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RESUMEN

Se evallan el crecimiento y la supervivencia de larvas de Myfilus edulis hasta la
metamorfosis, alimentadas con Paviova lutheri cultivada con tres fuentes de nitrégeno: dos
fertilizantes agricolas, urea y sulfato de amonio, y nitrato de grado reactivo, medio f/2. En el
estadio larvario, la supervivencia entre muestreoy muestreo fue superior al 92.0% mientras que la
supervivencia total fue mayor del 87.0%, no existiendo diferencias significativas entre los tres
tratamientos. Fueron iguales los crecimientos de las larvas mantenidas con Paviova lutheri
cultivada con sulfato de amonioy con f/2 durante los primeros veinte dias del desarrollo larvario,
excepto al sexto y décimo dia. Del tratamiento con urea se obtuvo menor crecimiento la mayor
parte del tiempo, con diferencias significativas respecto a los otros dos medios, excepto a los veinte
dias de edad, cuando fue igual al tratamiento con sulfato de amonio. La supervivencia de la
semilla fue superior en los dos tratamientos con fertilizante agricola, sin diferencias entre ellos,
mientras que la semilla del tratamiento con f/2 tuvo un porcentaje de supervivencia menor, con
diferencias significativas respecto a urea y sulfato de amonio. El crecimiento fue superior en la
semilla cultivada con sulfato de amonio, mientras que las semillas tratadas con ureay f/2 tuvieron
crecimientos similares sin diferencias significativas entre ellos. Los resultados obtenidos sugieren
que los fertilizantes agricolas urea y sulfato de amonio -principalmente este ltimo- pueden ser
un buen sustituto en laboratorios productores de microalgas, cuyos costos se reducen respecto
al f/2 hasta en un 98.81%.

ABSTRACT

An evaluation was made of the growth and survival of Mytilus edulis larvae to
metamorphosis, fed on Paviova lutheri cultured with three nitrogen sources: two agricultural
fertilizers (urea and ammonium sulphate) and laboratory-grade nitrate (medium f/2). In the
larval stage, survival between trials was greater than 92.0%, whereas total survival was greater
than 87.0% and there were no significant differences between the three treatments. Growth of
larvae fed Paviova lutheri cultured with ammonium sulphate and f/2 was the same during the
first 20 days of larval development, except on days 6 and 10. Lesser growth occurred in the
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treatment with urea and there were significant differences relative to the other two treatments,
except on day 20 when growth was the same as in the treatment with ammonium sulphate.
Seed survival was better in the two treatments with agricultural fertilizers, with no differences
between the two, than in the f/2 treatment, with significant differences relative to urea and
ammonium sulphate. Better seed growth was obtained in the treatment with ammonium sulphate,
whereas growth in the urea and f/2 treatments was similar and there were no significant
differences between the two. The results indicate that urea and ammonium sulphate, especially
the latter, can be considered good alternatives for use in the laboratory production of microalgae,

reducing costs by 98.81% relative to /2.

INTRODUCCION

Mytilus edulis es un molusco bivalvo de
importancia comercial que estd presente en
ambos hemisferios, distribuido pricticamente
en todo el mundo (Stubbins, 1954). En la
costa oeste de América del Norte los mejillones
estdn restringidos a la zona litoral, comun-
mente en aguas quietas de esteros y algunas
bahias, aunque también pueden existir en
nimero considerable sobre costas expuestas y
semiexpuestas (Harger, 1970).

En México, uno de los principaies ries-
gos de cultivar este bivalvo a gran escala es no
contar con la cantidad suficiente de semilla
para lograr que la produccion de mejilién sea
rentable y/o de menor riesgo. Aun cuando se
conozca la época de captacién de semilla sil-
vestre, ésta varia notablemente afio con afio
(Waterstrat er al., 1980); por tanto, es nece-
sario producirla en laboratorios comerciales

nara agl caticfacer narte de lag nacecidadeg
para asi satisiacer parte G 1as nécesiGadcls

de semilla (Waterstrat et al., 1980; Zhang,
1984).

It

moluscos bivalvos 1mp11ca la produccron de
volumenes sustanciales de algas microscdpicas
apropiadas para alrmentarlos (Persoone y
Claus, 1980) y €s precisamente en esta etapa
donde se encuentra un cuello de botella en los
laboratorios comerciales, ocasionado sobre
todo por los altos costos que éstas implican.
Algunos investigadores han tratado de superar
este problema buscando alternativas a los
medios de cultivo tradicionales.

Se han realizado diversos estudios para
conocer la posibilidad de producir microalgas
utilizando medios de cultivo de bajo costo,
como fertilizantes agricolas (Loosanoff y
Engle, 1942), harinas de pescado, girasol y
algodén (de la Cruz y Alfonso, 1975; de la
Cruz, 1985), biodigeridos de macroalgas y
biodigeridos de excrementos de aves y ganado
(Granados-Machuca y Biickle-Ramirez, 1984).
A pesar de la gran variedad de alternativas,
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INTRODUCTION

Mpytilus edulis is a commercially impor-
tant bivalve mollusc found in both hemi-
spheres and distributed throughout most of
the world (Stubbins, 1954). On the western
coast of North America, the mussels are
restricted to the littoral zone, usually occur-
ring in calm waters of estuaries and some
bays, although they can also be found in
considerable numbers on exposed or semi-
exposed coasts (Harger, 1970).

In Mexico, one of the main problems in
the large-scale production of this bivalve is
the lack of enough seed to ensure a profitable
and/or low-risk mussel cuiture. Even when
the collecting time of natural seed is known,
this period varies notably from year to year
198{}) Therefore, in order
to solve the problem of seed shortage, it
must be produced in commercial laboratories

1080 Zhang 10240
1706V, Laiang, 156%).

The mass culture of seed bivalve mol-
luscs requires the production of substantial
volumes of appropriate microscopic algae for
feeding them (Persoone and Claus, 1980), and
it is precisely in this stage where a bottleneck
occurs in commercial laboratories mainly due
to the high costs involved. Researchers have
tried to overcome this problem by searching
for alternatives to the traditional culture
media.

