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Efecto del sustrato en la intensidad del asentamiento de larvas de
Argopecten purpuratus Lamarck, 1819 (Bivalvia, Pectinidae)
en ambiente controlado

Lucio Encomendero' & Enrique Dupré*
"Universidad Nacional del Santa. Apartado 10, Chimbote-Peru
*Universidad Catdlica del Norte, Sede Coquimbo. Casilla 117, Coquimbo, Chile
E-mail: edupre @ucn.cl

RESUMEN. Se estudi6 el efecto de diferentes tipos de sustrato y del biofilm formado sobre ellos, en la intensidad del
asentamiento larval del ostién del norte Argopecten purpuratus. Se postula la hipdtesis que sustratos de diferente
naturaleza permiten la formacion de diferentes biofilm a través del tiempo, los cuales originan distintas intensidades
de asentamiento larval sobre ellos. Sustratos de netlon, malla mosquitera, concha de ostién y asbesto-cemento se
sometieron a la formacién de biofilm por perfodos de 6, 12 y 18 dias con flujo de agua filtrada a 50 pm. A cada sustrato
con biofilm de diferentes edades (6, 12 y 18 dfas) o sin €l, contenidos en un recipiente con 300 mL de agua de mar
filtrada, se le agregaron 200-300 larvas competentes. Después de 72 h en condiciones de laboratorio (15,3-18,6°C), se
contd el nimero de larvas asentadas. Se determind que el tipo de sustrato influye en la intensidad del asentamiento
larval del ostién. Los mayores asentamientos se obtuvieron sobre asbesto-cemento (29,6-62,3%); seguidos por malla
mosquitera (17,1-21,2%) y concha de ostién (13-30%). Los niveles mds bajos se obtuvieron sobre el netlon (4,3-
15,2%). También se observo una relacion directa entre el porcentaje de asentamiento larval y la edad del biofilm
excepto en asbesto-cemento. El tipo de sustrato y la edad del biofilm mostraron un efecto sinérgico sobre la intensidad
del asentamiento larval.

Palabras claves: asentamiento, larvas, sustrato, biofilm, ostién.

Effect of different susbstrates on the larval settlement of the scallop Argopecten
purpuratus Lamarck, 1819 (Bivalvia, Pectinidae) in laboratory condition

ABSTRACT. The effects of different types of substrate and of primary biofilm formed on them in relation to their
capacity to attract settlement of competent larvae of the northern scallop Argopecten purpuratus, was studied. The
hypothesis that different substrates permit the formation of different biofilm over time, which affect the intensity of
scallop larval settlement on each different substrate, was tested. Substrates including Netlon @, fly screen, scallop
shell, and asbestos-cement were incubated in 50 um-filtered flowing sea water to allow formation of primary biofilm
for periods of 6, 12, and 18 days. Each substrate, fouled for the time periods listed, was exposed to 200-300 competent
scallop larvae in test volumes of 300 mL filtered seawater for periods of 72 h at ambient temperature (15.3-18.6°C),
after which the numbers of larvae settled on each substrate were determined. The results showed that the type of
substrate influenced the intensity of scallop larval settlement. The highest settlement occurred on the asbestos-cement
(29.6-62.3%); intermediate levels of settlement were observed on the fly screen (17.1-21.2%) and scallop shell (13.0-
30.0%), and the lowest levels occurred on the Netlon (4.3-15.2%). A direct relationship was also observed between the
percentage of larval settlement and the age of the biofilm, except for asbestos-cement. The type of substrate and age of
the biofilm showed a synergistic effect on the intensity of larval settlement.

Key words: larval settlement, substrate, biofilm, scallop.

