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LA CLOROMICETINA Y SU INFLUENCIA EN EL CRECIMIENTO DE LA
VELIFERA DE LA PROTOTHACA THACA (MOLINA, 1782).

Miguel Padilla G.* y Christian Iragabal Q.%*

ABSTRACT. The effects of Chloromycetin on the growth of tie
straight hinge Profothaca thaca clam larvae, were studied under
experimental conditions.,

The statistical analysis of the results showed a 1% significant
difference in favor of the Chloromycetin treated culture.

INTRODUCCION

Una de las dificultades que mds ha limitado el avance del cultivo
de organismos marinos en el Laboratorio, ha sido la proliferacidn
bacteriana. Se ha podido comprobar que las larvas de moluscos bi-
valvos se ven seriamente afectadas, cuando la cuenta bacteriana
sobrepasa el umbral de 1x106 bacterias/ml (Guillard, 1958). El
problema de la contaminacidn bacteriana se agudiza aiin mds, debido
a que los monocultivos de algas que sirven de alimento a las lar-
vas no son axénicos ¥, por lo tanto, constituyen en la mayoria de
los casos una fuente de contaminacidn bacteriana ineludible., Es-
to, sumado al hecho que generalmente se cultiva en espacios pegue-
nos, donde la relacidn superficie de contacto~volumen de agua es
reducida, aumenta afin mds la posibilidad de sobrepasar el umbral
critico establecido.

La utilizacién de agua de mar filtrada o irradiada con rayos
ultravioletas, asociada a una rigurosa profilaxis durante todo el
cultivo no son siempre suficientes, y es asi como algunos investi-
gadores como Spencer (1952), Loosanoff (1954), Walne (1966) y
otros, han recurrido al uso de antibidticos que controlen el desa-
rrollo bacteriano sin inhibir el crecimiento larvario. Spencer
(1952), experimentd con diferentes concentraciones de Penicilina y
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Streptomicina y logrd determinar las concentraciones de antibidti-
cos que eliminaban las bacterias y permitfan la reproduccidn nor-
mal de diferentes algas. Walne (1966) a su vez, desarrolld una
férmula basada en Streptomicina y Penicilina, que ha sido empleada
extensamente, y que inhibe la proliferacidn bacteriana permitiendo
el crecimiento de las larvas. Le Pénnec (1973), haciendo una com~
paracidén entre diferentes agentes antibidticos, determind que en
el caso de Mytifus edufis el crecimiento larvario correspondiente
al uso de la Cloromicetina, era mayor que aquel obtenido con los
demds antibifticos. Spencer (1952) postuld que si bien los anti-
bidticos eran efectivos en producir una inhibicidn bacteriana, el
uso de ellos en monocultivos de algas destinadas a la alimentacidn
de larvas de bivalvos podria afectar, aunque en forma transitoria,
el crecimiento de las larvas.

Otros antibiSticos como las sulfonamidas también han sido usa-
dos con buenos resultados; sin embargo, existen muy pocos estudios
que determinen si su empleo afecta en alguna forma el crecimiento
larvario, ya que es sabido que la mayoria de ellas actiia a nivel
de sintesis proteica, quizds en parte, por bloqueo de la sintesis
de ribosomas.

El objetivo del presente trabajo es analizar 1la influencia de
la Cloromicetina sobre el crecimiento de la velifera de la almeja

P. thaea.

MATERIALES Y METODOS
Método de cultivo

El cultivo de la velifera de P. thaca dio lugar a varios procedi-
nientos, algunos de los cuales se repiten diariamente. Las eta -
pas fueron:

Acondicionamiento de los reproductores.

Para obtener gametos maduros se colocaron 12 almejas adultas en un
acuario de 40 lts conm agua de mar corriente. Estas fueron extrai-
das de un banco natural del area de Montemar (Fig. l). Los ejem-
plares fueron acondicionados durante 30 dias bajo condiciones am-
bientales. Todas las tardes se procedia a alimentarlas agregando
al acuario una mezcla de monocultivos de Tetraselmis sueciea,
Punaliella sp., Nitzchia sp. y un alga no identificada la que se
denomind X-2. Con el fin de obtener un mejor aprovechamiento del
alimento se procedia a cortar el flujo de agua durante la noche.
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Extraccién quiriirgica de los gametos.

Debido a las dificultades encontradas en inducir el desove de la
P, thaca se optd por abrir un nimero determinado de almejas proce-
diéndose de la siguiente forma:

Se abrieron las almejas con un cuchillo, el que se mantuvo en~
tre sus valvas hasta cortar los miisculos.