Several studies have been carried out to
determine the possibility of producing micro-
algae using low-cost culture media, such as
agricultural fertilizers (Loosanoff and Engle,
1942); sunflower, cottonseed and fish meals
(de la Cruz and Alfonso, 1975; de la Cruz,
1985); biodigested organics derived from
macroalgae and bird and livestock excrement
(Granados-Machuca and Biickle-Ramirez,
1984). Despite the wide variety of alternatives,
agricultural fertilizers have certain advantages
over the others in that they offer a range of
formulations, they are economical and they
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los fertilizantes agricolas presentan ventajas
sobre los demds por la gama de formulaciones
que ofrecen, su economiay la sencillez de su
preparacién; sin embargo, no hay informacién
sobre los efectos negativos secundarios causa-
dos por su uso, si es que existe alguno.
Guerrero et al. (1981) realizaron experi-
mentos en los que cultivaron microaligas al aire
libre en grandes volimenes, utilizando fertili-
zantes agricolas y realizando bioensayos con
semiila de dos bivaivos, obtuvieron buenos
resultados para la almeja Venerupis decussata
y el ostién europeo Ostrea edulis. Igualmente
Riva y Lelong (1981) encontraron resultados
satisfactorios para la semilla de dos especiesde
almeja, Ruditapes p/ullppmarum y Rudttapes

An tilimzandn fartilis nla
ucpu‘)_\ulu, utilizando iertilizantes 051 Avulaa

Aunque los resultados conocidos sobre
semilla de bivalvos alimentada con este tipo de

alimento son mny cqncfnr‘tnnnc su ||t|||79(‘1n.n_

para el cultivo de larvas no se ha evaluado, o
al menos no se ha divulgado ningin estudio al
respecto.

El comprobar que este tipo de alimento
puede ser utilizado sin problemas en el cultivo
de larvas significaria, aparte del abaratamien-
to de costos, una simplificacién de las técnicas
para producir larvas y semilla para laborato-
rios rasticos, lo que apoyaria a los sectores
productivos brinddndoles alternativas para el
desarrollo de proyectos acuaculturales con
menor inversién. Debido a lo anterior, el
objetivo del presente trabajo es evaluar el
efecto que tiene el alimento cultivado con dos
fertilizantes agricolas sobre las larvas del
mejillon Mytilus edulis.

La microalga seleccionada para este
bioensayo, Paviova lutheii, es considerada una
especie de alto valor nutritivo, y tamaio ade-
cuado; ésta, ademads, se utiliza con regularidad
en laboratorios tanto de produccién como de
investigacién para el cultivo de una amplia
variedad de larvas y juveniles de moluscos
bivalvos (Parson er al., 1961, Bayne, 1965;
Chanley, 1975; Winter, 1978; De Pauw, 1981).

MATERIALES Y METODOS

Se cultivd Paviova lutheri con tres
medios de cultivo: dos preparados con fer-
tilizanies agricolas, suifaio de amonioy urea,
y el tercero, con el medio f/2 de Guillard
(1975), utilizado como testigo. Los fertilizan-

tes son de UIIVCII HdblUlldl y UlblllUllluUb poi

FERTIMEX.
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are simple to prepare. However, there is no
information on the negative secondary effects
caused by their use, if there are any at all.

Guerrero et al. (1981) cultured large
volumes of microalgae outdoors using agricul-
tural fertilizers and made bioassays with two
seed bivalves. They obtained good results for
the clam Venerupis decussata and the Euro-
pean oyster Ostrea edulis. Likewise, Riva and
Lelong (1981) obtained satisfactory results for
the seed of two spe<:1es of lem, nuauapes
philippinarum and Ruditapes decussata, using
agricultural fertilizers.

Even though vcny’ satisfactory resulis
have been obtained in the culture of seed
bivalves using this type of food, its use for the

culture of lnrvaas hae nat heaen
Cuiture Of idrvad nas not oeén

least has not been reported.

The use of this type of food in the
reductlon in costs, a 51mp11f1cat10n of the
techniques for the laboratory production of
larvae and seed, and would give productive
sectors alternatives for the development of
aquacultural projects requiring less invest-
ment. Hence, the objective of this study is to
evaluate the effect of food cultured with two
agricultural fertilizers on the larvae of the
mussel Mytilus edulis.

The microalga chosen for this bioassay,
Paviova lutheri, is of high nutritional value
and adequate size. Furthermore, this species is
regularly used in production and research
laboratories for the culture of a wide variety
of larvae and juveniles of bivalve molluscs
(Parson er al, 1961, Bayne, 1965; Chanley,
1975; Winter, 1978; De Pauw, 1981).

evaluated or at
gvaiuaied

MATERIAL AND METHODS

Paviova lutheri was cultured with three
media: two prepared with agricultural ferti-
lizers, urea and ammonium sulphate, and one
with the medium f/2 as control. The fertilizers
are produced in Mexico and distributed by
FERTIMEX.

The stock solutions of the agricultural
fertilizers were prepared according to the
information provided by the manufacturer on
the packing. The fertilizer was weighed in
order to use the equivaient to the same
amount of nitrogen as in the medium f/2,
that is 882.143.g at. N/1 (Wilburn Gonzalez,

AL = /1
lllub, lll a Bldbb LU“ldlllCl, LU"U 5/] Ul

urea or 58.22 g/! of ammonium sulphate were

100NN
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Para la preparacion de las soluciones
"stock” de los fertilizantes agricolas se utiliz6
la informacién suministrada por el fabri-
cante en el empaque. El fertilizante se pesd
para usar el equivalente a la misma cantidad
de nitrégeno que el medio f/2, es decir,
882.143 ug at.N/1 (Wilburn-Gonzalez, 1990).
De tal manera, segin sea el caso, se disuelven
en un matraz de aforacién, 26.46 g/1 de urea o
5822 g/l de sulfato de amonio en agua des-
tilada. De esta solucién se utiliza un mililitro
por cada litro de medio de cultivo que se va
a preparar. E! medio f/2 se preparo’ segin

la {6rmula y
Guillard (1975).
Los cultivos empleados para la ali-

mentacidn se mantuvieron tanoueg de fibhra
meniadion 5€ mantuvieron en tanqucds ac 1ora

de vidrio de 400 1 y se cosecharon diariamente
al final de la fase de crecimiento exponencial
del cultivo.