INTRODUCCION 1990), puede prolongarse o no realizarse si las lar-

vas competentes no encuentran un sustrato y esti-

Una de las etapas mds criticas del ciclo de vida de 1,410 adecuado para el asentamiento (Crisp, 1974;
los invertebrados benténicos es el asentamiento. Esta Bayne, 1975; Sastry, 1979; Tapia ef al., 1993). Los
etapa que comprende tres fases: conducta de asen-  fc(ores ambientales que influyen en el asentamiento
tamiento, fijacion y metamorfosis (Bonar ef al.,  14rvq] de diferentes especies son: fisicos (flujo, pre-
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sién, temperatura, luz), biolégicos (bacterias,
microflora, microfauna) y fisico-quimicos del
sustrato basal (tipo de material, porosidad, textura,
color, energia libre superficial) (Hadfield, 1986;
Jackson, 1986; Yool et al., 1986; Bonar et al., 1990;
Pawlik & Hadfield, 1990; Jensen et al., 1990; Bech,
1992; Zimmer-Faust & Tamburri, 1994).

Diversas investigaciones muestran que las lar-
vas de moluscos se asientan en respuesta a un tipo
especifico de pelicula bioldgica o biofilm formado
sobre un sustrato (Fitt ef al., 1990; Tamburri et al.,
1992; Wainman et al., 1996), en cambio otras exhi-
ben una variedad de respuestas frente a la presencia
o ausencia del biofilm (Maki et al., 1989; 1992).
Maki et al. (1992) demostraron que peliculas
monoespecificas de bacterias pueden estimular, in-
hibir la fijacién o no tener efecto sobre la fijacion
de las larvas cypris de Balanus amphitrites, sefia-
lando que la edad del biofilm determina el aumento
o disminucién del asentamiento. Wolfaart et al.
(1994) seiialan que los mayores porcentajes de
asentamientos inducidos por una pelicula bioldgica
se producen después de su estabilizacién, que ocu-
rre entre los 14 y 21 dias de iniciada su formacién y
que su influencia es variable en los dias previos a la
estabilizacion.

Los cultivos del ostién del norte, Argopecten
purpuratus (Lamarck, 1819), en Perd y Chile, de-
penden del éxito del asentamiento larval durante la
captacioén de semillas que se realiza en el mar, al
igual que A. irradians (Ambrose et al., 1992). En
estas condiciones el asentamiento o captaciéon de
semilla es aleatoria y condicionada por factores
ambientales que afectan la produccién de larvas, por
lo cual es necesario producir semillas en laborato-
rios de ambiente controlado o hatcheries. En este
proceso, el asentamiento larval es fundamental para
obtener altos rendimientos en la produccién de se-
milla.

El logro de altos asentamientos de larvas de
bivalvos requiere de sustratos adecuados que per-
mitan la formacién de un adecuado biofilm sobre
éste (Brand & Hoogesteger, 1980). Esto significa
identificar la estructura fisico-quimica del sustrato
que permite la fijacién de microorganismos
(biofilm), que favorezcan el asentamiento de larvas.
El conocimiento de estas caracteristicas, permitird
elegir otros tipos de materiales de menor costo que
pudieran ser utilizados en el diseflo de nuevos co-
lectores de alto rendimiento en el asentamiento lar-
vas tanto en el mar como en laboratorio.

Como primera etapa para conocer las caracte-
risticas fisicas y quimicas de los sustratos que favo-
recen el asentamiento larval, mediante la adhesion
de microorganismos que forman un biofilm especi-
fico, en el presente trabajo se determina la intensi-
dad del asentamiento larval de A. purpuratus, indu-
cida por una pelicula bioldgica instalada en dife-
rentes tipos de sustratos.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron 16 experimentos por duplicado y con
cuatro réplicas cada uno, obteniéndose un total de
128 observaciones. Se realizaron combinaciones de
cuatro sustratos diferentes con biofilm de cuatro
edades diferentes. En cada experimento se usaron
200-300 larvas competentes de A. purpuratus.

