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RESUMEN 

Para inducir a la metamorfosis, larvas de Cmssostnza gigas fueron tratadas con epinefrina, 
norepinefrina y L3,4 dihidroxifenilalanina (L-Dopa), con diferentes concentraciones y tiempos de 
exposición. Epinefrina y norepinefrina probaron ser excelentes inductores para obtener semilla 
suelta (82 y 83%) a la concentración de 10-3 Molar y un tiempo de exposición de 60 minutos, 
mientras que L-Dopa fue el compuesto con el que se obtuvo una mayor cantidad de semilla 
cementada (33%), a una concentración de 10-4 Molar y un tiempo de exposición de 60 minutos. 

AWIR4CT 

In order to induce metamorphosis, larvae of Crassosfwa g&s were exposed to epinephrine, 
norepinephrine and L3,4 dihidroxifenilalanine (L-Dopa), with different concentrations and ex- 
posure times. Epinephrine and norepinephrineproved 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 10-4 Molar and 
exposure time of 60 minutes. 

INTRODUCCION IN7XODUCI’ION 

En los laboratorios de producciõn de In laboratorks producing oyster seed, 
semilla de ostión, las etapas de operación, the stages of operation, production of pedi- 
producción de larvas pediveliger, larvas que veliger larvae, latvae that metamorphose and 
alcanzan la metamorfosis y sobrevivencia de survival of the spat, are highly variable and 
la semilla, exhiben una gran variación 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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científica, pero el punto donde se carece de 
una predicción confiable es en la etapa de la 
metamorfosis, siendo éste el fenómeno téc- 
nico más frustrante encontrado hasta ahora 
(Krantz, 1982). 

La capacidad para aumentar la atrac- 
ción a las superficies de fijación incrementarfa 
los niveles de producción de los laboratorios 
productores ya instalados. Para tratar de 
controlar el fenómeno de la metamorfosis en 
larvas de moluscos, se han hecho investiga- 
ciones para determinar el factor responsable 
que regula este fenómeno. Doyle (1974) in- 
dica que la respuesta al asentamiento en 
muchas larvas de invertebrados marinos, está 
controlada por un número de factores in- 
trínsecos y extrinsecos, incluyendo el here 
ditario, la edad de las larvas (Hadfield, 1977), 
su historial de nutrición (Kempf y Willows, 
1977; Perron y Tumer, 1977) y las caractetís- 
ticas físico-quimicas existentes en el sustrato 
(Williams, 1964). 

Las investigaciones más recientes sobre 
el problema, se han enfocado sobre el potencial 
que presentan algunas sustancias químicas en 
el asentamiento de larvas de ostión, encon- 
trándose que algunos compuestos simples, 
actúan como activadores del asentamiento de 
algunas especies de invertebrados marinos 
(Cooper, 1983) componentes como succil 
colina en opistobranquios (Bonar, 1976), y el 
ácido gamma-aminobutírico (GABA) en ha- 
liótidos (Morseer al., 1979) entre otros. Se ha 
encontrado que estas sustancias tienen un 
papel neuroactivo en muchos invertebrados 
(Hadfield, 1984). 

Experimentos con Cmssostma virginica 
y C. gigas muestran que una pelfcula de 
bacterias asociadas a juveniles de ostión, 
favorecen el asentamiento y la metamorfosis 
de las larvas, y que la L3,4 dihidroxifeni- 
lalanina (GDopa) o los productos de su 
oxidación (e.g. pigmentos de melanina) aisla- 
dos de cultivos de estas bacterias son tambi& 
agentes activos (Weiner et al., 1985). LDopa 
y los pigmentos de melanina, son precursores 
de las catecolaminas (dopamina, norepinefrina, 
epinefrina y octopamina), las cuales se caraG 
terizan por actuar como neurotransmisores 
reguladores de procesos biológicos y meta- 
bólicos (Buddecke, 1983). 
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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 (HadFeld, 1977) nutri- 
tional histoty of the larva (Kempf and Wil- 
lows, 1977; Perron and Tumer, 1977) and 
physical and chemical characteristics of avail- 
able substrata (Williams, 1964). 

Recent studies have been focused on 
the potential of some chemical substances in 
the settlement of oyster larvae. Some simple 
compounds have been found to stimulate 
settlement in some species of marine inverte- 
brates (Cooper, 1983), such as succinylcholine 
in opisthobranchs (Bonar, 1976) and gamma- 
aminobutyric acid (GABA) in haliotoids 
(Morse el uf., 1979) among others. These 
substances have been found to play a neuro- 
active role in many invertebrates (Hadfield, 
1984). 

