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VARIANDO EL TIEMPO DE INMERSION Y LA FRECUENCIA DE APLICACION
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RESUMEN. Se estudi6 el efecto combinado de diferentes tiempos de inmersion (30, 60, 300 y 600 segundos) y fre-
cuencias de aplicacién (7, 14, 21 y 28 dias) de una solucién de cal al 0.2% en el control de gusanos barrenadores en
un cultivo experimental de ostién. El experimento se desarrollé durante 20 semanas en la laguna de Barra de Navidad
(Jalisco, México) como sitio de cultivo. El valor mas bajo de ampollas de lodo (1.32 £ 0.60 ampollas por ostién) fue
obtenido para el tratamiento 7,/600, el cual presenté diferencias estadisticas (p = 0.0029; F = 3.07) con el grupo control
(2.33 £ 0.35 ampollas por ostién). Para el tiempo de inmersién sobre el nimero promedio de ampollas en la concha
de los ostiones, el tratamiento de 600 segundos fue significativamente diferente a los demas tiempos (p = 0.0003; F
= 8.18). No se observé un efecto significativo de la frecuencia de aplicacion en el namero promedio de ampollas (p =
0.083; F = 2.43), ni interaccion entre los factores tiempo y frecuencia (p = 0.1156; F = 1.76). El crecimiento diario
fluctué desde 4.20 + 0.76 % para el grupo 7/600 hasta 5.77 + 0.15% para el tratamiento 14/600. La supervivencia
promedié 15.72 % para todos los tratamientos. Los resultados indicaron que a fin de controlar la poblacién de gusanos,
los ostiones deben ser tratados con cal a la concentracién estudiada durante 600 segundos al menos una vez al mes
durante el ciclo de cultivo.
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ABSTRACT. The combined effect of different immersion times (30, 60, 300 and 600 seconds) and application fre-
quencies (7, 14, 21 and 28 days) of a 0.2% lime solution on the control of boring worms in an experimental oyster
culture was studied. The experiment was carried out during 20 weeks in Barra de Navidad Lagoon (Jalisco, Mexico) as
the culture site. The lowest number of mud blisters (1.32 £ 0.60 blisters per oyster) was obtained for treatment 7/600,
which presented significant differences (F = 3.07; p = 0.0029) in relation to the control group (2.33 + 0.35 blisters
per oyster). With respect to the immersion time on the mean number of blisters on the oyster shells, the 600 seconds
treatment was significantly different from the other immersion times (F = 8.18; p = 0.0003). No significant effect
was observed for the application frequency on the mean number of blisters (F = 2.43; p = 0.083), and there was no
interaction between the factors time and frequency (F = 1.76; p = 0.1156). Daily growth fluctuated from 4.20 4 0.76 %
for the 7/600 group to 5.77 + 0.15% for the 14/600 treatment. Survival averaged 15.72% in all treatments. Results
indicate that, in order to control the worm population, the oysters must be treated with lime at the concentration
tested, at least once a month for 600 seconds throughout the culture cycle.

Key words: Lime, polychaete control, oyster culture, immersion time, application frequency.

INTRODUCCION mas importante en México después del de cama-
ron y el de la tilapia. La produccién registrada en
El cultivo del ostién es la actividad acuicola 2003 se aproximé a las 30 mil toneladas métricas
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(Anénimo 2006). Como se ha observado en muchos
paises (Hone & Tonkin 1993; Burreson et al. 1994;
Moreno et al. 2006; Nel et al. 1996) y para otras
especies de moluscos comercialmente importantes
(Baxter 1984; Boscolo & Giovanardi 2002; Lleonart
et al. 2003; Mazurie et al. 1985; Mortesen et al.
1999; Mortensen et al. 2000), la presencia de po-
liquetos barrenadores (Familia Spionidae) ha sido
sefialada como uno de los problemas de cultivo mas
comunes asociado con la mortalidad de ostiones en
granjas mexicanas (Caceres-Martinez et al. 1998;
Gallo-Garcia et al. 2001; Chavez-Zazueta 2003). La
infestacion de gusanos espiénidos se manifiesta con
la presencia de ampollas de lodo en la superficie
interna de la concha, o en la base del masculo ab-
ductor como lo menciona Bardach et al. (1986), lo
cual provoca que el ostién sea mas susceptible a los
depredadores. Ademas, Wargo & Ford (1993) sugi-
rieron que la presencia de poliquetos perforadores
en las conchas del ostion pudiera reducir su indice
de condicién al disminuir su habilidad de acumular
reservas nutrimentales.

