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Abstract: In order to increase the scientific knowledge about the ingestion and digestion processes of the microalga
Tetraselmis suecica by veliger larvae, we did a comparative analisis of feeding kinetics of two Caribbean conch lar-
vae: Queen conch, Strombus gigas, and Fighting conch, Strombus pugilis. These kinetics have been determined in a
direct way by means of epifluorescence microscopy. With this technique the potential nutritive value of different
microalgae, can be detected in terms of their ingestion and digestion rates. Given the autofluorescence of algal cells
and transparency of both larvae tissues and shell, the algae within the stomach, their lisis and subsequent degradation
are observed. The evolution of the ingestion and digestion processes can be follow in live larvae, where other events
like the expulsion of intact algae cells initially ingested by the larvae can be observed. The nutritional effects of T.
suecica on veliger larvae are explained in function of a chromatic scale of four nutritional stages, and by means of

temporal and absolute ingestion and digestion indices.
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Desde 1977, el caracol reina Strombus gigas
ha representado la segunda pesqueria més im-
portante en la regidon del Caribe (Brownell
1977); sin embargo, el incremento en su deman-
da y su pesca desmedida lo han convertido en un
recurso sobreexplotado (Siddall 1983). La pes-
queria del caracol de ufa Strombus pugilis es
menos importante que la de S. gigas; sin embar-
go, ésta representa una fuente laboral y alimenti-
cia para varios de los habitantes de la zona. A pe-
sar de ser una especie con un alto potencial pes-
quero (Baqueiro y Medina 1990; Aldana Aranda
y Baqueiro 1995), poco se conoce sobre su bio-
logia y cultivo (Brownell 1977; Bradshaw-Haw-
kins 1982, Brito-Manzano 1997), los cuales han
sido estudiados tomando como base el conoci-
miento adquirido con S. gigas.

Dos décadas de estudio no han sido sufi-
cientes para optimizar las condiciones de culti-
vo larvario en términos de crecimiento, desa-
rrollo y sobrevivencia; sin embargo, el esfuerzo
cientifico ha permitido conocer que, durante el
perfodo de vida larval, el desarrollo y creci-
miento de las veligeras dependen principal-
mente del tipo y cantidad de alimento propor-
cionado (Brownell 1977, Siddall 1983; Boi-
dron-Metairon 1992), mismos que &un no han
sido determinados.

La valoracién cualitativa y cuantitativa de
las dietas empleadas en el cultivo de las velige-
ras puede ser evaluada de manera indirecta me-
diante el efecto de dichas dietas sobre-el creci-
miento y desarrollo de la larva. Sin embargo,
esta valoracién también puede ser estudiada de
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manera directa mediante la microscopia de epi-
fluorescencia, con la cual se establecen las di-
ndmicas de alimentacién de las larvas median-
te la observacién de los procesos de ingestién y
digestion. La microscopia de epifluorescencia
se fundamenta en la fluorescencia natural de la
clorofila presente en las células algales resul-
tante de su excitacién con luz de alta energia.
Esta caracteristica, aunada a la transparencia de
los tejidos de la larva y de la concha resultan de
enorme utilidad para secuenciar la toma, lisis y
subsecuente degradacion del alimento presente
en el estémago larval.

Con el propésito de incrementar el cono-
cimiento cientifico sobre el cuitivo de Strom-
bus spp. se realiza un andlisis comparativo de
los comportamientos alimenticios entre eda-
des y especies larvales de los caracoles S. gi-
gasy S. pugilis de 1 y 30 dias de edad. Dicho
andlisis fue realizado con base en las cinéticas
de alimentacién obtenidas mediante micros-
copfa de epifluorescencia, y la aplicacién de
fndices temporales y absolutos de ingestién y
digestion.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y cultivo larval: La masa de
huevos de S. gigas fue colectada a una profun-
didad de 10 m, en la localidad de Banco Chin-
chorro, Peninsula de Yucatdn México (18°47’-
18°23’ N y 87°14’ E), a 24 km de la costa Su-
reste de Quintana Roo, entre Xcalak y Ubero.
Lade S. pugilis se colectd a una profundidad de
5 m, en la localidad de Seyba Playa, Campeche,
Meéxico (20° 45’ N y 91° 45° W). Ambas colec-
tas fueron realizadas de hembras que se encon-
traban ovopositando. En el laboratorio, las hue-
vas fueron colocadas, de manera independien-
te, sobre una malla de 500 um, sumergidas en
agua de mar filtrada a 10 y 5 um y esterilizada
con luz U.V. Recambios diarios de agua fueron
realizados hasta el momento de 1a eclosién. Pa-
ra cada especie larval, las veligeras recién eclo-
sionadas fueron distribuidas en recipientes de
pldstico de 4 1 a una densidad de 100 (S.gigas)
v 200 (S. pugilis) larvas 1"\, Durante el cultivo