Bxperiments with Cmssostia virginica 
and C. gigas show that bacteria associated to 
juvenile oysters favour the settlement and 
metamorphosis of the latvae and that L-3,4 
dihidroxifenilalanine @Dopa) or its oxidation 
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 GDopa in inducing 
settlement and metamorphosis of C. giga. By 
exposing latvae to concentrations of 10-4 M, 
they obtained a response of more than 90% 
with epinephrine and more than 80% with 
norepinephtine, and at concentrations of 10-S 
M, of onIy 28 to 50% with L-Dopa. Without 
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Coon et al. (1985), probaron el efecto de 
algunas catecolaminas y la L-Dopa, como 
inductor de asentamiento y metamorfosis de 
C. gikas. Mediante la exposición de las larvas 
a concentraciones de 104 M de epinefrina 
obtuvieron una respuesta mayor al 90%, con 
norepinefrina mayor del 80% y con GDopa a 
concentraciones de 10-S M s610 del 20 al SO%, 
mientras que sin inductor, los asentamientos 
no fueron mayores del 15%. 

an inducer, the settlements were not greater 
than 15%. 

The objective of this study is to deter- 
mine, by means of the response surface tech- 
nique, the combined effect of concentration 
and exposure time of pediveliger larvae of C. 
gigas to norepinephrine, epinephrine and 
GDopa. 

MATERIALS AND METHODS 
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 concentración y el tiempo de 
exposición de larvas pediveliger de C. &rs 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 Oceanológicas 
(110) de la Universidad Autónoma 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. g&.r, las cuales se cultivaron 
utilizando la metodología estándar utilizada 
en el Laboratorio de Moluscos del 110 
(McAnally, 1988); en tanques de 1200 litros, 
cambios de agua cada tercer día y alimentán- 
dolas diariamente con IsochrysLr aff. galbana 
var. Tahithiana y Mono&yris lutheti en 
proporción 1:l a concentraciones de 30,fKKl 
cel/ml durante las primeras dos semanas y 
SO,000 cel/ml durante las últimas dos. Du- 
rante los experimentos la temperatura fluctuó 
entre los 20 y 22oC. 

The experiments were carried out at the 
Instituto de Investigaciones Oceanológicas 
(110) of the Universidad Autónoma 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. gigar, which were cultured in 1200 
litre tanks using the standard methodology 
employed at the 110 (McAnally, 1988). The 
water was changed every third day and they 
were fed daily on Zsochrysis aff. galbana var. 
Tahithiana and Monochrysis lutheti in a 1:l 
ratio at concentrations of 30,000 cel/ml dur- 
mg the first two weeks and 50,000 cel/ml 
during the last two weeks. The temperature 
fluctuated between 20 and 22!oc 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. 

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

The terms “settlement” and “metamor- 
phosis” used in this study are defmed by 
Scheltema (1974). “Settlement” refers to the 
end of the swimming period, the subsequent 
stage in which the larva crawls over the 
substratum and, fmally, 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. 

Los términos “asentamiento” y “meta- 
morfosis” usados en este estudio, están rigu- 
rosamente definidos por Scheltema (1974). El 
final del perfodo nadador, la subsecuente eta- 
pa donde la larva repta por el sustrato y por 
último, su cementación, es lo que se denomina 
‘asentamiento”. Antes de la cementación, el 
asentamiento es reverstble. La transición mor- 

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, testing the 
three substances at concentrations of 10-3, 
104 and lo-6 M with exposure times of u), 40 
and 60 minutes. A control experiment was also 
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fogen&ica de larva a una morfología juvenil, 
que normalmente comienza con la cemen- 
tación, 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 exposición, se diseñó un factorial 
de 4x3 para cada compuesto. El experimento 
se corrió por triplicado, probando las tres 
sustancias a concentraciones de 10-3, 10-4 y 
106 M con tiempos de exposición de 20, 40 y 
60 minutos. El cuarto nivel del factor com- 
puesto dentro del diseño experimental se 
asignó a los testigos que no fueron expuestos a 
sustancia alguna. Cada unidad experimental 
consistió 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 pseudoreplicación. Al término 
del tiempo de exposición, 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 metamorfiiadas. Se fijaron con formol 
al 5% para su evaluación 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 función arcoseno de la raíz 
cuadrada (Sokal y Rohlf, 1981). Los datos 
cumplieron con la normalidad y la homo- 
geneidad de varianza, determinadas con las 
pruebas de Kolmogorov-Smimov y Bartlett 
respectivamente. 

