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RESUMEN

Para inducir a la metamorfosis, larvas de Crassostrea gigas fueron tratadas con epinefrina,
norepinefrinay 1-3,4 dihidroxifenilalanina (L-Dopa), con diferentes concentracionesy tiempos de
exposicién. Epinefrina y norepinefrina probaron ser excelentes inductores para obtener semilla
suelta (82 y 83%) a la concentracién de 10-3 Molar y un tiempo de exposicién de 60 minutos,
mientras que I-Dopa fue el compuesto con €l que se¢ obtuvo una mayor cantidad de semilla
cementada (33%), a una concentracién de 10-4 Molar y un tiempo de exposicién de 60 minutos.

ABSTRACT

In order to induce metamorphosis, larvae of Crassostrea gigas were exposed to epinephrine,
norepinephrine and L-3,4 dihidroxifenilalanine (L-Dopa), with different concentrations and ex-
posure times. Epinephrine and norepinephrine proved to be excellent inducers of cultchless spat
(82 and 83%), at a concentration of 10-3 Molar and exposure time of 60 minutes. The largest
amount of cemented spat (33%) was obtained with L-Dopa, at a concentration of 104 Molar and
exposure time of 60 minutes.

INTRODUCCION INTRODUCTION
En los laboratorios de produccién de In laboratories producing oyster seed,
semilla de osti6én, las etapas de operacién, the stages of operation, production of pedi-

produccién de larvas pediveliger, larvas que veliger larvae, larvae that metamorphose and
alcanzan la metamorfosis y sobrevivencia de survival of the spat, are highly variable and
la semilla, exhiben una gran variacién y menor  less efficient than what is reported in the
eficiencia de la que reporta la literatura literature. However, a reliable prediction does
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cientifica, pero el punto donde se carece de
una prediccién confiable es en la etapa de la
metamorfosis, siendo éste el fen6meno téc-
nico mas frustrante encontrado hasta ahora
(Krantz, 1982).

La capacidad para aumentar la atrac-
cién a las superficies de fijacién incrementaria
los niveles de produccién de los laboratorios
productores ya instalados. Para tratar de
controlar el fenémeno de la metamorfosis en
larvas de moluscos, se han hecho investiga-
ciones para determinar el factor responsable
que regula este fenémeno. Doyle (1974) in-
dica que la respuesta al asentamiento en
muchas larvas de invertebrados marinos, estd
controlada por un nimero de factores in-
trinsecos y extrinsecos, incluyendo el here-
ditario, Ia edad de las larvas (Hadfield, 1977),
su historial de nutricién (Kempf y Willows,

- 1977; Perron y Turner, 1977) y las caracteris-

ticas Hbl(.()—qumll(.db exisientes en el susiraio

(Williams, 1964).

SR SR Py o de voamiantee el

Ldb UlVCbUgdLlUl €8 mads feCicnies soorc
el problema, se han enfocado sobre el potencial
que presentan algunas sustancias quimjcas en
el asentamiento de larvas de uauuu, Cncon-
trdndose que algunos compuestos simples,
actGan como activadores del asentamiento de

alominne acnaniae dAa invastahendae marinas
alguias  Lopiiils ue INveriCoraaos marinos

(Cooper, 1983), componentes como succil
colina en opistobranquios (Bonar, 1976), y el

Adcido oamma.aminobutirico (GARA)Y an hao
aCiGe gamma-anunolulineés (sALA ) SN na

litidos (Morseet al., 1979) entre otros. Se ha
encontrado que estas sustancias tienen un

nnr\p] nPllrnn(‘hvn en mu(‘hnc lnvpr‘tphrndnc

(Hadfield, 1984).

Exnerimentos con Crassostrea viroinica

SRpCRIRCINGS o1 wssosirea virgt

y C. gigas muestran que una pelicula de
bacterias asociadas a juveniles de ostién,
favorecen el asentamiento y la metamorfosis
de las larvas, y que la L-3,4 dihidroxifeni-
lalanina (L-Dopa) o los productos de su
oxidacién (e.g. pigmentos de melanina) aisla-
dos de cultivos de estas bacterias son tamblén
agentes activos (Weiner et al., 1985). L-Dopa
y los pigmentos de melanina, son precursores
de las catecolaminas (dopamina, norepinefrina,
epinefrina y octopamina), las cuales se carac-
terizan por actuar como neurotransmisores
reguladores de procesos biolégicos y meta-

bélicos (Buddecke, 1983).

not exist for the metamorphosis stage, which
is the most frustrating technical phenomenon
encountered to date (Krantz, 1982).

The capacity to increase the attraction
of the settling surfaces would increase the
production of the laboratories. In order to
control metamorphosis in molluscan larvae,
research has been carried out to determine the
factor responsible for regulating this phe-
nomenon. Doyle (1974) indicates that the
settlement response in many marine inverte-
brate larvae is regulated by a number of
intrinsic and extrinsic factors, including
hereditary, larval age (Hadfield, 1977), nutri-
tional history of the larva (Kempf and Wii-
lows, 1977, Perron and Turner, 1977) and
physical and chemical characteristics of avail-
able substrata (Williams, 1564).

Recent studies have been focused on
the poieniial of some chemical substances in
the settlement of oyster larvae. Some simple
compounds have been found to stimulate
settlement in some speﬁea of marine inverte-
brates (Cooper, 1983), such as succinylcholine
in opisthobranchs (Bonar, 1976) and gamma-
aminobutyric acid {(GABA) in haliotoids
(Morse et al., 1979) among others. These
substances have been found to play a neuro-

activa rala in many invastaheatae (Hadfiald
aCuve 1010 N many invenooraiwts (nadiic:s,

1984).