Para reducir el impacto de gusanos barrena-
dores en los cultivos de ostién se han propuesto va-
rias técnicas para su control, entre estas estan: el
sistema de cultivo intermareal, que expone a los ani-
males al sol y al aire por periodos de tiempo prolon-
gados (Quayle & Newkirk 1989; Caceres-Martinez
et al. 1998; Hooper & Kirby-Smith 2001; Lleonart
2001), el uso de productos quimicos tales como solu-
ciones de cloro (25 g ml~!) o formol al 2% (Robles-
Mungaray & Salinas-Ordaz 1993), dipterenos mari-
nos obtenidos de extractos de algas (Takikawa et al.
1998) y la aplicacion de sulfato de cobre (Quayle &
Newkirk 1989). Aunque el uso de estos compuestos
puede ser eficiente en el control de gusanos perfora-
dores, algunos de ellos son caros, téxicos y requieren
de un cuidadoso manejo. Algunas técnicas alterna-
tivas se refieren a la inmersién de los ostiones en
soluciones hipo o hipersalinas, tales como agua dul-
ce (Velayudhan 1983; Hooper & Kirby-Smith 2001;
Gallo-Garcia et al. 2004), agua caliente (Nel et al.
1996), e hidréxido de calcio Ca(OH)a, conocido co-
mercialmente como cal hidratada y que se aplica
en bafios de inmersién cortos (Robles-Mungaray &
Salinas-Ordaz 1993).
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En experimentos in vitro, Garcia-Ulloa et al.
(2003) demostraron la efectividad de la cal para ma-
tar a los gusanos y Gallo-Garcia et al. (2004) com-
probaron la efectividad de una solucién de Ca(OH),
al 0.2% para controlar los poliquetos barrenadores
en un vivero experimental de produccién de C. gigas,
localizado en la costa media del Pacifico Mexicano.
Debido al creciente interés de establecer cultivos co-
merciales de ostién en la costa sur del estado de
Jalisco (Garcia-Ulloa 2000) se estudiaron diferentes
tiempos de exposicion y frecuencia en la aplicacion
de cal para controlar los gusanos barrenadores.

MATERIALES Y METODOS

Formacién de grupos y manejo

La semilla de ostién (n = 20 000) de aproxi-
madamente 3.2 + 0.3 mm fue obtenida del Institu-
to de Acuacultura del Estado de Sonora, México, y
transportada via aérea a Barra de Navidad, Jalisco,
México (19° 1 2" 50" y 19° 12" 15" N; 104° 39"
10" y 104° 41" 07" O), en donde se ubica el Labo-
ratorio de Ciencias Marinas. Segun Phleger (1969)
la geomorfologia de la laguna de Barra de Navidad
es caracteristica de una laguna costera tipica, cuyo
clima esta clasificado dentro de los calidos subhime-
dos con lluvias en verano (Garcia 1981). Los sustra-
tos presentes en la laguna son predominantemente
blandos a duros, distribuidos de menor a mayor ta-
mafio en grano desde la zona posterior a la laguna
hacia la boca en comunicacién con el mar (Sandoval
1985). El sitio de cultivo, hacia la parte media de la
laguna, presenta una profundidad promedio de 2.5
metros en marea alta, y el sustrato es una mezcla
de particulas limo-arcillosas.

Las semillas fueron aclimatadas a la tempera-
tura natural del agua de la laguna, como sugirieron
Gallo-Garcia et al. (2001). Posteriormente, los os-
tiones fueron distribuidos aleatoriamente (n = 400
ostiones) en bolsas de malla mosquitera (3 mm de
luz de malla). Tres bolsas (n = 3 repeticiones por
tratamiento) fueron colocadas en cada canasta os-
tricola (50 cm de largo x 50 cm de ancho x 10 cm
de alto). Las bolsas fueron etiquetadas de acuerdo
al namero de repeticién y tratamiento. Hasta cinco
canastas con los sobres en su interior fueron ensam-
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Tabla 1. Identificacién de los tratamientos experimentales (n = 400 por repeticién, tres repeticiones por tratamiento). Una
solucién de cal al 0.2 % se us6 para todos los tratamientos (*S. T. = sin tratamiento).
Table 1. Identification of experimental treatments (n = 400 per replicate, three replicates per treatment). A 0.2% lime solution

was used for all treatments (* S. T. = no treatment).

