifio Suarez, 1992, 1994a, 1994b; Garcia Santaella and
Aldana Aranda, 1994).

Es evidente la nesecidad de indagar mgs en este sentido, con el objeto de
incrementar el conocimiento y mejorar las técnicas de cultivo de este organismo y,
en su caso, esclarecer algunos principios nutricionales basicos implicados durante
las primeras etapas de su ciclo de vida.

Bajo esta perspectiva, la presente investigacion fue enfocada a determinar
las cinAticas de ingestion y digestion durante la vida larval de S. gigas, utilizando
como fuente alimenticia la microalga Chlamydomonas coccoides, la cual ha sido
poco utilizada en la nutricion de S. gigas (Aldana Aranda and Patifio Suarez, 1992,
1994a, 1994b).

MATERIAL Y METODOS

Masa de huevos y cultivo de larvas.

Las masas de huevos fueron colectadas de hembras que se encontraban
ovopositando a una profundidad de 10 m, en la localidad de Banco Chinchorro,
PenZnsula de Yucatan México, situado a 18°47'-18° 23' LNy 87°14' LE, a 24 Km
de la costa Sureste de Quintana Roo, entre Xcalak y Ubero. En el laboratorio, las
huevas se colocaron sobre una malla de 500pm, sumergidas en agua de mar filtrada
a 10y 3 um y esterilizada con luz U.V. y con recambios diarios hasta el momento
de la eclosion. Después de la eclosion, las larvas se transfirieron a recipientes de
plgstico de 4 litros a una densidad de 100 larvas por litro. Durante el cultivo los
recambios de agua fueron cada 48 horas. La temperatura de cultivo se mantuvo a
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28°C.
Fuente de alimento.

Durante el cultivo larval se utilizo como alimento Tetraselmis suecica. La
concentracion inicial fue de 1000 células por mililitro, para las larvas recién nacidas
y esta cantidad se fue incrementando gradualmente hasta 10 000 cAlulas por
mililitro para las larvas de 30 dias de edad (Sidall, 1983; Corral y Ogawa, 1985).
Las células algales fueron cultivadas utilizando el medio F/2 de Guillard y Ryther
(1962) y contabilizadas con la ayuda de una c¢gmara de Neubauer. Las microalgas
cultivadas fueron: Chlamydomonas coccoides, Tetraselmis suecica e Isochrysis
aff- galbana, siendo estas dos tltimas utilizadas como testigos durante los
experimentos con epifluorescencia. Microscopia de epifluorescencia.

Se utiliz6 microscopia de epifluorescencia como método directo para
determinar las cinéticas de ingestion y digestion de los diferentes estadios
larvarios. Las larvas utilizadas durante estas experiencias fueron de 1, 10, 18 y 30
dias de edad.24 horas antes de iniciar la experiencia de ingestion y digestion, las
larvas se mantuvieron en ayuno y los experimentos dieron inicio al suministrar el
alimento. Los procesos de ingestion y digestion se observarona 1,2, 3,4, 5,6, 7
y 8 horas. Para analizar el fenomeno de digestion, la alimentacion fue interrumpida
después de la segunda hora, transfiriendo las larvas a recipientes de agua de mar
filtrada y esterilizada sin alimento. El periodo experimental para que las larvas
ingirieran las microalgas tuvo una duracion de dos horas. Durante las 8 horas de
duracion de este estudio la temperatura se mantuvo constante a 27°. Las
observaciones de los procesos de ingestion y digestion fueron realizadas bajo el
microscopio de epifluorescencia de acuerdo a lo reportado por Aldana Aranda y
Patifio Sudrez (1992, 1994a, 1994b). Un total de 1440 larvas fueron observadas.

El microscopio utilizado fue marca Carl Zeiss, tipo Standard K7, equipado
con una Igmpara de mercurio de alta presion HBO de 50W, un filtro excitador BP
450-490, un filtro divisor cromgtico FT510 y un filtro supresor LP 520.

Estados de nutricion.

Se utilizaron los cuatro estados de nutricion establecidos por Babinchak
y Ukeles (1979) y Lucas y Rangel (1981), cuyas caracteristicas son resumidas en
el cuadro 1. Indices de ingestion y digestion.