Exneriments with Omiccostroa virminica
ZXperiments with Lrassostrea vuginica

and C. gigas show that bacteria associated to

juvenile oysters favour the settlement and
mpfamnrphnem of the larvae and that Y-’ld

melaliv

dihidroxifenilalanine (L-Dopa) or its oxldatlon

products (e.g. melanin pigments) isolated from
cultures of these bacteria are also active
agents (Weiner et al., 1985). L-Dopa and the
melanin pigments are precursors of the cate-
cholamines (dopamine, norepinephrine,
epinephrine and octopamine), which act as
regulating neurotransmitters of biological and
metabolic processes ( Buddecke, 1983).

Coon et al. (1985) tested the effect of
some catecholamines and L-Dopa in inducing
settlement and metamorphosis of C. gigas. By
exposing larvae to concentrations of 104 M,
they obtained a response of more than 90%
with epinephrine and more than 80% with
norepinephrine, and at concentrations of 103
M, of only 20 to 50% with L-Dopa. Without
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algunas catecolaminas y la L-Dopa, como
inductor de asentamiento y metamorfosis de

C. gipas. Mediante 1a exposicién de las larvas
ggas. Meaante la £xposiCion ¢¢e ias larvas

a concentraciones de 104 M de epinefrina
obtuvieron una respuesta mayor al 90%, con
nnrp}yn@fﬂnn mayor del 80% y con I1-Dona a
concentraciones de 10'5 M sélo del 20 al 50%,
mientras que sin inductor, los asentamientos
no fueron mayores del 15%.

it

Debido a las posibilidades que estos
inductores presentan para los laboratorios
productores, se pretende determinar mediante
la técnica de superficie de respuesta, el efecto
combinado de la concentraciény el tiempo de
exposicion de larvas pediveliger de C. gigas a
los compuestos; norepinefrina, epinefrina, y
L-Dopa.

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se realizaron en las
instalaciones del Laboratorio de Moluscos del
Instituto de Investigaciones Oceanolégicas
(IIO) de la Universidad Auténoma de Baja
California (UABC) en verano de 1987. Se
indujo el desove mediante estimulo térmico
para obtener las gametas y consecuentemente
las larvas de C. gigas, las cuales se cultivaron
utilizando la metodologia estdndar utilizada
en el Laboratorio de Moluscos del IIO
(McAnally, 1988); en tanques de 1200 litros,
cambios de agua cada tercer dia y alimentén-
dolas diariamente con Isochrysis aff. galbana
var. Tahithiana y Monochrysis lutheri en
proporcién 1:1 a concentraciones de 30,000
cel/ml durante las primeras dos semanas y
50,000 cel/ml durante las dltimas dos. Du-
rante los experimentos la temperatura fluctué
entre los 20y 220C.

En los experimentos, se utilizaron larvas
pediveliger retenidas en un tamiz de 314
micras con mancha ocular bien desarrollada y
notable actividad en bisqueda de sustrato.

Los términos "asentamiento” y "meta-
morfosis” usados en este estudio, estin rigu-
rosamente definidos por Scheitema (1974). Ei
final del periodo nadador, la subsecuente eta-
pa donde la larva repta por el sustrato y por
ditimo, su cementacidn, es lo que se denomina
"asentamiento”. Antes de la cementacién, el
asentamiento es reversible. La transicién mor-
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mine, by means of the response surface tech-
nique, the combined effect of concentration
and exposure time of npdwehapr larvae of C.

gzg;s to norepmephrme epmephrme and
L-Dopa.

MATERIALS AND METHODS

The experiments were carried out at the
Instituto de Investigaciones Oceanolégicas
(I1O) of the Universidad Auténoma de Baja
California (UABC) in summer 1987. Spawning
was induced by means of thermal stimulus to
obtain the gametes and consequently the
larvae of C. gigas, which were cultured in 1200
litre tanks using the standard methodology
employed at the IIO (McAnally, 1988). The
water was changed every third day and they
were fed daily on Isochrysis aff. galbana var.
Tahithiana and Monochrysis lutheri in a 1:1
ratio at concentrations of 30,000 cel/ml dur-
ing the first two weeks and 50,000 cel/ml
during the last two weeks. The temperature
fluctuated between 20 and 220C during the
experiments.

In the experiments, pediveliger larvae
were used, kept in a 314 micron sieve, with
well-developed eye spot and notable activity
in search of substratum.

The terms "settlement” and "metamor-
phosis” used in this study are defined by
Scheltema (1974). "Settlement” refers to the
end of the swimming period, the subsequent
stage in which the larva crawls over the
substratum and, finally, its cementation. Prior
to cementation, settlement is reversible.
“Metamorphosis” refers to the morphogenetic
transition from larval to juvenile morphology,
which normally begins with cementation and
which is irreversible at this point.

In order to estimate the interactive
effects of the compounds, concentrations and
exposure times, a 4x3 factorial was designed
for each compound. The experiment was
carried out with three replicates, testmg the
three subsiances ai conceniraiions of 1U"’
104 and 106 M with exposure times of 20, 40
and 60 minutes. A control experiment was also
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fogenética de larva a una morfologia juvenil,
que normalmente comienza con la cemen-
tacién, es lo que se denomina "metamorfosis”,
la cual en ese momento es irreversible.

Para estimar los efectos interactivos de
los compuestos, las concentraciones y los
tiempos de exposicién, se disefi6 un factorial
de 4x3 para cada compuesto. El experimento
se corrié por triplicado, probando las tres
sustancias a concentraciones de 10-3, 104 y
106 M con tiempos de exposicién de 20, 40 y
60 minutos. El cuarto nivel del factor com-
puesto dentro del disefio experimental se
asigné a los testigos que no fueron expuestos a
sustancia alguna. Cada unidad experimental
consistié de recipientes de vidrio de 150 ml,
llenos con 100 ml de agua de mar y con una
densidad promedio de 1 larva/ml.