los recambios de agua fueron cada 24 hr en los
primeros dias y posteriormente cada 48 hr. La
temperatura de cultivo se mantuvo a 29°C. La
microalga utilizada en el experimento de epifluo-
rescencia fue Tetraselmis suecica a una concen-
tracién de 1 000 células mI™', la cual fue cultiva-
da con el medio F/2 de Guillard y Ryther (1962).

Microscopia de epifluorescencia: Utili-
zando microscopia de epifluorescencia se de-
terminaron las cinéticas de ingestién y diges-
tién de las larvas de S. gigas y S. pugilis para
dos edades larvales: 1 y 30 dias después de la
eclosién (1d y 30d). Antes de iniciar la expe-
riencia de ingestién y digestién, las larvas se
mantuvieron en ayuno de 24-36 hr y los expe-
rimentos dieron inicio al suministrar el alimen-
to. En las larvas recién eclosionadas este ayuno
no fue necesario, ya que la primera toma de ali-
mento marcé el inicio del experimento. Los
procesos de ingestién y digestion se observaron
al,2,3,4,5 6,7y 8 hr. Para las larvas de S.
pugilis se hizo una observacién adicional a 0.5
hr. El fendmeno de digestién fue observado in-
terrumpiendo la alimentacién después de la 22
hr de iniciado el experimento para las larvas de
S. gigas y, a la hr para las de S. pugilis. Poste-
riormente, las larvas fueron nuevamente trans-
feridas a recipientes de agua de mar filtrada y
esterilizada sin alimento. Las observaciones de
los procesos de ingestién y digestién fueron
realizadas con larvas vivas, tomando diferentes
muestras de cada lote de cultivo en cada tiem-
po experimental.

El microscopio utilizado estaba equipado
con una ldmpara de mercurio de alta presion
HBO de 50W, un filtro excitador BP 450-490,
un filtro divisor cromatico FT510 y un filtro su-
presor LP 520.

Para determinar el grado de ingestién y di-
gestion de T. suecica por las larvas veligeras se
utilizé la escala cromdtica de nutricidn estable-
cida por Babinchak y Ukeles (1979), cuyas ca-
racteristicas cualitativas son sefialadas en el
Cuadro 1.

El comportamiento de alimentacién entre
las dos especies y edades larvales fue analizado
mediante Indices temporales y absolutos de in-
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CUADRO 1

Escala cualitativa de los cuatro estados de nutricion
para evaluar la ingestion y grado de digestion de las
células algales por las larvas (Babinchak y Ulkeles 1979)

Estados Caracteristicas

i Células enteras visibles en el estomago, fluo-
rescencia roja.

2 Presencia de células intactas y células lisa-
das, fluorescencia roja menos intensa y algu-
nas veces rosa.

3 Ausencia de células intactas, fluorescencia
difusa, rojo palida, 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.

gestion y digestion (Cuadro 2). Para calcular el
IAD debe considerarse el nimero de larvas en
estado 1 a la dltima hora en donde éste fue vis-
to (n1d). Generalmente cuando una alga es bien
digerida el valor de nld es bajo y con tendencia
a ser visto hacia las ultimas horas del experi-
mento (Aldana-Aranda 1993).