Se cortaron los miisculos aductores Yy retractores con un bis-
turi.

Se extrajo la masa visceral completa de la que se eliminaron
las branquias, el pericardio, los sifones y el manto.

Se efectud un frotis de gdnada para determinar el sexo, y veri-
ficar el estado de desarrollo de los vulos asi como la movilidad
de los espermios.

Verificada la madurez de los gametos se recolectaron Svulos y
espermios, en forma separada.

En la masa visceral de las hembras se hicieron dos incisiones a
lo largo del gonoducto terminal procediéndose en seguida a separar
el tejido externo que cubre la masa gonddica. A continuacidn se
practicaron cortes verticales y transversales sobre los alvolos
de la génada y luego se suspendid la masa visceral sobre un wvaso
precipitado de 250 ml. La masa gonddica se lavs repetidamente con
una piseta con agua de mar filtrada, de manera de desalojar los
Svulos de los foliculos recibi&ndolos en el vaso. Después de una
hora la suspensifn de Svulos se filtrd y quedd lista para ser ac-
tivada.

La masa visceral de los machos se disectd en la misma forma an-
terior y se deposit6é en otro vaso precipitado sin agregar agua de
mar. A los espermios contenidos en el flufdo seminal se les per-
miti6 escurrir libremente en el fondo del vaso.

Activacidén de los Gvulos.

Los &vulos extrafidos al no haber sido desovados en forma natural
mantuvieron intacta su vesicula germinal. Esta membrana impide la
unién del pronficleo masculino con el femenino, razén por la que
hay necesidad de someter la suspensidn de $vulos a una solucién de
0.IN de NH4OH durante 15 minutos (Sagara, 1958 y D'Asaro, 1967).
Los &vulos una vez activados en esta forma, fueron separados con
filtro para eliminar el exceso de NH40H.

Fertilizacidn.

Gray (1928), Rothschild (1948) y Tyler (1953) demostraron que tan—
to la actividad como la longevidad de los espermios en general
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disminuye a medida que aumenta la dilucidn; de aqui que sea impor-
tante diluir a la concentracidén requerida solamente en el momento
de efectuar la fertilizaciém. La relacidn G&vulo espermio  debe
aproximarse a la relacidn 1:5 (Gruffydd y Beaumont, 1972). Los
espermios una vez diluidos y activados por el agua de mar demoran
muy poco en fertilizar los Ovulos (10 min) (Padilla, 1979). El
grado de movilidad de los espermios, que generalmente se detecta
durante la verificacidn de sexos, constituye un criterio importan-
te de viabilidad y es preferible que aquellos especimenes repro-
ductores machos que manifiesten debilidad en el movimiento esper-
mitico, sean descartados.

Alimentacidn.

Tanto las larvas como los adultos micro herbivoros suspensivoros
que filtran particulas del plancton, requieren de monocultivos de
microalgas para su alimentacidn en acuarios. Las particulas, sin
embargo, para poder ser aprovechadas deben mantener una relacidn
de tamafio con el esdfago de la larva (Cole, 1956). Ademds hay que
tener presente que las larvas s6lo empiezan la ingestidn de parti-
culas (fase planctotrdfica), cuando se han conformado las estruc-
turas del sistema digestivo, lo que ocurre generalmente al 3er.
dfa de cultivo. Durante la fase previa al desarrollo de las es-—
tructuras digestivas las larvas de bivalvos, que son isoleciti -
cas, se alimentan de la reserva energética que contienen los gra-
nulos de vitelo diseminados a través de su estructura (fase leci-
totr6fica). La suspensidn de microalgas usadas como alimento debe
centrifugarse a 1300 r.p.m. durante 15 min. para eliminar los cata
bolitos (Gruffydd y Beaumont,1972), luego se reconstituye con agua
de mar filtrada y se introduce en los recepticulos de cultivo a la
concentracidn requerida (50 c&ls/ul).

Antibidticos.

El uso de antibidticos disminuye la proliferacidn bacteriana-y su
empleo debe efectuarse a concentraciones que no interfieran con el
normal desarrollo larvario. Estas concentraciones han sido deter-
minadas por Walne (1960) para los siguientes antibidticos:

Penicilina 30 mg/L
Streptomicina 50 "
Cloromicetina 2"

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, nos han induci
do al empleo exclusivo de la Cloromicetina, la que se agrega a los
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acuarios a una concentracidn de 2 mg/L.

Hantencidn de huevos y larvas.