Las unidades experimentales tuvieron
un ordenamiento aleatorio para eliminar el
problema de la pseudoreplicacién. Al término
del tiempo de exposici6n, las larvas se enjua-
garon abundantemente con agua de mar y se
dejaron al volumen original por 48 horas para
permitir el desarrollo de la disoconcha en las
larvas metamorfizadas. Se fijaron con formol
al 5% para su evaluaci6n posterior con ayuda
del microscopio para diferenciar las que pre-
sentaron la disoconcha. Se distinguieron se-
millas sueltas y cementadas en el recipiente.
Los resultados experimentales se dividieron en
tres; semilla suelta, semilla cementada y la
suma de los dos anteriores como metamorfosis
total. Las proporciones del total se transfor-
maron con la funcién arcoseno de la raiz
cuadrada (Sokal y Rohlf, 1981). Los datos
cumplieron con la normalidad y la homo-
geneidad de varianza, determinadas con las
pruecbas de Kolmogorov-Smirnov y Bartlett
respectivamente.

Se aplicé un ANOVA de tres vias para
cada uno de los resultados (suelta, cementada
y total) y determinar la importancia e inter-
acciones entre los compuestos, concentra-
ciones y tiempos de exposicién. Para los
factores que mostraron un efecto significativo,
se aplic6 una prueba de comparaciones
miltiples por contraste.

Para obtener gréficas predictivas de la
metamorfosis como semilla suelta, fija y total,
se utiliz6 la técnica de superficies de respuesta,
utilizando el modelo de la forma:

carried out, in which the larvae were not
exposed to any substance. Each experimental
unit consisted of 150 ml glass containers, filled
with 100 ml of seawater and mean density of
1larva/ml.

The experimental units were ordered at
random to eliminate the problem of pseudo-
replication. At the end of the exposure time,
the larvae were rinsed with seawater and left
at originai voiume for 48 hours in order to
allow the development of the dissoconch in the
matemorphosed larvae. They were fixed with
formol (5%) and subsequently evaluated,
under a microscope, to differentiate those that
presented the dissoconch. Cultchless and ce-
mented spats were distinguished. The experi-
mental results were divided into cultchless
spat, cemented spat and total metamorphosis

which is the sum of both. The ratios over the
total were transformed with the function
arcsine of the square root (Sokal and Rohlf,
1981). The data complied with normality and
homogeneity of variance, as determined by the
tests of Kolmogorov-Smirnov and Bartlett,

respectively.

A three-way ANOVA was applied to
the results (cultchless, cemented and total) in
order to determine the importance and inter-
actions between the compounds, concentra-
tions and exposure times. For the factors
which showed a significant effect, a test of
multiple comparisons by contrast was applied.

In order to obtain prediction charts of
the metamorphosisas cultchless spat, cement-
ed spat and total metamorphosis, the response
surface technique was used, using a model of
the form:
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y=bo+b,(C)+b,(T)+b,(C?

donde:

respuesta en porcentaje de la meta-
morfosis,

coeficiente de la regresion,
concentracién del compuesto,

efecto cuadratico de la concentracién,
tiempo de exposicién,

efecto cuadrético del tiempo de expo-
sicion,

efecto de la interaccién entre concen-
tracién y tiempo de exposicién.

HHOO09 <
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Los coeficientes de la ecuacién, se cal-
cularon mediante una regresién mdltiple por
pasos, igualando los niveles de F a cero para
aceptar o remover las variables (Lough, 1975).
Ademais, el orden de insercién de las variables
se determiné utilizando el coeficiente de co-
rrelacién parcial, como medida de la impor-
tancia de éstas.

RESULTADOS
Metamorfosis toiai

El ANOVAde tres vias indica un efecto
blgﬂlllC&tiVU de 1db {res vanamcs cxpcnmcn—
tadas y por consiguiente en sus interacciones.
La variacién en la metamorfosis estd dada
principaimente, en orden de importancia, por
la concentracién, el compuesto y el tiempo
(Tabla I). La prueba de comparaciones multi-
ples para cada una de las variables muesira
diferencias significativas al 95% entre todos los
compuestosy todas las concentraciones, mien-
iras qUC en el laCtOr ut,mpo bUlU entire 1os 20 y
40 minutos se encontraron diferencias signi-

ficativas (Tabla II).

Los testigos no presentaron metamor-
fosis en ninguna de las unidades experimen-
tales. En cuanto a la metamorfosis total, la
norepinefrina fue el compuesto que registré el
valor maximo de metamorfosis con un 84%,

........ A1 Q207 T e
ld C}JlllCll uld UCl o>/ y ld UUUPd UCI JU /0

La Figura 1a, muestra |

y=-35.909+[-53.333(C)]+0.4502(T)~

superficies de

1a

[-7.8685(C?)
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a
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where:

]

response in percentage of the meta-
morphosis,

= regression coefficient,

concentration of the compound,
quadratic effect of the concentration,
exposure time,

quadratic effect of the exposure time,
effect of the interaction between con-
centration and exposure time.
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The coefficients of the equation were
calculated by means of multiple regression by
steps, equailing the ievels of F to zero in order
to accept or remove the variables (Lough,
1975). Furthermore, the insertion order of the
variables was determined using the partial
correlation coefficient as a measure of their
importance.

RESULTS
Total metamorphosis

The three—way ANOVA indicates a
significant effect of the three experimenial
variables and, therefore, of their interactions.
The variation in metamorphosis is mainly
glVCIl in UIUCI' Ul lfﬁp()ftar-lbc Dy concenira-
tion, compound and time (Table I). The
multiple comparison test for each one of the
VdI'ldUle shows blg}llllcaﬂt uuu.rencc‘:s ai 73 /0
between all the compounds and all the con-
centrations. For the time factor, significant

PR PO B T

UlllCl’C]’lLCb wEere UIlly lUUIlU DCLWCCT LU and

40 minutes (Table II).