Los experimentos con las larvas de
Mytilus edulis se llevaron a cabo por triplicado
utilizando nueve cubetas aforadas a 151,
distribuidas al azar en el 4rea de experi-
mentacién. La temperatura se mantuvo entre
19 y 209C, con ayuda de un sistema de aire
acondicionado; el agua de mar utilizada se
filtré previamente a una micra y se traté con
un sistema de luz ultravioleta (UV).

Para el experimento se utilizaron larvas
veliger D de 48 horas, retenidas en el tamiz
de 70 um, las cuales se distribuyeron en las
nueve cubetas experimentales a una densidad
aproximada de 10 larvas/ml. En la segunda
y tercera semana la cantidad de larvas en
cultivo se ajust6 a una densidad de 5 y
3 larvas/ml, respectivamente.

Las raciones diarias utilizadas para la
alimentacién de las larvas fueron las re-
comendadas por McAnally-Salas  (1988):
30,000 cel/ml durante las dos primeras se-
manas y 50,000 cel/ml de la tercera semana al
final del desarrollo. Durante la metamorfosis
se les proporcioné 100,000 cel/ml y cada
semana consecutiva se realizaron incrementos
en la dieta de 50,000 cel/ml.

Los muestreos y cambios de agua de
cada cubeta se realizaron cada dos dias,
utilizando durante todo el experimento el
tamiz de 70um para evitar la pérdida de
larvas mas pequeiias y la sobrestimacién dei
crecimiento. Durante el cambio de agua, las
larvas se enjuagaron con agua de mar clorina-
da a 4 ppm como medida de profilaxis y, para
evitar la proliferacién de bacterias durante el

lJl UbCUlllllClllUb UCD\'I ILUD lJUl
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dissolved in distilled water. Of this solution,
one millilitre was used per each litre of culture
medium to be prepared. The medium /2 was
prepared according to Guillard (1975).

The cultures used for feeding were kept
in 400-1 fibreglass tanks and were harvested
daily at the end of the phase of exponential
growth of the cuiture.

The trials with Mytilus edulis larvae
were carried out in triplicate using nine 15-1
uuuu:l.:, distributed at random in the cxpeu-
mentation area. Temperature was maintained
at 19-20°C with an air conditioning system.
Previously filtered seawater (1 um), treated
with ultraviolet (UV) rays, was used.

For the experiment, 48-hour veliger D

larvae ware uced
idivac Were uscda.

They were retained on a
1NCy WwWEre rétamneda on a

70-um sieve and distributed among the nine

buckets at an approximate density of 10
larvae/ml. During the second and third week,
larvae were cultured at a density of 5 and 3
larvae/ml, respectively.

The daily rations used for feeding
the larvae were those recommended by
McAnally-Salas (1988): 30,000 cells/ml during
the first two weeks and 50,000 cells/ml from
the third week to the end of development.
During metamorphosis, 100,000 cells/ml were
supplied and each consecutive week the diet
was increased by 50,000 cells/ml.

The buckets were drained every two
days. Larvae were recovered on 70-um sieves
throughout the experiment so that smaller
larvae would not be lost and growth overesti-
mated. At each water change, the larvae were
rinsed with chlorinated seawater (4 ppt) as a
measure of prophylaxis and, to prevent the
proliferation of bacteria during the culture,
50 mg/1 of sodium sulfamethazine (SULMET)
were added to each bucket (Hrs-Brenko and
Calabrese, 1969).

Forty-five organisms were measured per
sample during the larval stage, and between
75 and 105 organisms in the case of seed. The
length of the larvae and seeds was measured
taking the anteroposterior axis.

The appearance of the eyespot was
recorded for each treatment. When approxi-
mately 75% of the larvae in the sample had
the eyespot, they were considered ready for
settiement.

In order to better evaluate metamor-
phosis, no substrate was provided for settle-
meni dllu lllC ldrVdC were dlloWCU io bClllC on
the walls of the containers. Hence, during
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cultivo, a cada cubeta se le agregd SO mg/l
de sulfametazina de sodio (SULMET)
(Hrs-Brenko y Calabrese, 1969).

Durante el estadio larvario se midieron
45 organismos por muestra y en el caso de la
semilla, entre 75 y 105; las mediciones tanto
de larvas como de semilla se hicieron sobre el
¢€je anteroposterior de las mismas.

Se registré la aparicién de la mancha
ocular para cada tratamiento y, cuando
aproximadamente el 75% de la muestra pre-
senté la mancha ocular, las larvas se consi-
deraron listas para su fijacion.

Con el fin de evaluar mejor la metamor-
fosis, no se proporciond sustrato alguno para
la fijacidn y se dejo que las larvas se fijaran en
las paredes del recipiente de cultivo, debido
a lo cual, durante los cambios de agua, las
cubetas sélo se enjuagaron en agua dulce
filtrada a una micra y tratada con rayos UV.

Para evaluar el proceso de metamorfosis,
cada cuatro dias se determiné el nimero de
larvas pediveliger existentes en cada cubeta. A
partir del momento en que se encontraron sélo
postlarvas, éstas se dejaron una semana mas
para valorar su cantidad y crecimiento.

El total de semilla por cubeta se deter-
miné mediante una relacién entre el nimero
de organismos encontrados por alicuota y su
peso correspondiente del total encontrado en
cada cubeta; asi se secdy pesoé la semillay, de
este total, se tomaron aleatoriamente tres
submuestras, las cuales se pesarony contaron
por separado, estimando los pesos a una
diezmilésima de precisién.

Para determinar el efecto de los tra-
tamientos utilizados, siempre que fue posible
se utilizaron andlisis de varianza (ANOVA)
anidados entre cubetas y simples, asi como
pruebas de comparaciones miltiples en los
casos en que hubo diferencias significativas.