Frecuencia de aplicacién (dias) Tiempo de inmersién (segundos)

Tratamientos

Ca(OH)2 7
14
21
28

Control S. T.*

30, 60, 300, 600
30, 60, 300, 600
30, 60, 300, 600
30, 60, 300, 600

7/30, 7/60, 7/300, 7/600
14/30, 14/60, 14/300, 14/600
21/30, 21/60, 21/300, 21/600
28/30, 28/60, 28/300, 28/600
S. T.* Control

bladas para formar cuatro médulos experimentales,
tres médulos con cinco canastas (una por cada fre-
cuencia de exposicion mas una canasta extra para
una de las tres repeticiones del grupo control) y
un médulo con cuatro canastas. Las unidades ex-
perimentales fueron suspendidas con cuerdas en un
sistema de cultivo flotante (“linea-madre”) y mante-
nidas a una profundidad aproximada de 0.3 m por
encima del fondo. Las unidades fueron transporta-
das cada semana al laboratorio para limpiar las ca-
nastas y cuerdas con agua dulce a presién suave, y
posteriormente aplicar los tratamientos. Después del
manejo, las bolsas fueron colocadas en las canastas,
y estas, cambiadas de orden en su respectiva unidad
experimental para permitir que los animales en ella
fueran suspendidos en diferente posiciéon con rela-
cién a la distancia del fondo de la laguna durante
el tiempo del cultivo. Semanalmente, la temperatu-
ra del agua, salinidad y pH fueron medidas al final
del manejo. El experimento tuvo una duracién de 20
semanas (enero a mayo).

Tratamientos experimentales

Para evaluar el efecto de la cal (Cal Perla®),
México) en el control de gusanos, los ostiones fue-
ron expuestos a una solucién al 0.2 % de Ca(OH)2 a
diferentes frecuencias (cada 7, 14, 21 y 28 dias), du-
rante 30, 60, 300 y 600 segundos en cada frecuencia
(Tabla 1). Los bafios de inmersién con la cal fue-
ron preparados en contenedores independientes de
plastico y estos fueron aplicados desde la siembra
a todos los tratamientos. Las tres repeticiones de
cada tratamiento fueron colocadas de nuevo en las
canastas después del bafio. El grupo control, con
tres repeticiones, no fue expuesto a la cal durante

todo el experimento. Todos los animales fueron indi-
vidualmente contados, medidos (0.01 cm) y pesados
(0.01 g) al final del tiempo de cultivo, mientras que
el crecimiento diario y las medias finales de la lon-
gitud y peso totales por tratamiento, se obtuvieron
con una muestra aleatoria de 20 ostiones por bolsa
cada semana. El incremento en el crecimiento diario
(CD), expresado en el porcentaje de la ganancia en
peso por dia (g dia~!) para cada tratamiento, fue
calculado como

_ | =1/ peso himedo final \

D= |: \/(peso himedo inicial) 1:| x 100
donde n = dias de cultivo (Coutteau et al. 1994).
Una muestra de 20 animales por repeticion de cada
tratamiento fue sacrificada al final del cultivo para

obtener visualmente, el niimero de ampollas de lodo
por ostién.

Analisis estadistico

Antes de analizar los datos se verificaron su-
puestos de normalidad (coeficiente de asimetria y
curtosis) y homocedasticidad de varianzas (Prueba
de Cochran C; p = 0.4602). La deteccién de dife-
rencias entre las medias del nimero de ampollas de
los tratamientos y el grupo control fueron estimadas
con un analisis de varianza (ANDEVA). Posterior-
mente, se hizo una prueba de Fisher para identificar
aquellas medias estadisticamente diferentes (Sokal
& Rohlf 2000).