LUlllIUl UlU not pleClll metdinor-
phosis in any of the experimental units. With
regard to total metamorphosis, the maximum
value of 84% was recorded for norepi-

nephrine, 83% for epinephrine and 56% for
L-Dopa.

UQ

............................
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+O.OOOI7913(T2)+O.069475(CXT)



Tabla 1. Andlisis de varianza de tres vias de la metamorfosistotal, para las variables; compuesto,

concentracién y minutos de exposici6n.

Table 1. Three-way variance analysis for total metamorphosis, for the variables: compound,

concentration and exposure time in minutes.

Fuente de Variacién Suma de gl Media F P
Cuadrados Cuadrética

Compuesto 28474.469 3 9491.490 686.451 0.000

Concentracién 34561.356 2 17280.678 1249.788 0.000

Tiempo 102.793 2 51396 in7 0.029

Compuesto por

Concentraci6n 13895.688 6 2315948 167.496 0.000

Compuesto por

Tiempo 1306.287 6 217.715 15.746 0.000

Concentracién por

Tiempo 596.244 4 149.061 10.781 0.000

Compuesto por

Concentracién por

Tiempo 1013.888 12 84.491 6.111 0.000

Error 981.709 71 13.827

con un coeficiente de correlacién de 0.9678. Se
generé una cordillera ascendente, hacia las
concentraciones y tiempos mayores, mostran-
do la isolinea de mejor respuesta (85%) entre
los 55 y 60 minutos de exposicién y concen-
traciones entre 10-3.3y 10-3 M.

Con norepinefrina la ecuacién resul-
tante es: :

with a correlation coefficient of 0.9678. An
ascending ridge was generated towards the
higher concentrations and longer times, show-
ing the isoline of better response (85%)
between 55 and 60 minutes of exposure and
concentrations between 10-3.5 and 10-3 M.

For norepinephrine, the equation is:

. ¥y=109.36+18.948(C)+0.46591(T)+[-0.18019(C?)]+0.01609(T?)+[-0.0014764(Cx T)]

con un coeficiente de correlacién de 0.9437. La
importancia de los factores concentracién y
tiempo resultaron muy similares como puede
inferirse de la Figura 1b, que muestra las
isolineas con inclinaciones aproximadas a los
45 grados. En esta superficie se distingue la
isolinea del 100% en una amplia gama de
tiempos de exposicién, de 35 a 60 minutos, y
de concentraciones, de 10-3-3 a 10-3 M.

En L-Dopa (Fig. 1c) la ecuacién resul-
tante es:

with a correlation coefficient of 0.9437. The
importance of the concentration and time
factors proved to be very similar as can be
inferred from Figure 1b, which shows the
isolines with slopes near 459. In this surface,
the 100% isoline can be distinguished in a
wide range of exposure times, 35 to 60
minutes, and of concentrations, 1053 to
10-3M.

For L-Dopa (Fig. 1¢), the equation is:
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Tabla II. Prueba de comparaciones miltipies por contraste para ios resuitados de metamorfosis
total, entre compuestos, concentraciones y minutos de exposicién. * = significancia al 95% de
confianza. NS = no sigm'f“ icativos.

[o A g o L

Tabie II. Test of mumplc Lumpdn Ons oy contrast fi

compounds, concentrations and exposure time in minutes. * = 95% confidence signifi cance S =
not significant.
COMPUESTO
EPI NORE L-DOPA TESTIGO

EPI * * *

NORE *

L-DOPA *

CONCENTRACION
10E-3 10E-4 10E-6
10E-3 * *
10E4 *
TIEMPO (MINUTOS)
20 40 60
20 * NS
40 NS

y=1.2575+[-26.852(C)]+0.566(T)+[-4.3734(C?)]+[-0.0094585(T?}]+0.017832(CxT)

con un coeficiente de correlacién de 0.9382. Al with a correlation coefficient of 0.9382. Like
igual que para epinefrina resulté una cordillera epinephrine, there was an ascending ridge but

ascendente pero hacia altas concentracionesy towards high concentrations and short expo-
bajos tiempos de exposicién, encontrindose la sure times. The isoline of better response
isolinea de mejor respuesta (55%) a concen- (55%) was found at_equal or higher concen-

traciones iguales o mayores a 10-3-5 My con trations than 10-3-5 M and with exposure
tiempos de exposicién menores a 40 minutos times of less than 40 minutes (Fig. 1c).

(Fig. 1c).

Semilla suelta

Cultchless spat

Like total metamorphosis, the three-

Al igual que para la metamorfosis total way ANOVA indicates that there is a sig-

el ANOVA de tres vias indica que existe un nificant effect, in order of importance, of the

efecto significativo, en orden de importancia, concentration, compound and time variables

de las variables concentracién, compuesto y (Table III). In the multiple comparison test,

tiempo (Tabla III). En la prueba de compara- only 40 and 60 minutes do not show signifi-
ciones miltiples, sélo los 40 y 60 minutos no cant differences at 95% (Table IV).

&
—
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Figura 1. Superficie de respuesta para la metamorfosistotal, mostrando los porcentajes para cada
concentracién y tiempo de exposicién a los tres inductores: a) epinefrina; b) norepinefrina; c)
L-Dopa.

Figure 1. Response surface for total metamorphosis, showing the percentages for each concentra-
tion and exposure time to the three inducers: a) epinephrine, b) norepinephrine, ¢) L-Dopa.
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Tabla IIl. Andlisis de varianza de tres vias para la semilla suelta, para las variables; compuesto,

concentracién y minutos de exposicién.

Table IIl. Three-way variance analysis for cultchless spat, for the variables: compound,

concentration and exposure time in minutes.