Los huevos fecundados fueron filtrados para eliminar el exceso de
espermios y luego se colocaron en sus receptdculos de cultivo, con
agua de mar filtrada (45 u). La mantencién de 1las larvas en buen
estado requiere, ademis de las condiciones ya estipuladas, de un
lavado riguroso del material que estd en contacto con las larvas,
de la capacidad de filtrar el agua de mar necesaria y de la reten-
cidn de las larvas en una abertura de malla adecuada.

Método Estadistico

Cuando se comparan resultados de dos experimentos en los que se ha
alterado una condicidn manteniendo el resto de las variables cons-
tantes, generalmente se obtiene una diferencia en los valores pro—
medios de los resultados. Lo que no se sabe es si esta diferencia
es significativa y por lo tanto, no debida al producto del azar,
sino seguramente a la manipulacidn de la variable efectuada; o, si
es insignificante, debido al azar y que, por lo tanto, no puede
ser atribuida a la manipulacién de la variable efectuada.

Para establecer si esta diferencia es significativa o no, se
puede emplear la prueba "t" de Student (1908), la que es sensible
para menos de 10 observaciones.

Czlculo de la significancia.
Tabulaci6n de Los datos

Experimento 1 ﬁxperimento 2
N X &ED| &D2 N X | ED| &2
1 1
2 2
3 3
4 4
5 5
6 6
7 7
8 8
9 9
10 10
X-= I x-%)? = X = P
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Cdleulo de La Desviacién Std. y Ennon Sid.

N® Obs = N N° Obs = N
Media = X Media = X
— B —— ]
Desv. std. =\/ £ (X-x)2 Desv. Std. = |/ £ (x-X)2
N-1 N -1
Error Std. = Desv. Std. Error Std, = Desv. Std.

Vs Vv

Cdlculo del Ernnon Std. de La digerencia

Error Std de la dif. = VSuma de los cuadrados de E Std. 1 y 2

Cdlculo de La Prueba "t" de Student

e o diferencia entre las medias

error Std. de la diferencia

Célowlo de Los grados de Libertad (GL)

w-1) + (N-1) =G.L.
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Método de cuantificacidn de huevos

Para mantener constante el nimero de huevos y larvas en ambos con-
troles del experimento, se procedid de la siguiente manera:

Se mantuvo homogénea la solucidn de huevos mediante un agitador
magnético.

Se extrajo una muestra la que se colocd en una celda volumétri-
ca cuadriculada de 1 ml de capacidad.

Se contaron los huevos contenidos en 38 cuadrados elegidos al
azar y se obtuvo un promedio de huevos por cuadrado.

El promedio por cuadrado se multiplicd por el total de reticu-
los de la celda (380) con lo cual se obtuvo el niimero por ml.

El niimero por ml se multiplicd por el volumen total de la sus-
pensidn de huevos, .

Para los efectos del experimento el volumen total de la suspen-
sidn se dividid en dos, colocandose cada fraccién en un balde.

Medicidon de huevos y larvas

Para los efectos de medir las diferencias de tamano que pudieran
ocurrir entre las observaciones pareadas del experimento, se pro-
cedié a calibrar el ocular milimetrado del microscopio con un por-
taobjeto graduado. Conocidas las medidas del ocular se procedid a
medir el difmetro, en el caso de los huevos y el eje intero-poste~
rior en el caso de las larvas.

Disefio experimental

FEl experimento se llevd a cabo en dos baldes pldsticos idénticos,
debidamente marcados, que constituyeron las observaciones parea-
das. A estos baldes se les colocd el mismo volumen de agua, la
misma cantidad de larvas, el mismo flujo de aire y la misma cali-
dad y cantidad de alimento. No existieron mayores dificultades en
mantener las variables constantes, salvo en el caso de la airea-
cidn que debid ser ajustada mediante un regulador de flujo, el
cual fue disefiado en el propio laboratorio. Si bien es cierto que
el flujo de aire pudo ser equilibrado para ambos baldes de culti-
vo, 8ste sufrid variaciones debido a que no se pudo contar con un
regulador de corriente que mantuviera uniforme el voltaje. Sin
embargo, como las variaciones de voltaje actuaron sobre ambos bal-
des al mismo tiempo, esta variacidn fue estimada constante.
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La condicidn que constituys la variable del presente experimen
to, fue la adicidn al cultivo de 2 mg/L de Cloromicetina a uno de
los dos baldes comparados; el otro, que permanecid sin antibidti
co, constituyd el control del experimento.

Hateriales empleados

a. Sistema de regulacidn de temperatura



b. Acuario de acondicionamiento de

i0s reproductores
c. Implementos de cultiwvo