En todos los casos se aplicaron pruebas
de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) y ho-
mogeneidad de varianza (Hartley) como re-
quisito para manejar las pruebas paramétricas;
los porcentajes de supervivencia de las larvas
se transformaron previamente al arc sen de la
raiz de p, donde p es la proporcién de 0 a 1
del porcentaje (Sokal y Rohlf, 1981).

RESULTADOS
La densidad alcanzada por los cultivos

de Paviova (utheri en el momento de la
cosecha fue aproximadamente de 1.5 x 106; el
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water changes, the buckets were only rinsed
with filtered freshwater (1 um), treated with
UV rays.

To evaluate the process of metamorpho-
sis, the number of pediveligers in each bucket
was determined every four days. As of the
moment when only postlarvae were found,
they were left for one more week to evaluate
their quantity and growth.

The total of seed per bucket was deter-
mined by means of a relation between the
number of organisms found per aliquot and
their corresponding weight of the total found
in each bucket. The seed was dried and
weighed and, from this total, three subsamples
were taken at random, which were weighed
and quantified separately, estimating the
weights to an accuracy of 1074,

To determine the effect of the treat-
ments used, whenever possible nested ANOVA
among buckets and one-way ANOVA were
used. When significant differences were found,
multiple comparison tests were made.

In all cases, tests of normality (Kol-
mogorov-Smirnov) and homogeneity of vari-
ance (Hartley) were applied in order to be able
to conduct the parametric tests. The larval
survival percentages were previously trans-
formed to arc sen of root p, where p is the
proportion of 0 to 1 of the percentage (Sokal
and Rohlf, 1981).

RESULTS

The density of the Paviova lutheri
cultures on harvesting was approximately
1.5 x 108; the average pH was 8.8 and, during
the culture of larvae and seed, temperature
was maintained at 18.1 + 1.70C.

Even though only 47.6% of the growth
data obtained during the larval stages were
normal, 100% of the data, of both the per-
centage of survival and of larval growth, had
homogeneous variance. Of the seed growth
data, 66.66% complied with the normality
and 100% with the test of homogeneity of
variance. Consequently and since dependent
variables are considered robust to the non-
normality, the parametric tests proposed were
used.

Growth of the larvae treated with f/2
and ammonium sulphate was similar, whereas
growth of the larvae treated with urea was
slower throughout most of the experiment
(Fig. 1).



Ciencias Marinas, Vol. 18, No. 4, 1992

300

v /2 Guillard
O Sulfatec de amonio

O Urea

2735

RN B A R R L A B

250

PR S S W N N S VU RN S S SR N N
LANLIRR N A

|

LA A A S R A A L O B A B I S B

225

200

Y SRR E R S I

173

|

Longitud (um)

150

1

125

USSR U R R U0 U N U SN S SN R SRR

T

100 —+~—4"+——+—+—+4+—+—+—++—+—+—+—+++—+F+—+—+—
8 10 12 14 16 18 20 22

o
N
N

6
Dias de cultivo

Figura 1. Crecimiento larvario de Mytilus edulis alimentado con Paviova lutheri cultivada con tres
diferentes medios de cultivo. Se muestran los limites de confianza al 95%.

Figure 1. Growth of Mytilus edulis larvae fed on Paviova lutheni cultured with three different
media. The 95% confidence limits are shown.
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pH tuvo un promedio de 8.8, y durante el
cultivo de larvas y semilla la temperamra Sc
mantuvo a 18.1 = 1.70C,

A pesar de que sélo el 47.6% de los
datos de crecimiento obtenidos durante los
estadios larvarios fueron normales, el 100% de
ellos, tanto en el porcentaje de supervivencia

como an al da cracimients larval
COCMOo CSn &1 GO rédimiCnio 1arva: 1esu

con varianza homogénea. De los datos de
crecimiento de la semilla, el 66.66% cumplié
con la normalidad y el 100% con la prnpha de

resultaron
itaron

homogeneidadde varianza. Debido a lo ante-
rior y a que las variables dependientes son
consideradas robustas a la no normalidad, se
utilizaron las pruebas estadisticas paramétri-
cas propuestas originalmente.

Los crecimientos de las larvas para f/2y
para sulfato de amonio son similares, mientras,
que las larvas tratadas con urea crecieron méas
lentamente en la mayor parte del experimento
(Fig. 1).

El ANOVA anidado y la comparacién
miltiple realizados para cada muestreo nos
indican que, para la mayor parte del desarrollo
larval, los tratamientos con f/2 y sulfato de
amonio tuvieron un efecto parecido sobre el
crecimiento, con excepcion de los dias sexto y
décimo. El tratamiento con urea fue significa-
tivamente diferente al de los otros dos medios
durante la mayor parte dei crecimiento, con
excepcibén del cuarto dia en que fue igual y
del dia 20, al final del cultivo, en que iguald
sélo al tratamiento con suifato de amonio.

La mancha ocular aparecié el dia 16 del
cultivo, primero en las larvas del tratamiento
con ¢l medio {/2; la Figura 2 muesira los
porcentajes encontrados y su incremento en
los Gltimos tres muestreos. Para el dia 18, en

ANNDVA da una via

tados 1o uact 1
& muestrecs e via

LUUUD JUQ HHULILIVUD Wl MAN Y M UL ulia
en la aparicién
comparaciones

antre

indica diferencias significativas
de la mancha ocular. Las

miltinles sefalan diferenciacg
muiltipies senaian dqierencias entre

tratamientos, donde al f/2 le corresponde el
74.2%, con menores porcentajes le siguen el
sulfato de amonio con 50.2% vy urea con 24.0%.
En el dltimo muestreo, el dia 20, las compara-
ciones miultiples denotan que el Gnico medio
que presenta diferencias significativas es el
f/2, con el mayor porcentaje, 83.7%; mientras
que, sulfato de amonio y urea resultan es-
tadisticamente iguales, con 75.0 y 73.2% res-
pectivamente (Fig. 2).