La seleccion de larvas competentes se realizé
tamizando larvas provenientes de cultivos comer-
ciales cuya edad vari6 entre 16 y 22 dias. Se utiliz6
un tamiz de 150 mm para obtener larvas de 225-280
wm de longitud dntero-posterior y se acondiciona-
ron por 24 h en recipientes con 3 litros con agua de
mar microfiltrada (0,22 um) y esterilizada (AMFE),
aireacion constante y alimentacion con Isochrysis
galbana'y Chaetoceros gracilis en proporcion 1:1 a
una concentracién final de 3-4-10* cél-mL", luego
se lavaron con AMFE y se depositaron en un vaso
de precipitacion con 200 mL de AMFE. Con pipetas
Pasteur se tomaron pequeiias alicuotas con larvas y
se depositaron en placas Petri y se seleccionaron,
bajo un microscopio estereoscépico, aquellas que
mostraban caracteristicas de larvas competentes so-
bre la base de los cambios conductuales de pre-asen-
tamiento descritos por Tapia et al. (1993). Las ca-
racteristicas conductuales se complementaron con
caracteristicas morfoldgicas, como presencia de la
mancha ocular, tamafio de la larva y presencia y
desarrollo del pie (Tamburri et al., 1992). Posterior-
mente se transfirieron entre 200 y 300 larvas com-
petentes a cada uno de los vasos de precipitado de
100 mL, en cuyo fondo se ubicaron los diferentes
sustratos con sus respectivos biofilm.

Como sustrato se utilizaron trozos de 16 cm? (4x4
cm) de los siguientes materiales: concha de ostién
A. purpuratus (origen organico), asbesto-cemento
(origen inorgdnico), malla plastica con poros de 0,3
cm de didmetro (malla mosquitera) y malla de netlén
(ambas mallas de materiales sintéticos). Cada
sustrato se esterilizé usando hipoclorito de sodio
comercial al 50% por 24 h. Después de lavados y
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biologizados, se sometieron a la formacién de una
pelicula biol6gica natural de microorganismos
(biofilm), manteniendo los sustratos en posicién
vertical y ordenados al azar en el fondo de un estan-
que de 500L con flujo constante (5,1 L-min"') de
agua de mar filtrada a 50 mm a 15-17°C por tres
periodos diferentes. Se formaron biofilm de 6, 12y
18 dias. Como controles se utilizaron los cuatro ti-
pos de sustratos lavados en igual forma que los an-
teriores pero sin ser sometidos a la formacién de
pelicula biolégica. Todos los sustratos se usaron una
sola una vez.

Posteriormente, se ubicaron los cuatro sustratos
diferentes con biofilm de la misma edad en el fondo
de un mismo recipiente y se agregaron 200-300 lar-
vas competentes. Se utilizaron recipientes de plas-
ticos transparentes de 18 cm de didmetro y 5 cm de
altura, conteniendo 300 mL de agua de mar filtrada
a 0,2 umy esterilizada en autoclave. Luego se agre-
garon 30 mL de microalgas I. galbana para dar una
concentracion final de 3,6-5,5-10* cél-mL'. Tanto
los experimentos como sus réplicas se realizaron en
duplicado y a una temperatura de 15,3-18,6°C.

Después de 72 h, mediante una lupa binocular
se determind el ndmero de larvas asentadas en cada
uno de los sustratos. Los resultados se expresaron
tanto en larvas totales por cada sustrato como
larvas-cm de sustrato. Se consideré como larva
asentada, aquella que permaneci6 adherida al
sustrato después del traslado del sustrato desde el
recipiente experimental a una placa Petri para el re-
cuento.