Se utilizaron el indice de ingestion descrito por Salafn (1987) y el de digestion
descrito por Aldana Aranda et al. (1991) para determinar el comportamiento
alimenticio de las larvas de Strombus gigas. Estos se describen a continuacion:

Indice de Ingestion Absoluto, I. I. A. = No. de larvas en estado 1
No. de larvas observadas
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Indice de Digestion Absoluto, I. D. A.= No. de larvas en estado 2+3
No. de larvas observadas

RESULTADOS
Estados de nutricion.

La figura 1 muestra las variaciones de los cuatro etados de nutriciéon con
respecto al tiempo, para larvas de S. gigas de 1, 10, 18 y 30 dias, usando C.
coccoides como alimento.

Durante las dos primeras horas, la totalidad de larvas de 18 y 30 dias se
alimentaron, mostrando 100% del estado 1. Contrariamente, a la primera hora, las
larvas de 10 dias mostraron 90% de la poblacion en estado 1 y, a la segunda hora
el 93% de la poblacion alcanzo este estado. Para las larvas de 1 dia, el porciento de
la poblacién que se alimentd durante las dos primeras horas no es mayor a 80%.
Por lo que respecta al proceso de digestion, existen también diferencias en relacion
con la edad de la larva. Asi, para las larvas de 18 dias el proceso de digestion se
inicia a la tercera hora, con 75% de la poblacion en estado 2 y 25% en estado 3. Las
larvas de 10 y 30 dias tambiAn inician la digestién a la tercera hora. En la
poblacién de larvas de 10 dias, se observa 32% del estado 2 y 16% del estado 3;
mientras que, en la poblacion de larvas de 30 dias, el estado 2 es de 50%. El estado
1 de nutricion es observado hasta la quinta y cuarta horas, para las larvas de 1 y 10
dias respectivamente. Por lo contario, para las larvas de 18 dias de edad, este estado
es observado solo durante las dos primeras horas.

Las larvas pequefias de edad de 1 dia desencadenan el proceso de digestion
hasta la cuarta hora, con sélo el 8% de la poblacion en estado 2 y 88% en estado 1.
A la octava hora, las larvas de 1, 10, 18 y 30 dias registraron un estado 2 de
nutricion de 42%, 3%, 50% y 23%, respectivamente y, un estado 3 de 21%, 26%,
12% y 69%, respectivamente.

Indice de ingestion absoluto (I.I.A.).

En la figura 2 se observan los cambios en el indice de ingestion absoluto,
de los diferentes estadios de desarrollo estudiados con C. coccoides.

A la primera hora, independientemente de la edad de la larva (1, 10, 18 y
30 dias) este indice mostro valores elevados: 0.82, 0.9, 1 y 1 respectivamente. A la
segunda hora, las larvas de 18 y 30 dias vuelven a registrar un indice de 1 y las
larvas de 1y 10 dias muestran valores de 0.78 y 0.93, respectivamente. A la tercera
hora, los valores de este indice disminuyeron drg¢sticamente a 0.5, 0.24 y 0 para las
larvas de 30, 10 y 18 dias, respectivamente. A la cuarta hora, so6lo las larvas de 1
dia registran un indice de ingestion absoluto aun elevado (0.88), completando el
proceso de ingestion hasta la sexta hora. De estos resultados se observa que existe
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un gradiente del LI.A. entre las larvas de 1 dia y aquéllas proximas a la
metamorfosis, siendo este indice 2 a 2.5 veces mas rapido para las larvas grandes

que para las pequeiias de 1 dia.
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Indice de digestion absoluto (I.D.A.).
En la figura 3 se observan los cambios en el indice de digestion absoluto,

para las larvas de S. gigas de edades diferentes, alimentadas con C. coccoides.
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Las larvas de 10, 18 y 30 dias inician el proceso de digestion a la tercera hora,
reportando valores para este indice de 0.4, 1 y 0.5, respectivamente. A la cuarta
hora, las larvas de 30 dZas registraron un valor del .D.A. de 1. Unicamente las
larvas de 1 dia inician el proceso de digestion hasta la cuarta hora, con un valor para
este indice de s6lo 0.08. A la octava hora, independientemente de la edad de la
larva, en ninguna de ellas se completo el proceso de digestion. A la octava hora, el
valor mas alto registrado para el I.D.A. fue de 0.92 para las larvas de 30 dias. Las
larvas de 18, 10 y 1 dias presentaron valores para este indice entre 0.29 y 0.63.