La supervivencia promedio entre cam-
bios de agua fue superior al 92%. Los analisis
de varianza aplicados a los muestreos indican

log
HeS

trac
eSS
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The nested ANOVA and the multiple
comparison made for each trial indicaie i umt
during most of the larval development, the
treatments with f/2 and ammonium sulphate
had a similar effect on growth, except on days
6 and 10. The treatment with urea had a
significantly different effect on growth than

4 when it

the other two media, except on day
th W winen it

other two media, except on da
was the same and on day 20, at the end of the
culture, when it was only the same as the
ammonium sulphate treatment.

The eyespot appeared on day 16 of the
culture, first in the larvae treated with f/2.
The percentages of larvae with eyespot in the
last three trials are shown in Figure 2. In all
trials, the one-way ANOVA indicates signifi-
cant differences in the appearance of the
eyespot. The multiple comparisons show dif-
ferences between the three treatments on day
18, 742% corresponding to f/2, 502% to
ammonium sulphate and 24.0% to urea. In the
last trial, on day 20, the multiple comparisons
show that /2 is the only medium that
presents significant differences, with the high-
est percentage, 83.7%, whereas ammonium
sulphate and urea are statistically the same,
with 75.0 and 73.2%, respectively (Fig. 2).

Average survival between water changes
was greater than 92%. The analyses of vari-
ance applied to the trials indicate that there
were no significant differences in the percent-
age of survival between treatments and be-
tween one triai and another. Therefore, the
averages were used to plot Figure 3 which
shows larval survival between trials, which in
generm terms was greater than 85%. In the
case of urea, survival fell on day 14 to 74.4%,
whereas in the other trials it was greater than
86.64%. For ammonium Sulyuafe, survival was
above 88.37% throughout the larval stage,
except in the last trial when it fell to 78.95%.

So ag
3¢ as

undersctimate curvival
ungeresiimaie survivai,

considering as dead the larvae eliminated
during the adjustments of density of larvae
per millilitre, the average survival per treat-
ment was obtained for each of the three weeks
(Fig. 4). In order to know the percentage of
total survival during larval development to
pediveliger stage, the weekly means were
averaged for each treatment and 88.95, 88.88
and 87.03% were obtained for f/2, urea and
ammonium sulphate, respectively.

The total number of pediveligers was
similar for f/2 and urea, 43,745 and 44,492
organisms respectively, whereas a lower aver-
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Figura 2. Porcentajes de larvas con mancha ocular en los Gltimos dias del desarrollo de Myfilus
edulis, alimentadas con Paviova lutheri cultivada con tres diferentes medios de cultivo.

Figure 2. Percentage of larvae with eyespot during the last days of the development of Mytilus
edulis fed on Pavlova lutheri cultured with three different media.
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Figura 3. Supervivencia entre cambios de agua de las larvas de Mytilus edulis alimentadas con
Paviova lutheri cultivada con tres diferentes medios de cultivo.

Figure 3. Survival between water changes of Mytilus edulis larvae fed on Paviova luthen cultured
with three different media.
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que no hubo diferencias significativas en el
porcentaje de supervivencia entre tratamien-
tos, ni entre un muestreo y otro. Por ello, se
utilizaron los promedios para realizar la gra-
fica de la Figura 3; donde se muestra la
supervivencia larval entre muestreos, que en
términos generales fue superior al 85%. En el
caso de urea la supervivencia bajé el dia 14 al
74.4%, mientras que en los demds muestreos
fue superior al 86.64%; en cambio para el
sulfato de amonio la supervivencia se encontré
por encima del 88.37% durante todo el estadio
larvario, a excepcién del ultimo muestreo en
que bajé al 78.95%.

Para no subestimar la supervivencia
considerando como muertas las larvas elimi-
nadas durante los ajustes de densidad de
larvas por mililitro, para cada una de las tres
semanas se obtuvo un promedio de super-
vivencia por tratamiento (Fig. 4), y con el
objeto de saber el porcentaje de superviven-
cia total durante el desarrollo larvario hasta
el estadio pediveliger, se promediaron los
promedios semanales para cada tratamiento.
Se obtuvo asi 88.95, 88.88 y 87.03%, respecti-
vamente para f/2, ureay sulfato de amonio.

El nimerototal de larvas pediveliger fue
similar para los medios f/2 y urea, con 43,745
y 44,492 organismos respectivamente, mientras
que con el sulfato de amonio se obtuvo un
promedio menor, de 37,740 organismos. Sin
embargo, el ANOVA indica que no hay dife-
rencias significativas entre los tratamientos, en
cuanto al nimero de organismos obtenidos.

Como era de esperar, la cantidad de
larva pediveliger disminuy6 durante el tiempo
de metamorfosis. Para el tratamiento con urea
fue significativamente mayor durante las eva-
luaciones de los dias 26 y 30, mientras que
para el dia 34 no se encontraron larvas
pediveliger en el tratamiento con f/2, y no
hubo diferencia significativa entre urea y
sulfato de amonio (Fig. 5).

Para evaluar el porcentaje de metamor-
fosis se usd como base la larva pediveliger
puesta a fijar y el total de semilla cosechada
al final del experimento, asi el porcentaje de
organismos que alcanzaron la metamorfosis
fue del 75.92% para el medio f/2, 91.59% para
la urea y el mayor porcentaje para el sulfato
de amonio, con 97.33%.

En la evaluacion del crecimiento de la
semilla hasta el dia 41, el ANOVA realizado
mostré que existen diferencias entre los
medios, mientras que la prueba de compara-

age, 37,740 organisms, was obtained for am-
monium sulphate. However, the ANOVA
indicated that there were no significant differ-
ences between the treatments with regard to
the number of organisms obtained.

As expected, the number of pediveligers
decreased during metamorphosis. In the treat-
ment with urea, it was significantly greater
during the evaluations on days 26 and 30,
whereas on day 34, pediveligers were not
found in the treatment with f/2 and there
was no significant difference between urea
and ammonium sulphate (Fig. 5).