Fuente de Variacién Suma de gl Media F P
Cuadrados Cuadritica

Compuesto 25894.126 3 8631375 720717 0.000

Concentracién 28773.760 2 14386.880 1201.360 0.000

Tiempo 161.613 2 80.807 6.747 0.002

Compuesto por

Concentracién 13470352 6 2245.059 187.462 0.000

Compuesto por

Tiempo 921.915 6 153.652 12.830 0.000

Concentracién por

Tiempo 986.183 4 246.546 20.587 0.000

Compuesto por

Concentracién por

Tiempo 878.002 12 73.167 6.109 0.000

Error 850.302 71 11.976

uestran diferencias significativas al 95%
1

a
Qula 3V J.

-
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La norepinefrina produjo un valor

que epinefrina el 82% y L-Dopa el 31%.

La ecuacién que se obtuvo para gene-
rar la superficie de respuesta para la semilla
suelta con epinefrina es:

Norepinephrine produced a maximum

salua of 83% of cultchlecs enat. eninenhrine
of p me

value of 83% of cultchless spat, epinephr

82% and L-Dopa 31%.

The equation which was obtained to
generate the response surface for the cultchless
spat with epinephrine is:

y=-42.242+[~56.966(C)]+0.14347(T)+[~0.083098(C*}]+0.0010861(T?)+0.024493(CxT)

con un coeficiente de correlacién de 0.9532. Se
muestra una tendencia similar a la encontrada
en la metamorfosis total, en donde el tiempo
incrementa su importancia a mayor concen-
tracién. Resulté una cordillera ascendente
desde el 0 al 75%, ademds se caracteriza por
una regién de inhibicién aproximadamente
entre 10-3-5 a 10-3 My tiempos de exposicién
menores a S0 minutos (Fig. 2a).

La ecuacién para la gréfica de norepine-
frina es:

with a correlation coefficient of 0.9532. A
similar tendency to that found for total
metamorphosis can be seen, in which time
increases its importance at higher concentra-
tions. An ascending ridge was found from 0 to
75%, which is also characterized by an inhibi-
tion region approximately between 10-3-3 to
103 M and exposure times of less than 50
minutes (Fig. 2a).

The equation for the norepinephrine
plot is:



Tabla IV. Prueba de comparaciones miltiples por contraste para los datos resultados de semilla

suelta, entre compuestos, concentraciones, y minutos de exposicién. *

confianza. NS = no significativos.

significancia al 95% de

Table IV. Test of multiple comparisons by contrast for the cultchless spat results, between
compounds, concentrations and exposure time in minutes. * = 95% confidence significance. NS =

not significant.

COMPUESTO
EP1 NORE L-DOPA TESTIGO
EPI » * *
NORE . .
L-DOPA *
CONCENTRACION
10E-3 10E-4 10B-6
10E-3 * *
10E-4 *
TIEMPO (MINUTOS)

20 40 60
20 = *
40 NS

y = 117.76+27.669(C)+0.89359(T)+0.91463{C?)+[-0.0049722(T?)]+0.041637

con un ajuste al modelo de 0.9425. Resulté
una cordillera ascendente del 0 al 85% hacia
las mayores concentraciones y tiempos de
exposicién, encontrando la méxima respuesta
por encima de los 45 minutos y concentra-
ciones entre 10-3-2y 10-3 M (Fig. 2b).

La ecuacion resultante para L-Dopa es:

with a correlation coefficient of 0.9425. There
was an ascending ridge from 0 to 85% towards
higher concentrations and long exposure
times. The maximum response was found
above 45 minutes and concentrations between
10-3.2 and 10-3 M (Fig. 2b).

The equation for L-Dopa is:

y=70.389+12.793(C)+0.33393(T)+0.22469(C?)+[-0.0057552(T?)]+0.0077338(CxT)

con un ajuste de 0.9037. La superficie de
respuesta para la produccién de semilla suelta
presenta una forma similar a la de metamorfo-
sis total, aunque la mixima respuesta es sélo
del 35% a tiempos menores de 50 minutosy a
concentraciones mayores a 10-3.2 M (Fig, 2c).
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with a correlation coefficient of 0.9037. The
response surface for the production of cultch-
less spat is similar to that of total metamor-
phosis, even though the maximum response is
only 35% at times under 50 minutes and at
concentrations higher than 10-3.2 M (Fig. 2¢).
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Figura 2. Superficie de respuesta para la semilla suelta, mostrando los porcentajes para cada
concentracién y tiempo de exposicién a los tres inductores: a) epinefrina; b) norepinefrina; ¢)
L-Dopa.

Figure 2. Responsesurface for the cultchless spat, showing the percentages for each concentration
and each exposure time to the three inducers: a) epinephrine, b) norepinephrine, ¢) L-Dopa.
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Para semilla cementada, el ANOVAde

sdlo mostrd c:g‘f"f'rnnmn para el

SO0 INIOGUIO Signilidaniia

tres
ireés

efecto del compuesto y la concentracién,
siendo el compuesto la variable que explica en
mayor parte la variabilidad en la produccién
de semilla cementada (Tabla V). Para los
compuestos la prucba de comparaciones
milltiples muestra diferencia entre los testigos
y todos los compuestosy L-Dopa con epine-
frina y norepinefrina. La concentracién de
106 M resulté diferente a las demés con-

centraciones (Tabla VI).

viag
vias

E! compuesto que mayor nimero de
semilla cementada produjo fue la L-Dopa con
un 33%, mientras que epinefrina y norepine-
frina produjeron el 10% y 4% respectivamente.

Las ecuaciones para epinefrina y nore-
pinefrina resultaron:

y=7.1125+3.8623(C)+0.92155({T)+0.54013(C?)+[-0.0047524(T?

con un coeficiente de correlaaén de 0.5853

el nrime

ara €l
r*

y=-8.2567+[~16.428(C)]+[-0.74121(T)}+[-

con 0.5641 de coeficiente de correlacién para
el segundo.