Se aplicó un ANOVAde 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 exposición. Para los 
factores que mostraron un efecto significativo, 
se aplicó una prueba de comparaciones 
múltiples por contraste. 

Para obtener gráficas predictivas de la 
metamorfosis como semilla suelta, tija y total, 
se utilizó la técnica de superficies de respuesta, 
utilizando el modelo de la forma: 
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carried out, in which the larvae were not 
exposed to any substance. Each experimental 
unit consisted of 150 ml glass containers, fiied 
with 100 ml of seawater and mean density of 
1 larva/ml. 

The experimental units were ordered at 
random to eliminate the problem of pseudo- 
replication. At the end of the exposure time, 
the latvae were rinsed with seawater and left 
at original volume for 48 hours in order to 
allow the development of the dissoconch in the 
matemorphosed larvae. They were fmed 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 metamotphosis 
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 compliedwith normality and 
homogeneity of variance, as determined by the 
tests of Kolmogorov-Smimov 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 signilicant 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+bl(C)+b2(T)+b3(C2)+b4(T2)+bg(CxT) 

donde: 

Y = respuesta en porcentaje de la meta- 
morfosis, 

b = coeficiente de la regresi&, 
C 
c2 

= concentración del compuesto, 
= efecto cuadrático de la concentración, 

T 
T2 

= tiempo de exposición, 
= efecto cuadrático del tiempo de expo- 

. . 
stcton, 

C x T = efecto de la interacción entre concen- 
tración y tiempo de exposición. 

Los coeficientes de la ecuación, se cal- 
cularon mediante una regresión múltiple por 
pasos, igualando los niveles de F a cero para 
aceptar o remover las variables (Lough, 1975). 
Además, el orden de inserción de las variables 
se determinó utilizando el coeficiente de co- 
rrelación parcial, como medida de la impor- 
tancia de éstas. 

RESULTADOS 

Metamorfosis total 

El ANOVAde tres vías indica un efecto 
significativo de las tres variables experimen- 
tadas y por consiguiente en sus interacciones. 
La variación en la metamorfosis está dada 
principalmente, en orden de importancia, por 
la concentración, el compuesto y el tiempo 
(Tabla 1). La prueba de comparaciones multi- 
pies para cada una de las variables muestra 
diferencias significativas al 95% entre todos los 
compuestos y todas las concentraciones, mien- 
tras que en el factor tiempo sólo entre los 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 registró el 
valor máximo de metamorfosis con un 84%. 
la epinefrina del 83% y la L-Dopa del 56%. 

La Figura la, muestra las superficies de 
respuesta para epinefrina generada con la 
ecuación: 

where: 

Y = response in percentage of the meta- 
morphosis, 

b = regression coefficient, 

c2 
= concentration of the compound, 
= quadratic effect of the concentration, 

T 
T2 

= exposure time, 
= quadratic effect of the exposure time, 

C x T = effect of the interaction between con- 
centration and exposure time. 

The coefficients of the equation were 
calculated by means of multiple regression by 
steps, equalhng the levels 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 experimental 
variables and, therefore, of their interactions. 
The variation in metamorphosis is mainly 
given, in order of importance, by concentra- 
tion, compound and time (Table 1). The 
multiple comparison test for each one of the 
variables shows significant differences at 95% 
between all the compounds and al1 the con- 
centrations. For the time factor, significant 
differences were only found between 20 and 
40 minutes (Table II). 

The control did not present metamor- 
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. 

Figure la shows the response surfaces 
for epinephrine generated with the equation: 
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Tabla 1. Análisis de varianza de tres vias de la metamorfosis total, para las variables; compuesto, 
concentración y minutos de exposición. 
Table 1. Three-way variance analysis for total metamorphosis, for the variables: compound, 
concentration and exposure time in minutes. 

Fuente de Variación Suma de 
Cuadrados 

g.l. Media F P 
Cuadrática 

Compuesto 
Concentración 
Tiempo 

Compuesto por 
Concentración 

Compuesto por 
Tiempo 

Concentración por 
Tiempo 

Compuesto por 
Concentración por 
Tiempo 

Error 

28474.469 3 9491.490 686.451 0.000 
34561.356 2 17280.678 1249.788 0.000 

102.793 2 513% 3.717 0.029 

13895.688 6 2315.948 167.4% 0.000 

1306.287 6 217.715 15.746 0.000 

596.244 4 149.061 10.781 0.000 

1013.888 12 84.491 6.111 0.000 

981.709 71 13.827 

con un coeficiente de correlación de 0.9678. Se with a correlation coefficient of 0.9678. An 
generó una cordillera ascendente, hacia las ascending ridge was generated towards the 
concentraciones y tiempos mayores, mostran- higher concentrations and longer times, show- 
do la isolinea de mejor respuesta (85%) entre ing the isoline of better response (85%) 
los 55 y 60 minutos de 
traciones entre 10-3.5 y lO- Y 

osición y concen- between 55 and 60 minutes of exposure and 
M. concentrations between 10-35 and 10-3 M. 