RESULTADOS

Estados de nutricién: La evolucion de los
estados de nutricién para la microalga 7. sueci-
ca por las larvas de S. gigas y S. pugilis de 1d
y 30d se muestra en la figura 1. Los valores de
cada estado son expresados en porcentaje. En
las larvas de S. gigas de 1d el estado 1 de nutri-
cion fue observado de la 12 a 52 br con valores
entre 40 a 90%. Este estado disminuy¢6 a valo-
res inferiores al 5% hacia la 62 y 72 hr. El esta-

do 2, marcd el inicio de la digestién a la 33 hr.
Un estado 3 de digestién mas avanzada comen-
20 a ser visible a la 52 hr, siendo mayor el por-
centaje de larvas en este estado entre la 63 y 83
hr. Ocho horas después de haber sido adminis- .
trado el alimento, estas larvas no culminaron la
digestion de 7. suecica.

En las larvas de S. pugilis de 1d, el estado 1
de nutricion fue observado con valores superio-
res al 90% a lo largo de las ocho horas contem-
pladas del experimento. Por tal motivo, el se-
guimiento del alimento ingerido fue prolonga-
do con observaciones a cada hr hasta comple-
tar un ciclo de 24 hr. Este criterio también fue
considerado para las larvas de 30d de esta es-
pecie. Durante las 24 hr los estados 2 y 3 no
fueron observados, lo que indica que durante
este tiempo no hubo digestiéon de 7. suecica
por estas larvas de 1d. A1la92y 15 @ hr se ob-
servaron larvas vomitando células enteras de
T suecica.

Las larvas de S. gigas de 30d presentaron
un estado 1 de nutricién del 100% en las tres
primeras horas. Los estados 2 y 3 de digestion
fueron observados a partir de la 42 hr. Después
de 24 hr de administrado el alimento, la diges-
tién de T, suecica no se culmind, observandose
un estado 3 del 40%.

En las larvas de S. pugilis de 30d el estado
1 fue observado hasta la 102 hr. Los valores de
este estado fueron entre 87 y 93% durante las
primeras cuatro horas, disminuyendo de mane-
ra secuencial a 67,40y 7% a la 82,93y 102 hr,
respectivamente. El estado 2 marcé el inicio de
la digestién y fue observado a la 52 hr con un

CUADRO 2

Indices temporales y absolutos de ingestion y digestién para comparar el comportamiento alimenticio de las larvas
veligeras

indice Ingestion

Temporal LT.IL.=nl/n0
(Aldana-Aranda 1993)

Absoluto
(Aldana-Aranda 1993)

I.A.1=n0-nd4min x 100/n0

Digestion

LT.D=n2+n3/n0
(Aldana-Aranda ef al. 1991)
1L.A.D.=n0 (n4min+n1d)x100/n0)
(Aldana-Aranda 1993)

Nomenclatura: n0, total de larvas observadas; nl, larvas en estado 1; n2, larvas en estado 2; n3, larvas en estado 3; n4min, valor
minimo de larvas observadas en estado 4; y nld, larvas en estado 1 a la dltima hora en la que este estado fue observado.
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Fig. 1 Evolucién de los cuatro estados de nutricién, expre-
sados en porcentaje, de larvas de S. pugilis y S. gigas de 1
y 30 dias de edad alimentadas con T. suecica.

valor de 33%. Las larvas con un proceso de di-
gestién mds avanzado (estado 3) fue observado
ala 112 hr en el'90% de la poblacién larval. A
partir de este momento, s6lo fueron observados
los estados 3 y 4, con una relacién inversamen-
te proporcional entre el tiempo de observacion
y estado 3. A la 242 hora de haber sido adminis-
trada T. suecica el 50% de la poblacién larval
se encontraba en estado 3.

Indices temporales: El ITI de T. suecica
para las larvas de S. gigas y S. pugilis de 1d y
30d se ilustra en la figura 2. En las larvas de S.
pugilis de 1d los valores de este Indice fluctua-
ron entre 0.6 y 1.0 durante las 24 horas del ex-
perimento. En las larvas de 30d los valores mas
altos del I'TI fueron de 0.87 a 0.93, mismos que
fueron observados entre 0.5 y 42 hr. Este indi-
ce disminuyd de manera secuencial al paso del
tiempo hasta la 11a hr, cuando se observé un
valor de cero. En las larvas de S. gigas de 1d el
valor mdximo para este indice fue 0.86 a la 22
hr. A la 42 hr, el ITT fue de 0.80, seguido de una
disminucién drdstica hacia la 62 hr, y con un
valor de cero a la 82 hr.