Por otro lado, se realiz6 un ANDEVA multi-
factorial para encontrar efectos significativos de los
factores tiempo de inmersién (niveles: 30, 60, 300 y
600 seg) y frecuencia de aplicacién (niveles: 7, 14,
21 y 28 dias) de la cal sobre la variable nimero de
ampollas, asi como para detectar la interaccién entre
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estos dos factores. Posteriormente, las medias esta-
disticamente diferentes se identificaron mediante un
analisis de Fisher. Los resultados de la superviven-
cia fueron transformados a logiy para que la vari-
anza fuera independiente a la media (Reyes 1982).
Todos los analisis se realizaron con un nivel de sig-
nificancia de 95 % con el programa computacional
Statgraphics Plus versién 5.0 (Anénimo 1990).
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Figura 1. Promedio semanal de temperatura (°C), salinidad
(ups) y pH en el sitio de cultivo (ll = temperatura, ¢ = sa-
linidad, @ = pH).

Figure 1. Weekly mean temperature (°C), salinity (ups) and pH
in the culture site (ll = temperature, ¢ = salinity, ¢ = pH).

RESULTADOS

Los parametros de calidad de agua registrados
durante todo el experimento mostraron fluctuacio-
nes desde 23 hasta 28 °C para la temperatura, de
27 a 33 unidades practicas de salinidad (ups) y 7.5
a 8.3 unidades para el pH (Figura 1).

En promedio, la cantidad de ampollas por os-
tion fluctué desde 1.32 + 0.60 para el grupo 7/600,
hasta 2.92 £ 0.36 para el tratamiento 21/60 (Tabla
2). El grupo control (2.33 £ 0.35) present6 diferen-
cias significativas con los tratamientos 7/600 (1.32
+ 0.60) y 21/600 (1.51 + 0.35), en los cuales se
registr6 el menor nimero promedio de ampollas (p
= 0.0029; F = 3.07). El tiempo de inmersién sobre
el nimero promedio de ampollas resulté significa-
tivo (F = 8.18; p = 0.0003). Las frecuencias de
aplicacién no tuvieron un efecto significativo sobre
el namero de ampollas (F = 2.43; p = 0.083). El
tiempo de inmersién de 600 segundos fue estadisti-
camente diferente a los demas tiempos (LSD; p <
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0.05). Entre los factores tiempo y frecuencia no se
estimé interaccién (F = 1.76; p = 0.1156).

Los ostiones de todos los tiempos de inmer-
sién a una frecuencia de aplicacién de siete dias mos-
traron los valores promedio de CD mas bajos (Figu-
ra 2). El crecimiento diario promedio mas alto fue
registrado para el grupo 14/600 (5.57 + 0.15%),
mientras que el valor mas bajo fue obtenido pa-
ra el tratamiento 7/600 (4.20 + 0.76 %). El peso
hamedo de los ostiones varié desde 6.07 &+ 1.69 g
para el grupo 21/60, hasta 13.01 + 2.74 g para el
tratamiento 14/600, mientras que su longitud total
fluctué de 28.17 4+ 4.40 mm para el grupo 28/600,
hasta 47.97 + 4.31 mm para el tratamiento 7/600.
En general, los ostiones de todos los tiempos de in-
mersidén con una frecuencia de aplicacién de cal de
siete dias registraron los valores minimos (Figura 3).

La supervivencia promedio final mas baja
(9.95 %) fue registrada para el grupo 7/600, mien-
tras que el valor mas alto (23.89 %) fue obtenido
para el tratamiento 14/300 (Figura 4). El valor pro-
medio de la supervivencia final para todos los trata-
mientos fue de 15.72 + 3.89 %.

DISCUSION

Gallo-Garcia et al. (2001) mencionaron que
la presencia de gusanos epibiontes es un problema
comin en el cultivo de ostién, ya que estos organis-
mos presentan una distribucién cosmopolita (Blake
1996; Martin & Britayev 1998). Aunque la aplica-
cién de cal para controlar la poblacién de gusanos
en las granjas comerciales de ostién es una practica
comun en muchos paises del mundo, esta se ha usa-
do de forma empirica, y la informacién cientifica con
relacién a su eficiencia y optimizacion es escasa. Tra-
bajos previos in vitro y en el campo (Garcia-Ulloa et
al. 2003; Gallo-Garcia et al. 2004) han indicado que
bafios de inmersién en una solucién de hidréxido de
calcio al 0.2% [Ca(OH)2], redujeron y controlaron
los gusanos barrenadores de concha en el ostién C.
gigas, pero su aplicacién necesita atn ser mejorada
para propésitos comerciales. El presente trabajo fue
disefiado para optimizar el uso de la cal, con la apli-
cacién de una solucién de hidréxido de calcio a la
misma concentracién, pero variando su frecuencia
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Figura 2. Valores finales promedio del crecimiento diario en peso (incremento del porcentaje en gramos por dia) de Crassostrea gigas
cultivado por cinco meses y tratados con una solucién de cal al 0.2% en diferentes tratamientos de frecuencia de aplicacién (dias) y del
tiempo de inmersién (A =30s; B=60s; C =300s; D =600 s) (barras verticales = desviacién estandar).