Chlamydomonas coccoides
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Cambios en el indice de ingestion absoluto con respecto al tiempo,
de los diferentes estadios de desarrollo larval de Strombus gigas,
para la microalga C. coccoides

DISCUSION
En el presente estudio, el uso de la microscopia de epifluorescencia se
reveld como una herramienta de gran utilidad para caracterizar, de manera directa,
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las cinAticas de los procesos de ingestion y digestion para diferentes etapas del
desarrollo larval de S. gigas. Gracias a la transparencia de los tejidos de la larva 'y

Chlamydomonas coccoides
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Fi
gura 3. Cambios en el indice de digestion absoluto con respecto al tiempo,
de los diferentes estadios de desarrollo larval de Strombus gigas,
para la microalga C. coccoides.

de tal manera que una larva es capaz de presentar un estado 1 de nutriciéon con un
valor del 100%, un indice de llenado estomacal del 100% y 5 minutos después,
presentar un estomago perfectamente vacio.

Mediante observaciones cualitativas, también fue posible realizar algunas
estimaciones de la cantidad de alimento ingerido por la larva, durante las dos
primeras horas de cada experiencia. De esta manera, se vid que la totalidad de la
poblacion de larvas observadas de 18 y 30 dias de edad, mostraban un llenado total
del estomago. En cambio, en las larvas de 10 dZas, el 50% de la poblacién mostrd
un valor cualitativo de replecion del estémago de aproximadamente 50% y el 40%
de la poblacion con un llenado de 75% a 100%. A diferencia del alto indice de
replecion del estomago que presentaron la mayor parte de la poblacion de larvas de
18 y 30 dias, el 32% de la poblacion de larvas de 1 dia, a la primera hora, presentd
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un llenado del estomago entre 50% y 75% y s6lo un 25% de la poblacion larval
presento un llenado total. A la segunda hora, para estas mismas larvas el 24% de la
poblacion mostr6 un llenado entre 50% y 75% y el 54% de esta poblacion registro
un llenado total.

Por otra parte, al comparar las observaciones cualitativas de los llenados
del estdbmago para larvas de 18 y 30 dias respecto a las larvas de 1 dia, estas tltimas
presentaron un menor grado de replecion (Cuadro 2). Asimismo, las larvas de esta
edad fueron las que presentaron un proceso de digestion mgs tardio .

De los resultados anteriores, se observa que las larvas de S. gigas se
alimentan bien con C. coccoides. Sin embargo, el grado de alimentacion, ingestion,
digestion y llenado del estomago, en cualquiera de los estadios de desarrollo aqui
estudiados, presenta variaciones importantes entre las larvas pequetias (1 dia),
aquéllas de 10 a 18 dias y para las que est¢n proximas a la metamosrfosis. Asi las
larvas de 1 dia tienen un proceso de ingestion dos veces menos r¢pido que las larvas
de 30 dias de edad para la alga C. coccoides. En relacion al proceso de digestion,
éste es iniciado a la tercera hora para las larvas de edades de 10 a 30 dias y a la
cuarta hora para las larvas de 1 dia. Estos resultados son concordantes a lo
reportado por Aldana Aranday Patifio Suarez (1992, 1994a, 1994b), para las larvas
de 1 y 18 dias de edad.

A este respecto, Bayne (1983) sefiala que las larvas de moluscos ingieren
alimento del medio, en mayor o menor grado, en funcidn de factores tales como, el
tipo de alimento y su tamafio, su concentracion en el medio, el tamafio y/o edad de
la larva y de la temperatura, entre otros. Autores como Fretter and Mongomery
(1968); Fernandez-Reiriz et al. (1989), Lucas (1990) y O’Connor et al. (1992) han
reportado que el valor nutritivo de las especies fitoplanctonicas utilizadas como
fuente de alimento para el cultivo de larvas de moluscos, radica en el tamatio de la
cAlula algal, su digestibilidad, en especial de la pared celular, su toxicidad, as/E
como en su composicion bioquimica.