ElITD de T. suecica por las larvas de S. gi-
gas 'y S. pugilis de 1d y 30d se muestra en la fi-
gura 3. En las larvas de S. pugilis la evolucién
de este indice sélo se muestra para las de 30d,
ya que las recién eclosionadas no realizaron la
digestién de T. suecica durante el tiempo expe-
rimental de observacién (24 hr). A 1a 52 hr, el
ITD fue de 0.33. El mdximo valor observado
fue 0.92 ala 132 hr. A partir de esta hora los va-
lores de este indice disminuyeron secuencial-
mente hasta 0.5 a la 242 hr. Con las larvas de S.
gigas de 1d el ITD a la 32 hr fue de 0.09. A la
62 hr este indice se observé en su maximo va-
lor: 0.79. A 24 hr después de administrado el
alimento las larvas presentaban un ITD de 0.75.

Indices absolutos: Los valores del IAI e
IAD con T. suecica para tas larvas de S. pugilis
y S. gigas de 1d y 30d son presentados en el
Cuadro 3. El IAI para esta alga fue elevado en
ambas edades y especies larvales, correspon-
diendo los valores més altos a las larvas de S.
pugilis. En las larvas de S. gigas de 30d el va-
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Fig. 2. Valores de! ITI de larvas de S. pugilis y S. gigas de
1 y 30 dias de edad alimentadas con 7. suecica.

CUADRO 3

Indices absolutos de ingestion y digestion de T. suecica
por las larvas de S.-gigas y S. pugilis de I y 30 dias
después de la eclosion

Especie larval LAL (%) LA.D. (%)

1d 30d 1d 30d
S. pugilis 98 93 O 87
S. gigas 89 89 85 -

lor de nld fue alto, el total de la poblacién se
encontrd en el estado 1 de nutricién, por lo que
no fue posible calcular el IAD en estas larvas.
El IAD fue elevado en ambas edades y especies
larvales, con la excepcién de las larvas de S.
pugilis de 1d, en donde éste fue cero.

DISCUSION

La microscopia de epifluorescencia resulta
un método de gran utilidad en la observacion
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Fig. 3 Valores del ITD de larvas de S. pugilis y S. gigas de
1 y 30 dias de edad alimentadas con T. suecica.

de los mecanismos de alimentacién de las lar-
vas veligeras. Con este estudio se pudieron es-
tablecer las cinéticas de ingestién y digestion
de larvas de S. gigas y S. pugilis a dos diferen-
tes estadios de desarrollo larval: 1 y 30 dias
después de la eclosién. Mediante esta técnica,
la observacién del alimeto en el interior de la
larva se facilita por la transparencia de los teji-
dos larvales. Esta ventaja permiti6 realizar una
estimacién aproximada, de la cantidad de ali-
mento presente en la larva durante las primeras
horas en que €stas estuvieron en contacto con el
alimento. Los estimados del llenado estomacal
para ambas edades y especies larvales son pre-
sentados en la Cuadro 4. Asi, se observa que,
existen diferencias entre edades y especies lar-
vales para la ingestion de 7. suecica. E1 50% de
la poblacién larval de S. pugilis de 1d presentd
una replecién estomacal (RE) de ~25%, mien-
tras que el resto mostré una RE de ~50%. En
las larvas de 30d este mismo comportamiento
fue observado a 0.5 hr, mientras que a 1 hr la
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CUADRO 4

Estimacion cualitativa de la replecion gastrica con T. suecica de las larvas de S. pugilis y S. gigas de 1 y 30 dias después
de la eclosion

Proporcion del
llenado estomacal

(% aprox.)
S. pugilis
Edad iarval
1d 30d
0.5 hr 1hr 0.5 hr 1 hr
25 50 50 50 -
50 50 50 50 50
75 - - - 50
100 - - - -