Con norepinefrina la ecuación resul- For norepinephrine, the equation is: 
tante es: ._ ._... * 

y- 109.36+ 18.948(C)+0.46591(T)+[-O.18019(C’)]+0.01609(T2)+[-0.0014764(CxT)] 

con un coeficiente de correlación de 0.9437. La with a correlation coeftkient of 0.9437. The 
importancia de los factores concentración y importance of the concentration and time 
tiempo resultaron muy similares como puede factors proved to be very similar as can be 
inferirse de la Figura Ib, que muestra las inferred from Figure Ib, which shows the 
isolineas con inclinaciones aproximadas a los isolines with slopes near 450. In this surface, 
45 grados. En esta superficie se distingue la the 100% isoline can be distinguished in a 
isolínea del 100% en una amplia gama de wide range of exposure times, 35 to 60 
tiempos de exposición, de 35 a 60 minutos, y 
de concentraciones, de 10-5.3 a 10-3 M. 

minutes, and of concentrations, 10-53 to 
10-3 M. 

En LDopa (Fig. lc) la ecuación resul- 
tante es: 

For GDopa (Fig. lc), the equation is: 
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Tabla II. Prueba de comparaciones múltiples por contraste para los resultados de metamorfosis 
total, entre compuestos, concentraciones y minutos de exposición. * = significancia al 95% de 
confianza. NS = no significativos. 
Table II. Test of multiple comparisons by contrast for the total metamorphosis results, between 
compounds, concentrations and exposure time in minutes. l = 95% confidente significance. NS = 
not significant. 

EPI 

COMPUESTO 

NORE LDOPA TESTIGO 

EPI 
NORE 
L-DOPA 

+ * + 
* 
* 

CONCENTRACION 

lOE- lOE- lOE- 

lOE- * * 

lOE- * 

20 
TIEMPO (MINUTOS) 

40 60 

20 * NS 
40 NS 

y- 1 .2575+[-26.852(C)]+0.566(T)+[-4.3734(C2)]+[-0.0094585(T2)]+0.017832(CxT) 

con un coeficiente de correlación de 0.9382. Al 
igual que para epinefrina result6 una cordillera 
ascendente pero hacia altas concentraciones y 
bajos tiempos de exposición, encontrándose la 
isolínea de mejor respuesta (55% a concen- 
traciones iguales o mayores a 3’ 10- .5 M y con 
tiempos de exposición menores a 40 minutos 
(Fig. lc). 

Semilla suelta 

Al igual que para la metamorfosis total 
el ANOVAde tres vías indica que existe un 
efecto significativo, en orden de importancia, 
de las variables concentración, compuesto y 
tiempo (Tabla III). En la prueba de compara- 
ciones múltiples, x510 los 40 y 60 minutos no 

with a correlation coefticient of 0.9382. Like 
epinephrine, there was an ascending ridge but 
towards high concentrations and short expo- 
sure times. The isoline of better response 
(55%) was found at equal or higher concen- 
trations than 10-3.5 M and with exposure 
times of less than 40 minutes (Fig. lc). 

Cultchless spat 

Like total metamorphosis, the three 
way ANOVA indicates that there is a sig- 
nificant effect, in order of importance, of the 
concentration, compound and time variables 
(Table III). In the multiple comparison test, 
only 40 and 60 minutes do not show signifl- 
cant differences at 95% (Pable IV). 
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Figura 1. Superficie de respuesta para la metamorfosis total, mostrando los porcentajes para cada 
concentración y tiempo de exposición 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, c) L-Dopa. 
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Tabla III. Analisis de varianza de tres vfl para la semilla suelta, para las variables; compuesto, 
concentración y minutos de exposición. 
Table III. Thre+way variance analysis for cultchless spat, for the variables: compound, 
concentration and exposure time in minutes. 