Para la determinacién del drea real de cada
sustrato, se usaron diferentes calculos. Para el os-
tién se cubrié con papel de aluminio toda el drea
haciendo que el papel tomara la forma del relieve
de la concha, luego se recorté el papel siguiendo los
bordes del sustrato y se estird y aplané la porcién
de papel usada para obtener la dimensién real de
cada lado de la porcién de sustrato. Para las mallas
mosquitera y netlén, asumiendo que ambas estdn
constituidas por filamentos cilindricos en toda su
extension, se midieron los diametros de 10 filamen-
tos usando un ocular micrométrico y se calculé el
didmetro promedio. Después se midi6 la longitud
total de los filamentos que constituyeron cada ma-
1la. Con el didmetro y longitud total de los filamen-
tos se aplicé la férmula del area del cilindro.

Se determind la homogeneidad de las varianzas
mediante prueba de Barttlet y luego un andlisis de
varianza de dos vias (a = 0,05). Después, se aplicé

el test de Tukey para determinar diferencias signifi-
cativas entre las medias de asentamientos en cada
sustrato. Se compararon, tanto los porcentajes tota-
les de asentamientos por cada sustrato previa trans-
formacién de los porcentajes a arcsen, como el ni-
mero de larvas asentadas por unidad de area.

RESULTADOS

Asentamiento larval con relacion al tipo de
sustrato

Los mayores porcentajes de larvas asentadas se pro-
dujeron sobre asbesto-cemento, variando entre 62,3%
sin biofilm y 29,6% con biofilm de 18 dias, obser-
vandose una disminucién de los asentamientos al
aumentar la edad del biofilm (Fig. 1). Los menores
porcentajes se obtuvieron sobre netlén, que variaron
entre 5% sin biofilm y 13,7% con biofilm de18 dias.
Se observo un aumento de asentamientos a medida
que aumento la edad del biofilm. Intensidades inter-
medias se obtuvieron sobre la concha de ostién y
malla mosquitera, existiendo en ambos sustratos una
relacion directa entre asentamientos y edad del
biofilm. En concha de ostidn, los asentamientos fue-
ron 16% sin biofilm, 16,9% y 36,3% con biofilm de
6 y 18 dias respectivamente, y en malla mosquitera
15,5% sin biofilm, 15,1% y 20,7% con biofilm de 6
y 18 dias respectivamente (Fig. 1). El asbesto-cemen-
to presentd asentamientos significativamente mayo-
res respecto a los otros tres sustratos. Pero los
asentamientos sobre concha de ostion, malla
mosquitera y netlén, no fueron significativamente
diferentes entre ellos (Fig. 2). Los porcentajes pro-
medios de las intensidades de asentamiento fueron
entre 0 y 18 dias sobre malla mosquitera y sobre con-
cha de ostién no fueron significativamente diferen-
tes entre si, pero si con respecto al asbesto-cemento
y netlén (P< 0,005) (Fig. 3).

Laintensidad de asentamiento por unidad de drea
fue significativamente diferente sélo entre asbesto-
cemento (0,7 larvas-cm™?) y cada uno de los otros
tres sustratos: netlén (0,2 larvas-cm?), concha de
ostion (0,3 larvas-cm™?) y malla mosquitera (0,4
larvas-cm?) (Fig. 3).

Asentamiento en relacion al biofilm

El anélisis de varianza de doble via no mostré efec-
tos significativos en la intensidad de asentamiento
de las larvas en relacion con la edad del biofilm. Sin
embargo, se observé una disminucién de los
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Figura 1. Porcentajes de asentamiento larval de Argopecten purpuratus sobre diferentes sustratos con biofilm de
diferentes edades. Asbesto-C: asbesto-cemento, Malla: malla mosquitera, Concha: concha de ostion.

Figure 1. Percentages of larval settlement of Argopecten purpuratus on different substrates covered with different
age biofilm. Asbesto-C: asbestos-cement, Malla: fly net, Concha: scallop shell.
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Figura 2. Nimero de asentamientos larvales promedios de Argopecten purpuratus sobre biofilm de diferentes
edades en diferentes sustratos. Asbesto-C: asbesto-cemento, Malla: malla mosquitera, Concha: concha de os-
tion.