Figure 2. Mean final values of daily growth in weight (percentage increase in grams per day) of Crassostrea gigas cultured during five
months and treated with a 0.2% lime solution at different application frequencies (days) and immersion times (A =30s; B=60s; C =

300 s; D = 600 s) (vertical bars = standard deviation).

de aplicacién y el tiempo de inmersidon. Los para-
metros medidos en este experimento, temperatura,
salinidad y pH, resultaron similares a los obtenidos
en estudios previos en el mismo lugar de cultivo de
la laguna (Gallo-Garcia et al. 2001; Gallo-Garcia et
al. 2004). Esta similitud sugiere que la presencia de
gusanos barrenadores encontrada en el cultivo de os-
tién no fue aparentemente afectada por la variacién
de tales parametros, lo que coincide con las observa-
ciones de Chavez-Zazueta (2003), quien indicé que
los poliquetos han sido habitantes permanentes en
el cultivo de ostién practicado en esa laguna. De
hecho, la temperatura y la salinidad son reconoci-
das como factores primarios en la determinacién de
la abundancia de gusanos (Lauckner 1983). Para el
caso de la temperatura, los valores minimos de la
prevalencia de poliquetos fueron relacionados con
las temperaturas mas bajas en cada lugar de culti-

vo (Caceres-Martinez et al. 1998; Gallo-Garcia et al.
2004). Mientras que para la salinidad, Almeida et al.
(2000) y Calvo et al. (2000) destacaron la importan-
cia de altas concentraciones de salinidad como un
factor que incrementa la actividad de los gusanos
habitantes de tubos y que promueve que los ostio-
nes sean infestados. El nimero promedio de ampo-
llas de lodo encontrado en el grupo control sugiere
que la temperatura, salinidad y pH registrados du-
rante todo el tiempo experimental fueron adecuados
para promover la presencia de gusanos en el cultivo
de ostion.

El namero promedio de ampollas de lodo en
el control fue bajo, en comparacién con otro trabajo
realizado en la misma laguna, en el cual se registréd
un promedio de mas de 12 ampollas por ostién en el
grupo sin tratamiento (Gallo-Garcia et al. 2004). En
el presente trabajo, el nimero de ampollas mas ba-
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Figura 3. Longitud total y peso himedo promedio finales de Crassostrea gigas cultivado por cinco meses y tratados con una solucién de cal
al 0.2%. El tiempo de inmersién y la frecuencia de aplicacién varié en segundos y dias, respectivamente. B = longitud (cm); 4 = peso (g).
Figure 3. Mean final total length and wet weight of Crassostrea gigas cultured during five months and treated with a 0.2 % lime solution.
Immersion time and application frequency varied in seconds and days, respectively. Bl = length (cm); ¢ = weight (g).

Tabla 2. Namero promedio final de ampollas de lodo en valvas de ostiones (+ desviacién es-
tandar) tratados con una solucién de cal al 0.2%. El tiempo de inmersién y la frecuencia de
aplicacién varié en segundos y dias, respectivamente.

Table 2. Mean final number of mud blisters on oyster shells (+ standard deviation) treated with
a 0.2% lime solution. Immersion time and application frequency varied in seconds and days,

respectively.

Tiempo de inmersién

Frecuencia de aplicaciéon

7 14 21 28
30 253 £035 283+015 181 +£045 225+0.28
60 217 £033 248 +045 292 +036 248 +0.16
300 185+ 085 250+0.13 193 +0.53 267 +0.32
600 132+ 06 160+049 152+£035 210+0.85

jo (1.32 + 0.60 ampollas por ostién) para cualquier
frecuencia de aplicacion fue observado después de
600 segundos de inmersién (Tabla 2). La exposicién
directa de los ostiones a la solucién de cal contro-
|6 en primera instancia, la presencia de barrenadores
epibiontes matandolos en la superficie externa de las
valvas, lo que coincide con las observaciones in vi-
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tro realizadas por Garcia-Ulloa et al. (2003). Avault
(1996) indicé que los gusanos pueden ser sensitivos
a los elementos quimicos encontrados en la cal, ya
que incrementa el pH (Boyd 1995) y produce un
efecto osmético adverso.