Fuente de Variación Suma de 
Cuadrados 

g.1. Media F P 
Cuadrática 

Compuesto 
Concentración 
Tiempo 

Compuesto por 
Concentración 

25894.126 3 8631.375 720.717 0.000 
28773.760 2 14386.880 1201.300 0.000 

161.613 2 80.807 4.747 0.002 

13470.352 6 2245.059 187.462 0.000 

Compuesto por 
Tiempo 

Concentración por 
Tiempo 

Compuesto por 
Concentración por 
Tiempo 

Error 

921.915 6 153.652 12.830 0.000 

986.183 4 246.546 20.587 0.000 

878.002 12 73.167 6.109 0.000 

850.302 71 ll.976 

muestran diferencias significativas al 95% 
(Tabla IV). 

Norepinephrine produced a maximum 
value of 83% of cultchless spat, epinephrine 
82% and GDopa 31%. 

La norepinefrina produjo un valor 
maximo del 83% de semilla suelta, mientras 
que epinefrina el 82% y L-Dopa el 31%. 

La ecuación que se obtuvo para gens 
rar la superficie de respuesta para la semilla 
suelta con epinefrina es: 

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

con un coeficiente de correlación de 0.9532. Se with a correlation coefftcient of 0.9532. A 
muestra una tendencia similar a la encontrada similar tendenfy to that found for total 
en la metamorfosis total, en donde el tiempo metamorphosis can be seen, in which time 
incrementa su importancia a mayor concen- increases its importance at higher concentra- 
tración. Resultó una cordillera ascendente tions. An ascending ridge was found from 0 to 
desde el 0 al 75%, ademas se caracteriza por 75%, which is also characterized by an inhiii- 
una región de inhibición aproximadamente 
entre 10-3-S a 10-3 M y tiempos de exposición 

tion region approximately between lti3.5 to 
10-3 M and exposure times of leas than 50 

menores a SO minutos (Fig. 2a). minutes (Fig. 2a). 

La ecuación para la gráfica de norepine The equation for the norepinephrine 
frina es: plot is: 
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Tabla IV. Prueba de comparaciones múltiples por contraste para los datos resultados de semilla 
suelta, entre compuestos, concentraciones, y minutos de exposición. * = significancia al 95% de 
confianza. NS = no significativos. 
Table IV. Test of multiple comparisons by contrast for the cultchless spat results, between 
compounds, concentrations and exposure time in minutes. * = 95% confidencesignificance. NS = 
not signiiicant. 

EPI 

COMPUESTO 

NORE L-DOPA TESTIGO 

EPI * * * 

NORE * * 

LDOPA * 

CONCENTRACION 

lOE- 10E-4 lOE- 

lOE- * * 

lOE- * 

20 

40 

20 

TIEMPO (MINUTOS) 

40 

* 

60 

* 

NS 

Y- 117.76+27.669(C)+0.89359(T)+0.91463(C2)+[-0.0049722(T2)]+0.041637 

con un ajuste al modelo de 0.9425. Resultó with a correlation coeffcient of 0.9425. There 
una cordillera ascendente del 0 al 85% hacia was an ascending ridge from 0 to 85% towards 
las mayores concentraciones y tiempos de higher concentrations and long exposure 
exposición, encontrando la máxima respuesta times. The maximum response was found 
por encima de los 45 minutos y concentra- above 45 minutes and concentrations between 
ciones entre 10-3.2 y 10-3 M (Fig. 2b). 10-3.2 and 10-3 M (Fig. 2b). 

La ecuación resultante para LDopa es: The equation for LDopa is: 

y-70.389+12.793(C)+0.33393(T)+0.22469(C*)+[-O.0057552(T2)]+0.0077338(CxT) 

con un ajuste de 0.9037. La superficie de with a correlation coefficient of 0.9037. The 
respuesta para la producción de semilla suelta response surface for the production of cultch- 
presenta una forma similar a la de metamorfo less spat is similar to that of total metamor- 
sis total, aunque la máxima respuesta es s610 phosis, even though the maximum response is 
del 35% a tiempos menores de 50 minutos y a 
concentraciones mayores a 10-3.2 M (Fig. 2c). 

only 35% at times under 50 minutes and at 
concentrations higher than 10-3.2 M (Fig. 2c). 
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Figura 2. Superficie de respuesta para la semilla suelta, mostrando los porcentajes para cada 
concentración y tiempo de exposición a los tres inductores: a) epinefrina; b) norepínefrína; c) 
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, c) L-Dopa. 

95 



McAnally Salas, L. er aI.- Efecto de la epinefrina, norepinefrina y GDopa 

Semilla cementada Cemented spat 

Para semilla cementada, el ANOVAde 
tres vías sólo mostró significancia para el 
efecto del compuesto y la concentración, 
siendo el compuesto la variable que explica en 
mayor parte la variabilidad en la producción 
de semilla cementada (Tabla V). Para los 
compuestos la prueba de comparaciones 
múltiples muestra diferencia entre los testigos 
y todos los compuestos y LDopa con epine 
frina y norepinefrina. La concentración de 
lo-6 M resultó diferente a las demás con- 
centraciones (Tabla VI). 