Figure 2. Average number of settled larvae of Argopecten purpuratus on different biofilm of different substrata.
Asbesto-C: asbestos-cement, Malla: fly net, Concha: scallop shell.
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Figura 3. Nimero de asentamientos promedio y méximo por cm? de diferentes sustratos, de Argopecten purpuratus
entre los 0 y 18 dias. Asbesto-C: asbesto-cemento, Malla: malla mosquitera, Concha: concha de ostion.

Figure 3. Average and maximun setllement of scallop larvae per cm? of Argopecten purpuratus on different
substrates from 0 to 18 days. Asbesto-C: asbestos-cement, Malla: fly net, Concha: scallop shell.

asentamientos sobre asbesto-cemento en relacion
con la edad del biofilm, siendo 64,5% a los 6 dias,
43,4% alos 12 dias y 29,3% el dia 18. En cambio,
en los otros tres sustratos se observo un aumento en
el nimero de larvas asentadas entre el dia O y 18
(Fig. 2). Aun cuando se observo una disminucion
del porcentaje de larvas que se asientan en el asbes-
to-cemento a medida que aumentd la edad del
biofilm, estos porcentajes siempre fueron superio-
res a los otros sustratos con biofilm de cualquiera
edad, excepto en concha de ostién con biofilm de
18 dias que superd el asentamiento de 18 dias de
asbesto-cemento (Fig. 1). Lo mismo ocurri6 al com-
parar los asentamientos por area de sustrato.

DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran que la intensi-
dad del asentamiento larval de A. purpuratus varia
de un sustrato a otro. El sustrato de asbesto-cemen-
to presento las mds altas intensidades de asentamien-
to, el netlén las mds bajas, y la concha de ostién y
malla mosquitera niveles intermedios de intensidad.
El mayor asentamiento sobre asbesto-cemento se
deberia al contenido de hidréxido de calcio, como
lo determiné Anderson (1996) en Saccostrea
commercialis, quien sostiene que el hidréxido de
calcio como sefial quimica, tiene efecto positivo
sobre el asentamiento y que la larva responde a esa
sefial tanto en laboratorio como en ambiente natu-
ral. Si esta sefial quimica esta actuando sobre el
asentamiento, seria una sefial que actia localmente
y no difusible al medio, pues al colocar muestras de

asbesto-cemento junto a los otros tres sustratos en
un mismo recipiente experimental, s6lo se obtuvie-
ron altos porcentajes de asentamiento sobre el as-
besto-cemento. Si la sefial quimica fuera difusible y
no influyera la estructura fisica de los materiales que
constituyen el sustrato, los asentamientos habrian
sido similares en los cuatro sustratos, lo cual no ocu-
I1i0.

Estas diferencias de asentamiento se deberian
también a la gran heterogeneidad superficial del as-
besto-cemento. Al respecto Bourget et al. (1994)
sefialan que las superficies dsperas tienen mayor area
superficial y mayor diversidad de microambientes
que las superficies lisas y en consecuencia, es ma-
yor la posibilidad que se manifiesten diferentes
mecanismos de sucesion de microcomunidades re-
sidentes que favorezcan los mecanismos de asenta-
miento de larvas. Sin embargo, Jacobi & Lagevin
(1996) sostienen que el efecto del sustrato original
es efimero, y en definitiva, es la comunidad sésil
local que se asienta sobre los sustratos, la que rige
el asentamiento de la fauna mdvil. Esta dltima su-
gerencia es posible que se esté dando en nuestros
experimentos, ya que se observé una tendencia a
disminuir los porcentajes de asentamientos sobre el
asbesto-cemento y un aumento sobre los otros tres
sustratos (concha, malla y netlén) cuando la edad
de los biolfim aument?.

Por lo tanto para el asbesto-cemento, se sugiere
que al inicio, los asentamientos estarian favoreci-
dos por una sefial quimica originada en su naturale-
za quimica y posteriormente, esta seflal serfa enmas-
carada por el biofilm que se va asentando sobre el
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sustrato, influyendo en mayor medida en este pe-
riodo el tipo de biofilm asentado sobre el sustrato.