Chlamydomonas sp. es una microalga cloroficea dinoflagelar, con un
di¢metro aproximado de 20pm (Coll Morales, 1982). Es de color verde amarillento
y de forma elipsoidal muy parecida a Dunaliella sp. Tiene dos flagelos moviles y
una pared celular gruesa de extructura rigida (Paniagua-M. et al., 1986). Fretter and
Mongomery (1968) setialan que la pared de celulosa que posee Chlamydomonas le
proporciona resistencia al jugo digestivo del estomago de la larva veligera. En
consecuencia, si la liberacion del contenido celular de la microalga se dificulta, la
digestion de este alimento es mas lenta, pero si el contenido celular no es liberado,
la célula algal es retenida en el estdmago por un periodo de tiempo limitado y puede
inclusive pasar directamente al intestino sin ser lisada. Asi, por ejemplo, el paso de
Chlamydomonas a través del estomago de larvas de Nassarius reticulatus de 7 dias
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de edad es de 15 minutos.

Por otro lado, Chlamydomonas es una célula algal que ha sido utilizada en
combinacion con otras especies de alto valor nutritivo, para alimentar bivalvos,
principalmente Crassostreas y Ostreas, pero su uso ha sido con mayor frecuencia
para alimentar microinvertebrados (Paniagua-M. et al., 1986), como Artemia sp.,
rotiferos, Daphnia sp. y copépodos, entre otros (Coll Morales, 1982; Torrentera
Blanco y Tacon, 1989).

Estudios preliminares realizados en el laboratorio de Biologia Marina del
CINVESTAV, revelan que cultivos larvarios de S. gigas alimentados con C.
coccoides registran una evolucion de desarrollo mucho mas rapido y con tasas de
crecimiento mayores que aquéllas alimentadas con 1. aff- galbana y T. suecica,
obteniendo la metamorfosis en 22 dias con una talla de 979 m 99.67 m.

Losresultados de esta investigacion ponen de manifiesto que C. coccoides
es una célula fitoplanctonica con buenas cualidades alimenticias, en términos de
ingestion y digestion, que lo acreditan como un alimento idoneo para larvas de S.
gigas a lo largo de su desarrollo larvario, siendo necesario completar las
experiencias sobre su valor nutritivo a lo largo de la vida larvaria. Ademas, se
recomienda su uso de preferencia a partir del décimo dia de cultivo, ya que existe
una relacion proporcional entre la edad de la larva y el grado de ingestion y
digestion de la microalga C. coccoides.

Por ultimo, este tipo de estudios de epifluorescencia, que permiten probar
un alimento a lo largo de la vida larvaria, son necesarios realizarlos con algas
comunmente utilizadas en la alimentacion larval de S. gigas, asi como probar otras
que no han sido utilizadas, como son Tetraselmis tetrathele, Chlorella reslleri y
Chaetoceros cerastoporum, entre otras. De esta manera, estos estudios permitir£an
establecer dietas especificas para las larvas de S. gigas, ajustadas de manera precisa
para cada una de las fases de la vida larval.
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Tabla 1.Escala cualitativa de los cuatro estados de nutricion utilizados para
evaluar los resultados del presente estudio de alimentacion larvaria.

Estados Caracteristicas
1 Células enteras visibles en el estomago, fluorescencia roja.
2 Presencia de células intactas y células lisadas, fluorescencia roja
menos intensa y algunas veces rosa
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3 Ausencia de células intactas, fluorescencia difusa, rojo pclida,
rosa o naranja.

4 Ninguna célula algal entera. No hay signos de fluorescencia,
indicando que las larvas nunca ingirieron alimento o que la
digestion ha culminado

Tabla 2. Porcentajes de llenado del estomago de diferentes estadios de desarrollo
de larvas de S. gigas, alimentadas durante dos horas con C. coccoides.

Edad larval Tiempo Porciento de replecion del estomago
(dias) (horas)
0-25% 25-50% [ 50-75% | 75-100%
1 1 43 32 25
2 22 24 54
10 1 10 50 40
2 10 50 40
18 1 100
2 100
30 1 100
2 100
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