For cemented spat, the three-way 
ANOVAwas only signiticant 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 
(Table V). For the compounds, the multiple 
comparison test shows a difference behveen 
the control and all the compounds and 
LDopa with epinephrine and norepinephrine. 
The concentration of 106 M was found to 
differ from the other concentrations (Table 

W. 

El compuesto que mayor número 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: 

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

The equations for epinephrine and nore- 
pinephrine are: 

y=7.1 125+3.8623(C)+0.92155(T)+0.54013(C2)+[-0.0047524(T2)]+0.12358(CxT) 

con un coeficiente de correlación de 0.5853 
para el primer compuesto y: 

with a correlation coefficient of 0.5853 for the 
fiist compound and 

y--8.2567+[-16.428(C)]+[-0.74121(T)]*[-2.5293(C’)]*0.0019111(Tî)+[-0.11787(CxT)] 

con 0.5641 de coeficiente de correlación para 
el segundo. 

Las gráficas de las superficies de res- 
puesta que se obtuvieron evidencian una 
mayor influencia del tiempo, lo que es eviden- 
te por las curvaturas que se registraron por el 
efecto cuadrático (Fig. 3). Por los bajos por- 
centajes de fijaci6n encontrados para epine- 
frina y norepinefrina, el número de isolíneas 
que se pueden reconocer son las del 0 y 5%. 

De las dos catecolaminas, epinefrina es 
la que presenta una respuesta caracterizada 
por una cordillera ascendente a tiempos y 
concentraciones mayores (Fig. 3a). La nore- 
pinefrina (Fig. 3b) presenta una pequeña 
región de respuesta máxima de sólo el 5%, 
ubicada entre la concentración de 10-4.2 y 
10-3.2 M y tiempos de entre 20 y 22 minutos, 
mientras que a cualquier otra concentración o 
tiempo de exposición, existe una inhibición a 
la cementación. 

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 cutvatures 
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 hvo catecholamines, epinephrine 
presents a characterized response through an 
ascending ridge at higher concentrations and 
longer times (Fig. 3a). Norepinephrine (Fig. 
3b) presents a small region of maximum 
response of only 5% found between the 
concentration of 10-4. 1. and 10-3.2 M and 
times between 20 and 22 minutes. At any 
other concentration or exposure time, there is 
an inhibition to cementation. 
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Tabla V. Análisis de varianza de tres vias para la semilla cementada, para las variables; 
compuesto, concentración y minutos de exposición. 
Table V. Three-way variance analysis for cemented spat, for the variables: compound, 
concentration and exposure time in minutes. 

Fuente de Variación Suma de 
Cuadrados 

g.1. Media F P 
Cuadrática 

Compuesto 4827.010 3 1609.003 94.162 0.000 
Concentración 2181.999 2 1091.000 63.847 0.000 
Tiempo 103.050 2 51.525 3.015 0.055 

Compuesto por 
Concentración 1707.940 6 284.657 16.659 0.000 

Compuesto por 
Tiempo 198.738 6 33.123 1.938 0.086 

Concentración por 
Tiempo 147.687 4 36.922 2.161 0.082 

Compuesto por 
Concentración por 
Tiempo 553.461 

Error 1213.219 

12 46.122 2.699 0.005 

71 17.088 

La ecuación que describe la respuesta de 
las larvas a GDopa es: 

The equation which describes the re 
sponse of the larvae to GDopa is: 

con un ajuste al modelo de 0.8393. Su with a correlation coefficient of 0.8393. The 
respuesta está representada por una cima que response is represented by a peak which goes 
va del 0 al 25%. La región óptima de ce 
mentación se encuentra entre 10-3.4 y 10-3.7 

from 0 to 25%. The optimum region of 
cementation is found between ltY3.4 and 

M de concentración y 20 a 40 minutos de 10-3.7 M of concentration and 20 to 40 
exposición. Como se puede observar en las minutes of exposure. As can be seen in Figures 
Figuras 2c y 3c, las concentraciones mayores 
a 10-3.4 M inhiben la cementación y pro- 

2c and 3c, concentrations higher than 10-3.4 
M inhiiit cementation and cause the produc- 

mueven la producción de semilla suelta. tion of cultchless spat. 