Las gréficas de las superficies de res-
puesta que se obtuvieron evidencian una
mayor influencia del tiempo, io que es eviden-
te por las curvaturas que se registraron por €l
efecto cuadrético (Fig. 3). Por los bajos por-
ceniajes de fijaciéon enconirados para epine-
frina y norepinefrina, el ndmero de isolineas
que se pueden reconocer son las del 0y 5%.

De las dos catecolaminas, epinefrina es
la que presenta una respuesta caracterizada
por una cordillera ascendenie a tiempos y
concentraciones mayores (Fig. 3a). La nore-
pinefrina (Fig. 3b) presenta una pequeﬂa
regién de respuesta méxima de sélo €l 5%,
ubicada entre la concentracién de 10-42 y
10-3.2 My tiempos de entre 20 y 22 minutos,
mientras quc a C‘uauiulcf otra concentracién o
tiempo de exposicién, existe una inhibicién a

la cementacién.

2.5293(C

G

amaontad cnat
Lemenieg spat

For cemented spat, the three-way
ANOQVA wag nnlv qg.nlf'rant for the effect of

the compound and concentration. The com-
pound is the variable which for the most part
explains the production of cemented spat
(T able V). For the compounds, the multlple
comparison test shows a difference between
the control and all the compounds and
L-Dopa with epinephrine and norepmephnne.
The concentration of 106 M was found to
differ from the other concentrations (Table

VI).

The compound which produced the
largest number of cemented spat was L-Dopa
with 33%, while epinephrine and nore-
pinephrine produced 10% and 4% respectively.

The equations for epinephrine and nore-
pinephrine are:

}]+0.12358(CxT)

with a correlation coefficient of 0.5853 for the
ound and

ne ande

)]+ 0.0019111(T?)+[~0.11787(CxT)]
with a correlation coefficient of 0.5641 for the
second.

The plots of the response surfaces which
were obtained showed a greater dependenceon
time, which is evident from the curvatures
which were recorded by the quadratic effect
(Fig. 3). From the low settlement percentages
found for epinephrine and norepinephrine, the
isolines which can be recognized are those of 0

and 5%.

Of the two catecholamines, epinephrine
presents a characterized response through an
ascending ridge at higher concentrations and
longer times (Fig. 3a). Norepmephnne (Fig.
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Tabla V. Anilisis de varianza de tres vias para la semilla cementada, para las variables;
compuesto, concentracion y minutos de exposicion.
Table V. Three-wav variance analvsis for cemented pat

ade V. 1AICL-Wa Y variall nalysis €0 3

concentration and exposure time in minutes.

or the variables: rnmpnnnd

Fuente de Variacién Suma de gl Media F P
Cuadrados Cuadritica
Compuesto 4827.010 3 1609.003 94.162 0.000
Concentracién 2181.999 2 1091.000 63.847 0.000
Tiempo 103.050 2 51.525 3.015 0.055
Compuesto por
Concentracién 1707.940 6 284.657 16.659 0.000
Compuesto por
Tiempo 198.738 6 33123 1.938 0.086
Concentracién por
Tiempo 147.687 4 36.922 2.161 0.082
Compuesto por
Concentracién por
Tiempo 553.461 12 46.122 2.699 0.005
Error 1213.219 71 17.088
La ecuacién que describe la respuesta de The equation which describes the re-
las larvas a L-Dopa es: sponse of the larvae to L-Dopa is:

y~-77.572+[-50.559(C)]+0.53194(T)+[-6.1644(C?)]+[-0.006694(T*)]+0.034787(CxT)

con un ajuste al modelo de 0.8393. Su with a correlation coefficient of 0.8393. The
respuesta estd representada por una cima que response is represented by a peak which goes
va del 0 al 25%. La regi6n 6ptima de ce- from 0 to 25%. The optimum region of
mentacién se encuentra entre 10-3-4 y 10-3.7  cementation is found between 10-34 and
M de concentracién y 20 a 40 minutos de 10-3.7 M of concentration and 20 to 40
exposicion. Como se puede observar en las minutes of exposure. As can be seen in Figures
Figuras 2c y 3¢, las concentraciones mayores  2c and 3c, concentrations higher than 10-3.4
a 1034 M inhiben la cementacién y pro- M inhibit cementation and cause the produc-

mueven la produccién de semilla suelta. tion of cultchless spat.
DISCUSION DISCUSSION
La concentracién de epinefrina y nore- The concentration of epinephrine and

pinefrina es el factor principal que influye norepinephrine is the main factor influencing
sobre el total de la metamorfosis, o que s¢  total metamorphosis. This is inferred from the
deduce de las isolineas que se encuentran més isolines which are nearly perpendicular to the
perpendiculares al eje de la concentracién. axis of the concentration and indicates that
Esto indica, que cambios relativamente pe- relatively small changes in the concentration



rina, norepinefrina y L-Dopa

Tabla VI. Prueba de comparaciones miiltiples por contraste para los resultados de semilla
cementada, entre compuestos, concentraciones, y minutos de exposicion. * = significancia al 95%

de confianza. NS = no significativos.

Table VI. Test of multiple comparisons by contrast for the cemented spat results, between
compounds, concentrations and exposure time in minutes. * = 95% confidence significance. NS =

not significant.

COMPUESTO

EPI NORE L-DOPA TESTIGO
EPI . .
NORE . *
L-DOPA .

CONCENTRACION
10E-3 10E-4 10E-6

10E-3 NS .
10E-4 .

quefios en la concentracién, respercuten en el
porcentaje de asentamiento, mientras que
cambios relativamente grandes en el factor
tiempo, no provocan cambios importantes en
¢l porcentaje de asentamiento.