The evaluation of the percentage of
metamorphosis was based on the pediveliger
allowed to settle and the total of seed har-
vested at the end of the experiment. The
percentage of organisms that reached meta-
morphosis was 75.92% in the treatment with
f/2, 91.59% with urea and 97.33% with
ammonium sulphate.

In the evaluation of seed growth until
day 41, the ANOVA showed that there were
differences between the media. The multiple
comparison test indicated that the different
medium was ammonium sulphate, in which
organisms had greater growth (Fig. 6).

With the total of seed harvested data,
the ANOVA indicated significant differences
between the media and the multiple compari-
son test showed that the treatment with urea
was the one that produced most seed, 40,751
organisms, followed by ammonium sulphate,
36,733 organisms, and finally /2, 33213
organisms. Therefore, the only significantly
different treatment was the one with urea.

DISCUSSION

The handling of the rearing tanks, the
quantity and quality of the food and the
physico-chemical processes, are factors that
influence the growth and survival of larvae
and seed of bivalves (Lucas, 1979). As the
buckets were handled in the same way during
this experiment, the differences found cannot
be attributed to variations in handling. Like-
wise, the temperature in the three media
fluctuated within the optimum range for good
growth and survival of Myrilus edulis and M.
californiensis larvae (Lough, 1974; Falmagne,
1984; Anguiano-Beltran, 1989). Therefore, it
is possible to assume that the effect produced
on the growth, survival and percentage of
settlement of larvae and seed of Mytilus edulis
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Figura 4. Promedio semanal de supervivencia, registrada para las larvas de Mytilus edulis
alimentadas con Pavlova lutheri cultivada con tres diferentes medios de cultivo.

Figure 4. Weekly survival average recorded for Mytilus edulis larvae fed on Paviova lutheri
cultured with three different media.

67



McAnally Salas er al.: Efecto de la microalga Paviova lutheri (Droop) Hibberd

100

|- go ae TN f/2 Guillard
() O Sulfato de amonio
9 T O O Urea
© 80 +
2 il
S
S 70+
Q 1
2 60 +
O
;>_ 1
O 50 +
e}
S 40t
1 N

o
+ -4
C
o 20 +
Q
| - 4
@)
o 10 +

0

24 252627 2829 30 313233343536

Dias de cultivo

Figura 5. Disminucion de larvas pediveliger de Myrilus edulis durante el proceso de fijacién y
metamorfosis, alimentadas con Paviova lutheri cultivada con tres diferentes medios.

Figure 5. Decrease in pediveligers of Mytilus edulis during settlement and metamorphosis, fed
on Paviova lutheri cultured with three different media.
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Figura 6. Crecimiento de la semilla de Mytilus edulis alimentada con Pavlova luthen cultivada con
tres diferentes medios de cultivo. Se muestran los limites de confianza al 95%.

Figure 6. Growth of Mytilus edulis seed fed on Paviova lutheri cultured with three different
media. The 95% confidence limits are shown.
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cién miltiple indicé que el medio diferente es
el suifato de amonio, donde los organismos
alcanzan mayor talla (Fig. 6).

Con los datos del total de semilla
cosechada, la prueba ANOVA sefialé que
existen diferencias significativas entre los
medios, y la prueba de comparacién miltiple
indicé quc fuc ¢l medio alimentado con urea
el que produjo més semilla, con 40,751 orga-

nismos, después el sulfato de amonio, con
36,733

20,/23,

nismos. Por tanto, el tratamiento con urea es
el unico significativamente diferente.

v finalmente el f/2 con 33213 groa-
y Inaimente € 1/4, ¢on 33,213 orga

DISCUSION

El manejo de los recipientes de cultivo,
la cantidad y calidad del alimento, junto con
los procesos fisicoquimicos, son factores que
modifican el buen crecimientoy supervivencia
de larvas y semilla de bivalvos (Lucas, 1979).
Durante la realizacién de este trabajo los
recipientes de cultivo tuvieron un manejo
idéntico, por lo que las diferencias encontradas
no pueden atribuirse a variaciones de manejo;
de igual manera, la temperatura en los tres
medios fluctué dentro del intervalo Optimo
para un buen crecimiento y supervivencia de
larvas de Mytilus edulis y M. califomianus
segin lo reportan Lough (1974), Falmagne
(1984) y Anguiano-Beltrdn (1989), por lo
tanto, es posible suponer que el efecto pro-
ducido en el crecimiento, supervivencia y
porcentaje de fijacién sobre las larvas vy
semilla de Mytilus edulis es debido solamente
a las diferencias en composicién bioquimica
que la microalga contenga debido a la fuente
de nitrégeno en un medio de cultivo.

Muy poco se conoce acerca de los
nutrientes especificos requeridos en cada fase
del desarrollo de los moluscos bivalvos. Bayne
(1975) informa que el contenido de proteinas,
lipidos y carbohidratos para larvas de Mytilus
edulis es, en promedio, de 86, 1.9 y 09%
respectivamente; Enright er al. (1986) mencio-
nan que los carbohidratos y lipidos son los
componentes bioquimicos méis importantes en
de

otrog
OIres

moluscog bivalvos v
moiuseoes Divaivos, y

autores como Webb y Chu (1982) piensan que
la calidad del alimento dado a larvas y

veniles de bivalvos no denende de su com-

juveniles de bivalvos no depende de su com
posicién bioquimica gruesa, sino de la canti-
dad especifica de otros nutrientes como acidos
grasos, aminodcidos, monosaciridos, minerales

y vitaminas.

log
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dieta
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is only due to differences in the biochemical
composition of the microaiga because of the
nitrogen source in the culture medium.

Little is known about the specific nutri-
ents HCCUCU Hl eacll pl’ldBC Ul UCVCIUplTlCHl Ul
bivalve molluscs. Bayne (1975) reports that
protein, lipid and carbohydrate content for

10

rava L
6.0, 1.7
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and 0.9%, respectively. Enright er al. (1986)
mention that carbohydrates and lipids are the

imnortant biochemical

important biochemical compeonents in
the diet of bivalve molluscs. Other authors,
like Webb and Chu (1982) consider that the

mmhtv of the food mven bivalve larvae and

}uvemles does not depend on its gross bio-
chemical composition, but rather on the
specific amount of other nutrients like fatty
acids, amino acids, monosaccharides, minerals
and vitamins.