DISCUSION DISCUSSION 

La concentración de epinefrina y nore The concentration of epinephrlne and 
pinefrina es el factor principal que influye norepinephrlne is the main factor influencing 
sobre el total de la metamorfosis, lo que se total metamorphosis. This is inferred from the 
deduce de las isolfneas que se encuentran más isolines which are nearly perpendicular to the 
perpendiculares al eje de la concentraciõn. axis of the concentration and indicates that 
Esto indica, que cambios relativamente pe relatively small changes in the concentration 
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Tabla VI. Prueba de comparaciones múltiples por contraste para los resultados de semilla 
cementada, entre compuestos, concentraciones, y minutos de exposición. * = 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 LDOPA TESTIGO 

EPI * t * 

NORE * * 

L-DOPA * 

CONCENTRACION 

lOE-3 lOE- lOE- 

lOE- NS * 

lOE- + 

queños en la concentración, respercuten en el 
porcentaje de asentamiento, mientras que 
cambios relativamente grandes en el factor 
tiempo, no provocan cambios importantes en 
el porcentaje de asentamiento. 

A diferencia de los resultados en este 
trabajo, en el cual se variaron los tiempos de 

., 
exposicton, Coon et al. (1985), al utilizar 
epinefrina, norepinefrina y L-Dopa en expo- 
siciones continuas encontraron que la mejor 
concentración es de 10-4 M. Estos autores, 
establecen que se presentan disminuciones en 
el poder de los inductores en exposiciones 
continuas a concentraciones iguales 0 mayores 
de 10-3 M, para cualquiera de los tres 
compuestos, atribuyendo esta reducción a un 
efecto tóxico causado por los productos de 
oxidación de los compuestos. Aparentemente, 
la toxicidad de los compuestos, está en función 
de la concentración inicial y el tiempo de 
exposición (Coon et al., 1985). Pero a con- 
centraciones iguales o inferiores a 10-3 M y 
tiempos de exposición menores a 60 minutos, 
la fuerza tóxica de éstos no es aún conside 
rable, ya que no se observaron inhibiciones 
signiticativas en esta combinación de tiempo y 
concentración para las catecolaminas epine 
frina y norepinefrina. 

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 
10-4 M on using epinephrine, norepinephrine 
and GDopa 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 attriiuted 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 GDopa (Fig. lc), expo- 
sure times over 40 minutes and higher concen- 
trations could be expected to have an inhiiit- 
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Figura 3. Superficie de respuesta para la semilla cementada, mostrando los porcentajes para cada 
concentración y tiempo de exposición 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. 
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Para el caso de L-Dopa (Fig. lc), podrla 
pensarse que los tiempos de exposición más 
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 el al. (1985), reportan 
esta inhibición para L-Dopa, a estas mismas 
concentraciones, aunque no indican los tiem- 
pos de exposición. 

mg effect, since a better response. to longer 
times could also be expected, as in the case of 
epmephrine 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) demostraron que la 
epinefrina y la norepinefrina, inducen la 
metamorfosis de C. gigas sin cementaci6n, 
afirmación 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 más simple, 
además de no requerir sistemas especializados. 

Coon et al. (1986) showed that 
epinephrine and norepinephrine induce meta- 
morphosis in C. gigas without cementation. 
This is confiied 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 cultchless 
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. 

Las larvas inducidas al asentamiento 
con epinefrina y norepinefrina, no presentaron 
la fase característica en la cual reptan en 
busca de sustrato, mientras que con L-Dopa, 
sí se presentan todas las fases del asentamien- 
to propuestas por Nelson (1924). La inducción 
está controlada por dos factores, uno externo, 
en el que se incluye la cementación y la 
metamorfosis y otro interno que es el que 
controlaría ~610 la metamorfosis (Coon et al., 
1985). De acuerdo a lo anterior, parece ser 
que el factor externo actúa en mayor medida 
con GDopa, mientras que el factor interno se 
manifiesta principalmente en epinefrina y 
norepinefrina. 

The larvae induced to settle 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 proposedby 
Nelson (1924) occurred. Induction is con- 
trolled by an externa1 factor which includes 
cementation and metamotphosis and an inter- 
nal factor which only controls metamorphosis 
(Coon ej al., 1985). Thus, it seems that the 
externa1 factor mostly acts with L-Dopa while 
the interna1 factor with epinephrine and 
norepinephrine. 

Al utilizar un inductor que actúa de una 
manera interna como epinefrina y norepine 
frina, la larva no tiene el estímulo externo 
para cementarse, empezando la metamorfosis 
sin que esto ocurra. La razón por la que una 
parte de las latvas estimuladas con estos 
compuestos logran cementarse, es debido a la 
alta relación estructural que existe entre estas 
catecolaminas y LDopa según lo reportan 
Coon er uf. (1985). 