A diferencia de los resultados en este
trabajo, en el cual se variaron los tiempos de
exposicién, Coon et al. (1985), al utilizar
epinefrina, norepinefrinay L-Dopa en expo-
siciones continuas encontraron que la mejor
concentracién es de 104 M. Estos autores,
establecen que se presentan disminuciones en
el poder de los inductores en exposiciones
continuas a concentraciones iguales o mayores
de 103 M, para cualquiera de los tres
compuestos, atribuyendo esta reduccién a un
efecto téxico causado por los productos de
oxidacién de los compuestos. Aparentemente,
la toxicidad de los compuestos, est en funcién
de la concentracién inicial y el tiempo de
exposicién (Coon et al., 1985). Pero a con-
centraciones iguales o inferiores a 10-3 M y
tiempos de exposicién menores a 60 minutos,
la fuerza téxica de éstos no es alin conside-
rable, ya que no se observaron inhibiciones
significativas en esta combinaci6n de tiempo y
concentracién para las catecolaminas epine-
frina y norepinefrina.
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affect the settlement percentage, while the
relatively big changes in the time factor do
not provoke important changes in the settle-
ment percentage.

Contrary to the results of this study, in
which the exposure times varied, Coon et al.
(1985) found that the best concentration is
104 M on using epinephrine, norepinephrine
and L-Dopa in continuous exposures. These
authors establish that the power of the
inducers in continuous exposures decreases at
concentrations of 10-3 M or higher for any of
the three compounds. They attributed this re-
duction to a toxic effect caused by the oxida-
tion products of the compounds. Apparently
the toxicity of the compounds is a function of
the initial concentration and exposure time
(Coon et al, 1985). However, at concen-
trations of 10-3 M or lower and exposure
times of less than 60 minutes, their toxicity is
not yet considerable since no significant inhi-
bitions were observed in this combination of
time and concentration for the epinephrine
and norepinephrine catecholamines.

With regard to L-Dopa (Fig. 1c), expo-
sure times over 40 minutes and higher concen-
trations could be expected to have an inhibit-
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Figura 3. Superficie de respuesta para la semilla cementada, mostrando los porcentajes para cada
concentracion y tiempo de exposicién a los tres inductores: a) epinefrina; b) norepinefrina; c)
L-Dopa.

Figure 3. Response surface for the cemented spat, showing the percentages for each concentration
and exposure time to the three inducers: a) epinephrine, b) norepinephrine, c) L-Dopa.



Para el caso de L-Dopa (Fig. 1c), podria
pensarse que los tiempos de exposicién mds
grandes de 40 minutos y mayores concentra-
ciones tienen un efecto inhibitorio, ya que
cabria esperar mejor respuesta a mayores
tiempos como en el caso de epinefrina y
norepinefrina. Coon et al. (1985), reportan
esta inhibicién para L-Dopa, a estas mismas
concentraciones, aunque no indican los tiem-
pos de exposicién.

Coon er al. (1986) demostraron que la
epinefrina y la norepinefrina, inducen la
metamorfosis de C. gigas sin cementacion,
afirmacién corroborada en este trabajo. El
hecho de que utilizando epinefrina y nore-
pinefrina, se pueden obtener promedios de
metamorfosis superiores al 80% (Fig. 2a,b), es
de singular importancia para los laboratorios
productores de semilla suelta, ya que al
compararse esta técnica con las utilizadas
tradicionalmente para obtener semilla suelta
(Walne, 1981, Vanderborgh, 1972; Dupuy,
1973), ésta es relativamente més simple,
ademds de no requerir sistemas especializados.

Las larvas inducidas al asentamiento
con epinefrinay norepinefrina, no presentaron
la fase caracteristica en la cual reptan en
busca de sustrato, mientras que con L-Dopa,
si se presentan todas las fases del asentamien-
to propuestas por Nelson (1924). La induccién
est4 controlada por dos factores, uno externo,
en el que se incluye la cemeniacién y
metamorfosis y otro interno que es el que
controlaria sélo la metamorfosis (Coonet al.,
1985). De acuerdo a lo anierior, parece scr
que el factor externo actiia en mayor medida
con L—Dopa mientras que el factor interno se

(51}

1o
1a

manifiesta prmapdmlcmc
norepinefrina.

Pll lCll l.lld y

Al utilizar un inductor que actéa de una
manera interna como epinefrina y norepine-
frina, la larva no tiene el estimulo externo
para cementarse, empezando la metamorfosis
sin que esto ocurra. La razén por la que una
parte de las larvas estimuladas con estos
compuestos logran cementarse, es debido a la
alta relaci6n estructural que existe entre estas

catecolaminas y I-Dopa segin lo reportan
74008\

Coon et ai. (1985).

En cuanto a la produccién de semilla
cementada, de las dos catecolaminas, nore-
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ing effect, since a better response to longer
times could also be expected, as in the case of
epinephrine and norepinephrine. Coon et al.
(1985) report this inhibition for L-Dopa at
these concentrations, although they do not
indicate the exposure times.

Coon et al. (1986) showed that
epinephrine and norepinephrine induce meta-
morphosis in C. gigas without cementation.
This is confirmed in this study. The fact that
averages of metamorphosis higher than 80%
can be obtained by using epinephrine and
norepinephrine (Fig. 2a,b) is of singular im-
portance to laboratories producing cuitchless
spat. Compared to techniques traditionally
used to obtain cultchless spat (Walne, 1981,
Vanderborgh, 1972; Dupuy, 1973), this tech-
nique is relatively simpler and does not require
specialized systems.

The larvae induced to settie with
epinephrine and norepinephrine did not
present the characteristic phase in which they
crawl in search of substratum, while with
L-Dopa, all the settlement phases proposed by
Nelson (1924) occurred. Induction is con-
trolied by an external factor which includes
cementation and metamorphosis and an inter-
nal factor which only controls metamorphosis
{Coon ef ai, 1985). Thus, it seems that the
external factor mostly acts with L-Dopa while
the internal factor with epinephrine and
norepinephrine.