Biochemical analyses have shown that
when Chlorella sp. is cultured with urea, it
lacks sufficient amounts of two amino acids:
methionine and cysteine (Geldenhuys et al.,
1988). Likewise, Isochrysis galbana and
Chlorella sp., among other microalgae, when
cultured with different nitrogen sources such
as urea, ammonium and nitrates, have a very
similar biochemical composition under opti-
mum culture conditions (Eppley et al., 1971;
Dortch et al., 1984; Geldenhuys et al., 1988).

Based on the above and since Isochrysis
galbana and Paviova luthen have similar
requirements and composition (Fernandez-
Reiriz et al., 1989), it can be inferred that
P. lutheri cultured with urea as nitrogen
source may aiso iack methionine and cysteine.
This lack, at least in quantities required by
Mytilus edulis larvae, may be responsible for
the lesser gl’UWlﬂ recorded in the treatment
with urea until before pediveliger stage.

Bayne (1965) mentions that bivalve

molluscs, both JuvcuueS and auuua, have the
same nutritional requirements. Malek (1977)
found that, of 15 amino acids present in the
adductor muscle of Mytilus edulis, methionine
is found in considerable quantities. Slabyj

(1980) reported a sufficient amount of methio-
There.

most comnonents in

mos:

nine in natural and cultured mussels

nince 1n naddra: ane uiuicl IMussc:s.

fore, this amino acid can be considered an
important nutritional requirement for bivalve
molluscs

The increase in growth of the larvae
treated with urea at the end of larval develop-
ment, may indicate that the larva's require-

ments durmg its development change quahta—
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Anélisis bioquimicos han demostrado
que al cultivar Chlorella sp. con urea, ésta
carece de cantidades suficientes de dos
aminodcidos: metionina y cisteina (Gelden-
huys et ai., 1988). De igual manera se sabe que
Isochrysis galbana y Chlorella sp., entre otras
microalgas, al ser cultivadas con diferentes
fuentes de nitrégeno como urea, amonio y
nitratos, tienen una composicién bioquimica
muy similar bajo condiciones éptimas de

et FEanlae ~d 1071 Martoh 1
CUItivo \l_,y}uv_y et ai., 15771, DOTCn e ai.,

1984; Geldenhuys er a/., 1988).
Con base en lo anterior y debido a que

oalhana v Paviova luthers
gaibana y raviova luthen

requerimientos y composicién similar (Fer-
nandez-Reiriz er al., 1989), podemos inferir
que P. lutheri, cultivada con urea como fuente
de nitrégeno pudiera carecer también de
metionina y cisteina. Aparentemente esta
carencia, al menos en cantidades requeridas
por la larva de Mytilus edulis, podria ser la
causante del menor crecimiento registrado con
urea hasta antes del estadio pediveliger.

Bayne (1965) menciona que los moluscos
bivalvos, tanto juveniles como adultos, tienen
los mismos requerimientos nutricionales.
Malek (1977) encontré que, de 15 aminodcidos
presentes en el muasculo aductor de Mytilus
edulis, la metionina se encuentra en canti-
dades considerables, y Slabyj (1980) informa
de cantidades suficientes de metionina en
mejillones silvestres y cultivados. Por tanto, se
puede considerar importante este aminoécido
dentro de los requerimientos nutricionales de
los moluscos bivalvos.

El incremento en el crecimiento de las
larvas tratadas con urea al final del desarrollo
larvario, pudiera sugerir que los requerimien-
tos de la larva durante su desarroilo van
cambiando cualitativa y/o cuantitativamente,
o bien, que en el estadio pediveliger la larva de
Mytiius eduliis adquiere ia capacidad de suplir
la falta de metionina y/o cisteina con otros
Compuesws contenidos en Paviova lutheri
cultivada con urea, asumiendo que efectiva-
mente hubiera una carencia de estos dos
aminodacidos en Paviova luthen.

El comportamicnto similar en ¢l ¢
miento de las larvas tratadas con /2y ¢
sulfato de amonio es un indicador de que stas
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tienen
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durante
gurante

Paviova {utheri sus requerimientos esenciales

para un buen crecimiento, lo que ubica al
sulfato de amonio como un buen sustituto del

f/2 para abaratar costos y obtener buenos

on
Su
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tively and/or quantitatively, or rather, that in
the pediveliger stage, the larva of Mytius
edulis acquires the ability to make up for the
lack of methionine and/or cysteine with other
compounds found in Paviova {utheri cuitured
with urea, that is assuming that there is a lack
of these two amino acids in P. lutheri.

lllC blllllldl UClldVlUul lll lllC 510‘W|.u Ul
larvae treated with f/2 and with ammonium
sulphate indicates that throughout their de-

valanmant tha larmsna ahtainad thair acgantial
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requirements for good growth from P. luthen.
This shows that ammonium sulphate is a good

substitute for f f/? in order to reduce costs and

obtain good y1e1ds in the laboratory produc-
tion of at least Mytilus edulis.

The appearance of the eyespot is inti-
mately related to growth. Hence, it appeared
earlier in the treatment with f/2 than in the
other two, although on day 20 there was no
longer any significant difference between the
treatments with ammonium sulphate and urea
(Fig. 2).

The high percentages (>87%) of total
survival obtained in this experiment from
stage D to pediveliger larva, are very different
from those reported by Zhang (1984), 34
and 30% for spring 1981 and summer 1982
respectively, and by Waterstrat et al. (1980),
0.4% from embryo to pediveliger. In this
respect, the effect of two factors that may be
interacting should be considered: the initial
selection of larvae at the beginning of the
experiment (only larvae retained on 70-sm
sieves were used) and differences in the
volumes handled, since Zhang (1984) used 3
and S-m3 tanks whereas in this experiment
15-1 containers were used. Lucas (1979) indi-
cates that the handling of a large volume in
a culture causes stress in the organisms,
resulting in low survival.