On using an inducer which acts inter- 
nally such as epinephrine and norepinephrine, 
the larva does not receive the externa1 stimu- 
lation required for cementation and metamor- 
phosis occurs without this having happened. 
According to Coon et al. (1985), the reason 
that some of the latvae stimulated with these 
compounds manage to cement, is the high 
structural relation which exists between these 
catecholamines and GDopa. 

En cuanto a la producción de semilla 
cementada, de las dos catecolaminas, nore 

Of the hvo catecholamines norepi- 
nephrine produced the least cemented spat 
while L-Dopa was found to produce the most. 
Results of up to 33% were obtained which is 
excellent when compared to the percentage 
reported by commercial and experimental 
laboratories which generally fluctuates be 
tween 1 and 25% (Krantz, 1982; Walne, 1958; 
McAnally, 1988). 
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pmefrina es el inductor que menos semilla 
cementada produce, mientras que GDopa 
probó ser el mejor compuesto para obtenerla 
cementada, logrãndose resultados hasta del 
33%, que es un magnífico porcentaje si se 
compara con lo reportado por los laboratorios 
de producción piloto y comercial, en donde 
generalmente fluctúa entre el 1 y el 25% 
(Krantz, 1982; Walne, 1958; McAnally, 1988). 

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. 

Para el caso de epinefrina, podría pen- 
sarse que incrementando la concentración y 
tiempo de exposición se aumentaría la pro 
ducci6n de semilla cementada (Fig. 3a), sin 
embargo no hay que olvidar que epinefrina es 
un fuerte inductor de semilla suelta, y según la 
tendencia de la superficie de respuesta, incre 
mentar la concentración y la exposición re 
percutirá en un mayor porcentaje de semilla 
suelta, y no cementada, como muestra la Fi- 
gura 2a. 

A large proportion of the cultivated 
oyster is cultured using the method of strings 
of shells and it is in these systems that 
GDopa 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. 

Una gran proporción del ostión cultiva- 
do, se cría con el método de sartas o pencas, y 
es en estos sistemas donde LDopa tiene su 
principal aplicación, pudiéndose manipular el 
asentamiento en el material más conveniente 
para el acuacultor, pudiendo disminuir costos, 
al no tener que conseguir materiales específicos 
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) tested the application 
potential of L-Dopa in systems of commercial 
seed production and found that, on using this 
compound, larvae did not show preferencefor 
any particular type of substratum, be it oyster 
shells or surfaces of the recipients used in the 
experiment . 

Cooper (1983), probó el potencial de 
aplicación de L-Dopa en sistemas de produo 
ción comercial de semilla, en donde al utilizar 
este compuesto la larva no presentó predilec- 
ción por el tipo de sustrato, ya fueran conchas 
de ostión o la superficie de los recipientes 
utilizados en el experimento. 

La utilización de los tres compuestos 
para inducir la metamorfosis, tiene la ventaja 
de conseguir un alto porcentaje de asen- 
tamiento, y actuar en un lapso de tiempo 
corto. La gran variaci6n entre los porcentajes 
de asentamiento que indica Krantz (1982) 
como uno de los fenómenos técnicos en el 
que no se puede tener una predicción de éxito, 
en este caso es controlada por los inductores. 
Como beneficio adicional se consigue una ta- 
lla homogtnea de la semilla al recibir las lar- 
vas el estímulo en el mismo lapso de tiempo, y 
al no requerir del gran espacio que se asigna 
en un laboratorio a la sección de fijación, este 

The use of the three compounds to 
induce metamorphosis has the advantage of 
obtaining a high percentage of settlement in a 
short period of time. The large variation 
between the settlement percentages, which 
according to Krantz (1982) is one of the 
technical phenomena which preclude success- 
ful predictions, is in this case controlledby the 
inducers. Another advantage is that a homo- 
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 increasing the produc- 
tion capacity. 

An important point in the chemical 
stimulation of the larvae is the development 
which occurs aftetwards. Coon er al. (1985) 
report that spats obtained in this way did not 
show differencesin growth on being compared 
with spats which underwent natural settle- 
ment, at least during the first eight months of 
cu1turing. 
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espacio puede ser utilizado por sistemas de 
preengorda, aumentando así la capacidad de 
producción. 

Un punto importante del estímulo 
químico de las larvas, es el desarrollo que 
presentan posteriormente. Coon el ul. (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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