On using an inducer which acts inter-
nally such as epmcpnrmc and norepinephrine,
the larva does not receive the external stimu-
lation required for cementation and metamor-
puuma occurs withoui this ndvmg ndppcneu
According to Coon et al. (1985), the reason
that some of the larvae stimulated with these
compounds manage to cement, is the high
structural relation which exists between these

catecholamines and L-Dopa.

Of the two catecholamines norepi-
nephrine produced the least cemented spat

while u—uupa was found to pluuuu: the most.
Results of up to 33% were obtained which is
excellent when compared to the percentage

PYR |

T CPU[ Lcu Uy

bUllllllCllel dIlU cxpcumcmal
laboratories which generally fluctuates be-
tween 1 and 25% (Krantz, 1982; Walne, 1958;

AAAA nalley 10Q0N
IviLsasiaily, 1700).
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pinefrina es el inductor que menos semilla
cementada produce, mientras que L-Dopa
probd ser el mejor compuesto para obteneria
cementada, logrindose resultados hasta del
33%, que es un magnifico porcentaje si se
compara con lo reportado por los laboratorios
de produccién piloto y comercial, en donde
generalmente fluctta entre el 1 y el 25%
(Krantz, 1982; Walne, 1958; McAnally, 1988).

Para el caso de epinefrina, podria pen-
sarse que incrementando la concentracién y
tiempo de exposicién se aumentaria la pro-
duccién de semilla cementada (Fig. 3a), sin
embargo no hay que olvidar que epinefrina es
un fuerte inductor de semilla suelta, y segin la
tendencia de la superficie de respuesta, incre-
mentar la concentracién y la exposicién re-
percutird en un mayor porcentaje de semilla
suelta, y no cementada, como muestra la Fi-
gura 2a.

Una gran proporcién del ostién cultiva-

do, se cria con el método de sartas o pencas, y
es en estos sistemas donde L-Dopa tiene su
principal aplicacién, pudiéndose manipular el
asentamiento en el material mis conveniente
para el acuacuitor, pudiendo disminuir costos,
al no tener que conseguir materiales especificos
para este proceso. Sin embargo, no hay que
perder de vista que este hecho puede traer
complicaciones en cuanto a conseguir fija-
ciones en sustratos desfavorables.

Cooper (1983), prob6 el potencial de
aplicacién de L-Dopa en sistemas de produc-
cién comerciai de semiila, en donde al uiilizar
este compuesto la larva no presenté predilec-
cién por el tipo de sustrato, ya fueran conchas
de ostién o la bupcruuc de los rcaplt‘:r“ltca
utilizados en el experimento.

La utilizacién de los tres COMMpucsios
para inducir la metamorfosis, tiene la ventaja
de conseguir un alto porcentaje de asen-

LdlluCIILU y ﬂ\—ludl

..... Tnmon &3 oas m

i1 un ldeU UC llClllPG
corto. La gran variacién entre los porcentajes
de asentamiento que indica Krantz (1982)
como uno de los fendmenos técnicos en el
que no se puede tener una prediccién de éxito,
en este caso es controlada por los inductores.

CUlllU buuvﬁvtu ddlblullal W \-uum&uc uiia la'
lla homogénea de la semilla al recibir las lar-
vas el estimulo en el mismo Iapso de tlempo y

al no ranouerir dal oran ecnacia aouse e aciona
ai ¢ réquorir GG gran <5pacio qu s¢ asigna

en un laboratorio a la seccién de fijacién, este
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With regard to epinephrine, the produc-
tion of cemented spat could be expected to
increase if the concentration and exposure
time were increased (Fig. 3a). However,
epinephrine is a strong inducer of cultchless
spat and, according to the tendency of the
response surface, increasing the concentration
and exposure would result in a greater per-
centage of cultchless and not cemented spat,
as shown in Figure 2a.

A large proportion of the cultivated
oyster is cultured using the method of strings
of shells and it is in these systems that
L-Dopa has its main application. Settlement
can be stimulated using the materials which
are most convenient for the aquaculturist,
thus lowering the costs as no specific materials
have to be acquired for this process. However,
this fact could have complications in relation
to obtaining attachments to unfavourable
substrata.

Cooper (1983) tested the application
potential of L-Dopa in systems of commercial
seed production and found that, on using this
compound, larvae did not show preference for
any particular type of substratum, be it oyster
shells or surfaces of the recipients used in the

experiment.

The use of the three compounds to
induce metamorphosis has the advantage of
obtaining a high percentage of settiement in a
short period of time. The large variation
between the settlement percentages, which
according to Krantz (1982) is one of ihe
technical phenomena which preclude success-
ful predictions is in this case controlledby the
muuwrb l'\flotﬂer aqul’l[dgC lb lﬂd[ a nomo—
geneous size of the spat is obtained when the
larvae receive the stimulus in the same period
of time and because the space normally
assigned to the settling section in a laboratory
is not needed, then this space can be used by
nursery systems, thus 1i‘1C|‘62iS‘u‘lg the pfl’)uut.-
tion capacity.

An important point in the chemical
stimulation of the larvae is the development
which occurs afterwards. Coon er al. (1985)
report that spats obtained in this way did not
show differencesin growth on being compared
with spats which underwent natural settie-

mant at lanct durino tha firet aioht manthe of
11111y At 1vaot \Julllls Liiv 1150 Vlslll. HIVIIMLIWD UL

culturing.
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espacio puede ser utilizado por sistemas de
preengorda, aumentando asi la capacidad de
produccién.

Un punto importante del estimulo
quimico de las larvas, es el desarrollo que
presentan posteriormente. Coon et al. (1985),
reportan que semillas que se obtuvieron de
esta manera, no presentaron diferencias en
crecimiento al compararlas con semillas que
experimentaron un asentamiento natural, al
menos durante los primeros ocho meses de
cultivo.
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