RE fluctu6 entre ~50 y 75% con igual propor-
cién poblacional. El 50% de la poblacion larval
de S. gigas de 14, a la 12 hr presentd una RE
entre ~25 y 50%, y entre ~75 y 100% para el
resto de la poblacién. A la 2 @ hr, el el 60% de
la poblacion tuvo una RE de ~75-100%. En las
larvas de 30d de esta misma especie se observé
un 100% de la poblacién con una RE de ~75%
ala12hr, yuna RE de ~100% a la2 @ hr.
Estas observaciones muestran que existe
una relacion proporcional entre edad y cantidad
de alimento ingerido. Asimismo se observa que
independientemente de la edad, las larvas de S.
gigas presentan una RE mayor que las velige-
ras de S. pugilis, siendo esta observacion mas
evidente para las larvas recién eclosionadas. Al
considerar el tamafio de las larvas cuando eclo-
sionan se tiene que las veligeras de S. pugilis
miden en promedio 212 pum (Brito-Manzano
1997), mientras que las de S. gigas 300-350 um
(Garcia-Santaella 1992). Al respecto se sabe
que en las larvas de moluscos, la seleccion de
las particulas en suspension depende del tama-
fio y concentracion de las particulas, talla lar-
val, y temperatura (Bayne 1983). Es evidente
que al eclosionar existe una diferencia en la ta-
lla larval de ambas especies, la cual influye en
la toma del alimento. Sin embargo, 7. suecica
es una microalga que mostré un elevado IAI
por estas especies y para las dos edades larva-
les estudiadas. Con respecto a la digestién, T

Poblacién (%)

S. gigas
Edad larval
1d 30d

1hr 2hr lhr 2hr
30 20 - -
20 20 - -
20 20 100 -
30 40 - 100

suecica fue bien digerida indistintamente de la
edad y especie larval, con la excepcién de las
larvas de S. pugilis de 1d, las cuales no digirie-
ron este alimento en un lapso de 24 hr. Al com-
parar el proceso de digestién entre las especies
larvales, nuevamente se observa que Este fue
mas rapido en las larvas de S. gigas que en las
de S. pugilis (Fig. 1).

Otra de las ventajas de esta técnica es que
los procesos de ingestion y digestion pueden
ser observados ya sea con larvas fijadas con
formol salino al 2% (Lucas y Rangel 1981), o
con larvas vivas como en este estudio, o cual
ha permitido también observar la expulsion de
células algales intactas, que inicialmente ha-
bian sido ingeridas por la larva.

De acuerdo a su ingestibilidad y digestibili-
dad, se corrobora de manera directa que el em-
pleo de T suecica es una buena fuente de ali-
mento en los cultivos larvales de Strombus sp.;
sin embargo habria que considerar las concen-
traciones de alimento proporcionadas entre am-
bas especies en su estadio larval, sobre todo en
las primeras etapas de desarrollo, ya que existe
una diferencia entre la capacidad de ingestion
del alimento entre las larvas de S. gigas y las de
S. pugilis.
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RESUMEN

Con base en las cinéticas de alimentacién se realiz6 un
andlisis comparativo de los mecanismos de ingestién y di-
gestién de la microalga Tetraselmis suecica por las larvas
veligeras de dos gasterépodos caracteristicos del Caribe: el
caracol Reina, Strombus gigas y el caracol de Uiia, Strom-
bus pugilis. La determinacién de dichas cinéticas fue reali-
zada de manera directa mediante microscopia de epifluo-
rescencia. Esta metodologia permite conocer el valor nutri-
tivo potencial de diferentes microalgas, de acuerdo a sus ta-
sas de ingestién y digestién. Este método se basa en la au-
tofluorescencia de las células algales, en la transparencia de
los tejidos de la larva y de la concha, en la presencia de ali-
mento en el estémago de la larva, en su lisis y su subse-
cuente degradacién. La evolucién de los procesos de inges-
tién y digestién puede ser secuenciada con larvas vivas, lo
que permite observar otros eventos, tales como la expulsién
de células algales intactas inicialmente ingeridas por la lar-
va. Los resultados de los efectos nutricionales de 7. sueci-
ca en las larvas veligeras son interpretados bajo una escala
cromitica de cuatro estados nutricionales, y mediante indi-
ces absolutos y temporales de ingestidén y digestidn.
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