A similar percentage of metamorphosis
was obtained with urea (91.59%) and ammo-
nium sulphate (97.33%), whereas that ob-
tained with f/2 was significantly different
(75.92%}). Similar values as the one for f/2
have been reported by other authors: 76.6%

he: Wotascteat 26 2f 10QMN ond Q91 amd
U yvaividsuial € Gi. \(170vV), allu 0«4.1 aiiu

72.4% by Zhang (1984). In general, it may be
said that the percentages of metamorphosis
ohtained bv

obtained by
authors, being slightly higher in this bioassay

in which agricultural fertilizers were used.
the postlarvae
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treated with ammonium sulphate had a homo-
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rendimientos en laboratorios de producaon
al menos para el n‘lejmuu 1V1ymu.\ edudis.

Como es natural, la aparicién de la
mancha ocular estd intimamente relacionada
con aqui que
tratamiento con f/2, la aparicién de ésta fue
més temprana en comparacién con los otros

dos medios
40Ss meEQios,

rrasimaiont

al o Ao an ol
L1 CIedidiiicing, v il i

aungue en el dia 20 va no hubo
ngu n Gl [oL8

diferencia significativa entre el de sulfato de
amonio y el de urea (Fig. 2).

Fl nnrcen[am tan alto (>87%\ de su-
pervivencia total obremdo en este experimen-
to desde el estadio D hasta larva pediveliger,
contrastan fuertemente con los indicados por
Zhang (1984), en la primavera de 1981 y el
verano de 1982, cuando obtuvo el 34 y 30%
respectivamente, y los resultados de Water-
strat et al. (1980), quienes informaron de una
supervivencia del 0.4% desde embriones hasta
pediveliger. En este punto habria que tomar
en consideracion el efecto de dos factores que
pudieran estar interactuando: la seleccién
inicial realizada sobre las larvas al inicio del
experimento -utilizando solamente las larvas
retenidas en el tamiz de 70 um- o bien, el
efecto ocasionado por la diferencias en el
manejo debido al escalamiento, ya que Zhang
(1984) utilizé tanques de 3 y 5m3, mientras
que en este experimento se utilizaron reci-
pientes de 15 1. Lucas (1979) indica que el
manejar un volumen grande en el cultivo
causa cierto estrés en los organismos ocasio-
nando bajas supervivencias.

Ei porcentaje de metamorfosis no
fue significativamente diferente para urea
(91.59%) y sulfato de amonio ($7.33%), los
cuales fueron diferentes del f/2 (75.92%).
Valores similares a este Gltimo han sido
proporcionados por 0iros autores Como Wa-
terstrat et al. (1980), quienes informan de
un 76.6% de metamorfosis, y Zhang (1984),

nnnnnn ~ht al Q21 v T AL
\.’ulCll Ootuvo C1 Oc.1 Yy ieav0.

general se podria decir que los porcentajes de
metamorfosis fueron parecidos a los encon-

trados por otros autores
fraGos por Oiros aulores,

mayores en el presente bioensayo que utilizé

fertilizantes agricolas.
Durante la

Na manara
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metamorfosis la

cramoriosis 1as Posiidr

tratadas con sulfato de amonio mostraron una
distribucién homogénea en el fondo de los
recipientes de ru!uvn mientras que la semilla
tratada con f/2 y urea presenté aglomera-
ciones de organismos. Este pudo ser el factor
que permitié que los organismos tratados con

sulfato de amonio tuvieran un mayor creci-

72

geneous distribution at the bottom of the
containers, whereas those treated with /2
and urea formed clumps of organisms. This
may have been the factor that allowed the
ammonium sulphate

to have greater growth (Fig. 6), since the

clumping of seed creates a competition for
food

organigme trantad oo

th
UIgailisins itaitu wuu

and and causes
(Walne, 1965). However, there is the possibili-
ty that microalgae cultured with ammonium
sulphate may really be the better food for
seed than those cultured with the other two
media, or rather, that both factors are acting
in a joint manner.

Wilburn-Gonzédlez  (1990)  cultured
Paviova lutheri with the same nitrogen
sources that were used in this study and found
that production costs based on the reactives
are reduced by 98.81 and 99.19% with ammo-
nium sulphate and urea, respectively, relative
to f/2. This and the results obtained herein,
confirm that the abovementioned agricultural
fertilizers can be used in the laboratory
production of microalgae, with the advantage
that they are simple and economical alterna-
tives for the preparation of culture media to
be used in the production of food for bivalve

molluscs.

gnace lesser orowth
spacl 1C55CT gid

English translation by Christine Harris.

miento (Fig. 6), ya que esta aglomeracién de
la semilla origina una competencia por alimen-
to y espacio, que ocasiona menor crecimiento
(Walne, 1965). Sin embargo, existe la posibili-
dad de que las microalgas cultivadas con
sulfato de amonio realmente sean un mejor
alimento para la semilla que las cultivadas con
los otros dos medios, o bien, que ambos
factores estdn actuando de manera combinada.

Wilburn-Gonzélez (1990) cultivd Pavio-
va lutheri con las mismas fuentes de nitrégeno
utilizadas en este. esludio y encontré que los

de N ha 1
COsStos Ge l“ vuu\,\,nuu CON 0asc ¢n 108 1Uabuvua

se reducen en un 98.81 y 99.19% con sulfato
de amonio y urea, respecto al f/2. De acuerdo

con lo anterior v con log recultadas de ecte
€on 10 anierior y <on i0s reswtadsos Ge este

trabajo, se confirma la posibilidad de utilizar

los fertilizantes agricolas mencionados ante-
riormente en laboratorios de nroduccidn. con

wenic QDOEAOIIOs CC progucedion, con

la ventaja de que éstos son alternativas
sencillas y econémicas para la preparaci6n de
medios de cultivo destinados a la praduccién
de alimento de moluscos bivalvos.
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