El conocimiento de las estrategias reproduc-
tivas de los gusanos de lodo puede ser considerado
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como una herramienta atil para evitar y controlar in-
festaciones en las granjas de osti6n (Lleonart 2001).
En base a las estrategias reproductivas, los gusanos
barrenadores se dividen en dos grupos: lecitotréficos
y planctotréficos. Los primeros producen larvas pe-
quefias protegidas dentro de una capsula que subsis-
ten de las reservas del vitelo. Las larvas planctotré-
ficos son de mayor talla y eclosionan como plancton
(Blake 1996). En general, las larvas de gusanos son
pelagicas por tres semanas antes de establecerse co-
mo organismos benténicos (Levin & Bridges 1994).
Blake (1996) sefiala que algunos espidnidos se re-
producen dentro de la ampolla de lodo, donde se
pueden encontrar mas de 100 larvas o cordones de
huevecillos (Lleonart 2001).

@30 secs.
60 secs.
0300 secs.
@AEO0 secs.

Supervivencia (%]

7 14 2 28

Frecuencia de aplicacidn (dias)

Figura 4. Supervivencia final promedio (%) de Crassostrea gigas
cultivado por cinco meses y tratado con una solucién de cal al
0.2%. El tiempo de inmersién y la frecuencia de aplicacién va-
rié en segundos y dias, respectivamente. Supervivencia del grupo
control = 19.36 + 5.21 % (barras verticales = desviacién estan-
dar).

Figure 4. Mean final survival (%) of Crassostrea gigas cultured
during five months and treated with a 0.2% lime solution.
Immersion time and application frequency varied in seconds
and days, respectively. Survival of the control group = 19.36 +
5.21 % (vertical bars = standard deviation).

Las vias de acceso de las ampollas hacia el
exterior pueden limitar la efectividad de cualquier
tratamiento. En el estudio de la microestructura de
conchas de ostion infestadas con Polydora sp. se
concluyé que la abertura de los tubos de lodo pue-
de bloquearse parcialmente con material calcareo y
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organico limitando el intercambio de agua hacia el
interior de la ampolla (Sato-Okoshi & Okoshi 1993).
Sin embargo, los resultados obtenidos en el presen-
te trabajo sugirieron que la solucién de cal aplicada
en un bafio de inmersion prolongado (600 segun-
dos), sin importar la frecuencia de aplicacién, puede
penetrar a través del tubo de lodo con una disminu-
cién en la cantidad de los gusanos y el nimero de
ampollas.

Los resultados del crecimiento de los ostiones
después de 20 semanas de cultivo fueron similares
entre los tratamientos, pero mayores a los registra-
dos por Gallo-Garcia et al. (2001), Chavez-Zazueta
(2003) y Gallo-Garcia et al. (2004), quienes evalua-
ron diferentes areas de la laguna (zona de influencia
marina, zona de fondo lodoso al extremo posterior
de la laguna y zona intermedia de la laguna) para es-
tudiar los sitios con posible potencial de cultivo. Las
condiciones de cultivo de cada lugar, los diferentes
tiempos de cultivo y la edad de los ostiones al inicio
de los experimentos, pudieran parcialmente explicar
las diferencias en los resultados. La supervivencia
promedio final (15.72 % para todos los grupos) no
presenté diferencias significativas (p > 0.05) entre
los tratamientos. Este porcentaje de supervivencia
resulté bajo comparado con los obtenidos por Gallo-
Garcia et al. (2001) y Gallo-Garcia et al. (2004).

Como en trabajos previos, la utilizacién de cal
fue eficiente en el control de gusanos de lodo en las
valvas de C. gigas. En base a los resultados obte-
nidos, se recomienda que los ostiones sean tratados
con cal a la concentracién examinada, durante 600
segundos al menos una vez al mes en el tiempo de
cultivo, para controlar la poblacién de gusanos.
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