Todd & Keough (1994), sostienen que una de
las causas de variabilidad temporal en el asentamien-
to larval es la heterogeneidad del hébitat, el cual estd
influenciado por la naturaleza fisica y quimica del
sustrato. Ademas, Anderson & Underwood (1994)
sefialan que las larvas prefieren asentarse en mate-
riales que son fibrosos o porosos, al igual que lo
determinado en el presente estudio.

Al comparar los asentamientos sobre sustratos
sin biofilm, se observé que la malla mosquitera pre-
senté mayores porcentajes de asentamientos larvales
respecto al netlén (ambos de material sintético), lo
cual podria deberse a que la malla estd constituida
por filamentos de menor didmetro (0,25 mm), que
el netlén (0,8 mm), ya que Harvey er al. (1995) se-
flalan que existe una relacion inversa entre el dia-
metro de los filamentos colectores y el asentamien-
to larval. Resultados similares obtuvieron Pearce &
Bourget (1996) en filtros de poliester para acuarios
que no presentan biofilm, donde se observo que este
sustrato capté mayor nimero de larvas que otros
sustratos con filamentos de mayor didmetro. Sin
embargo, Miron et al. (1995) observaron que el di4-
metro del filamento no tiene un rol importante en el
asentamiento de Placopecten magellanicus. Por otro
lado, la estructura de los filamentos de malla
mosquitera tiene poros de 0,1-0,5 mm, lo cual per-
mite ofrecer a los microorganismos formadores de
biofilm, una mayor diversidad de micrositios para
su adherencia y permitir una mayor diversidad de
microorganismos sobre el biofilm que favorecen el
asentamiento.

El mayor porcentaje de asentamientos sobre con-
cha de ostion respecto a ambas mallas (mosquitera
y netrén), se explicaria por la heterogeneidad de su
superficie que ofrece mayor ndmero de
microambientes, que influirfan sobre la densidad y
composicion taxonémica de la comunidad coloni-
zadora (Prieur et al., 1993), y asi actuar sobre la
conducta de los colonizadores como larvas y otros
organismos que realizan una activa seleccion de los
microambientes de residencia (Harvey et al., 1995).

Las peliculas jévenes no atraen tanto a las lar-
vas como las peliculas viejas (Todd & Keough,
1994). Anderson & Underwood (1994) sefialan que
los biofilm de mayor edad estdan constituidos por
microalgas y bacterias. Estas tltimas son importan-
tes para el asentamiento de las larvas, pues se fijan
a los sustratos mediante exopolimeros

(glicoproteinas, polisacaridos, glicolipidos, D-glu-
cosa) (Marshall, 1989), produciendo una cubierta
anidénica que despolarizaria las membranas
plasmaticas de las células receptoras de estimulos
de las larvas para iniciar la metamorfosis (Weiner
etal., 1993).

El sinergismo del sustrato y biofilm asentado,
sobre el observado en este estudio, indicaria que la
naturaleza de la superficie del sustrato influye en la
velocidad de conformacién o composicién especi-
fica del biofilm y que a su vez, la pelicula influirfa
en el efecto de los sustratos en la intensidad del asen-
tamiento larval, ya que las larvas usan diatomeas,
bacterias, exopolisacaridos o detritos, como sefla-
les para asentarse (Weiner et al., 1993; Bourget et
al., 1994).

En las predicciones sobre porcentajes de asenta-
miento sobre un sustrato, ademds de considerar el
tipo de sustrato y edad del biofilm, se debe conside-
rar la estacion del afio en que se sumergen los
sustratos, ya que los organismos predominantes de
una estacion podrian no ser facilitadores o menores
inductores del asentamiento larval de ostiones, en-
tre los cuales podrian existir competidores y/o
predadores
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