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Abstract

Four-day-old postlarvae of the abalone Haliotis corrugata were exposed to different diatom densities (Navicula incerta, 0 to
8000 cells mm=2) under two illumination conditions: constant light (19-21 umol quanta m=2 s~%) and darkness. The effect of these
two factors on postlarval grazing rate, survival, and growth was evaluated. The experiment was conducted for 14 days in 10-mL
sterile wells following a split-plot experimental design with three replicates per treatment. The highest grazing rate was observed
in the 2000 cells mm~2 density treatment and it was higher in darkness (196 + 67 cells pl-* h-%) than in constant light (139 + 36
cells pl-t h™1). Mean survival was also higher in darkness (59%) than under constant light (44%), as was mean growth rate (20
and 14 um d-%, respectively). Growth rate at the end of the experimental period tended to decrease with the increase in diatom
density. Higher grazing and growth rates in darkness reinforce the hypothesis that the nocturnal habits of abalone develop soon
after metamorphosis and not at juvenile stages as usually considered.
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Resumen

Se realizd un experimento con postlarvas del abul6n Haliotis corrugata de cuatro dias de edad en dos condiciones de
iluminacién, luz continua (19 a 21 pumol quanta m=2 s!) y oscuridad, y alimentados con diferentes densidades de diatomeas
(Navicula incerta, 0 a 8000 cél mm=2), para evaluar el efecto de estos dos factores sobre la tasa de pastoreo, la supervivencia, y
la tasa de crecimiento postlarvales. El experimento se llevo a cabo durante 14 dias en camaras estériles de 10 mL siguiendo un
disefio de parcelas divididas con tres réplicas por tratamiento. EI promedio méaximo de la tasa de pastoreo se presenté con una
densidad de 2000 cél mm-2, siendo mayor en la oscuridad (196 + 67 cél pl-* h=) que en la luz (139 + 36 cél pI-* h1). El promedio
de supervivencia también fue mayor en la oscuridad (59%) que en la luz (44%), al igual que la tasa media de crecimiento (20 um
d-y 14 um d-%, respectivamente). Al final del periodo experimental la tasa de crecimiento tendié a disminuir con el aumento de
la densidad de diatomeas. Las mayores tasas de pastoreo y crecimiento en la oscuridad refuerzan la hipétesis de que los habitos
nocturnos en los abulones se desarrollan poco después de la metamorfosis y no hasta estadios juveniles como generalmente se
considera.

Palabras claves: abulén, crecimiento, Haliotis corrugata, oscuridad, postlarvas.

Introduction

Juvenile and adult abalone have nocturnal habits and their
most active feeding period begins at dusk and continues until
they are satiated (Leighton 2000). Research conducted on juve-
niles and adults of different species of abalone has shown that
in a dark environment the feeding rate can be from 0.9% to
24.1% higher and the growth rate from 16% to 259% higher
than under light conditions (Kim et al. 1997, Huchette 2003,
Garcia-Esquivel et al. 2007). Whether postlarval abalone have
similar nocturnal habits as those of juvenile and adult abalone
is not known; however, experiments have shown that the
grazing rate of 6-day-old Haliotis rufescens postlarvae is 37%

113

Introduccion

Los abulones juveniles y adultos tienen habitos nocturnos y
su periodo de alimentacion mas activo inicia al oscurecer y
continda hasta saciarse (Leighton 2000). Los estudios realiza-
dos con juveniles y adultos de diferentes especies de abuldn
han demostrado que la tasa de alimentacién puede ser de 0.9%
a 24.1% mayor en cultivos en la oscuridad con respecto a culti-
vos en la luz. La tasa de crecimiento también puede alcanzar
valores entre 16% y 259% mayores en la oscuridad (Kim et al.
1997, Huchette 2003, Garcia-Esquivel et al. 2007). Se desco-
noce si las postlarvas de abulén tienen habitos nocturnos simi-
lares a los abulones juveniles y adultos; sin embargo, a nivel
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higher in the dark than in the light (19-33 pumol quanta m= s%)
(Searcy-Bernal and Gorrostieta-Hurtado 2007).

Growth of Haliotis fulgens postlarvae is favored by low
intensity light (6 umol quanta m= s) (Searcy-Bernal et al.
2003), while H. rufescens postlarvae grow up to three times
more in the dark than in the light, an effect that can be observed
since the first week of age (Gorrostieta-Hurtado and Searcy-
Bernal 2004, Searcy-Bernal and Gorrostieta-Hurtado 2007). In
general, postlarval growth depends on the amount of food
supplied, but this dependency can also be modified by the illu-
mination provided. Gorrostieta-Hurtado and Searcy-Bernal
(2004) found that under constant dark conditions the growth
rate of 2- to 12-day-old H. rufescens postlarvae was greater at a
density of the diatom Navicula incerta of 1000 cells mm=2,
remaining more or less constant until 3000 cells mm=, as
opposed to under constant light conditions, when the growth
rate was similar at diatom densities of 250 to 3000 cells mm-2.
In a second evaluation, these authors found that growth of 12-
to 20-day-old postlarvae increased in the dark until the maxi-
mum density tested (3000 cells mm-2), but under constant light
postlarval growth was similar at different diatom densities.

The increase in grazing and growth rates of H. rufescens
postlarvae in darkness suggests that abalone can develop
nocturnal habits shortly after metamorphosis; that is, long
before reaching the late juvenile stage as had been considered
until now. This study therefore aims to determine the grazing,
survival, and growth rates of Haliotis corrugata postlarvae (fed
on densities of up to 8000 cells mm-2 of N. incerta) during the
first two weeks of age under dark and light conditions, and to
evaluate whether these rates are favored by darkness.

Material and methods

Haliotis corrugata larvae were obtained in December 2002
from a commercial farm (B.C. Abalone, Ejido Eréndira, Baja
California, Mexico), and the diatom N. incerta was provided
by the Microalgal Laboratory at the Institute of Oceanological
Research of the University of Baja California (UABC).

Larval metamorphosis was induced by 1.5 uM gamma-
aminobutyric acid (GABA) (Searcy-Bernal and Anguiano-
Beltran 1998). After one day a mixture of Nitzschia sp.,
Amphora sp., and N. incerta diatoms was supplied as postlar-
val feed until the beginning of the experiment. Ultraviolet-
irradiated, 1-um filtered seawater was changed daily.

The effect of darkness and light, as well as of five different
densities of the diatom N. incerta on grazing rate, survival, and
growth of H. corrugata postlarvae was evaluated using a split-
plot experimental design (Steel et al. 1997). The experimental
system consisted of six cell culture plates with six 10-mL wells
(9.45 cm?, Falcon 3046), maintained at 17 + 1°C. Five wells of
each plate were inoculated with diatom densities of 0, 500,
750, 1000, and 2000 cells mm-2. One day later, between 10 and
14 four-day-old postlarvae were transferred using a brush to
each well, after having been starved for 12 h. For the dark con-
dition, three culture plates were individually covered with a
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experimental se ha encontrado que la tasa de pastoreo de las
postlarvas de Haliotis rufescens de seis dias de edad es 37%
mayor en condiciones de oscuridad que en la luz (19-33 umol
quanta m-2 s) (Searcy-Bernal y Gorrostieta-Hurtado 2007).

El crecimiento de las postlarvas de Haliotis fulgens es favo-
recido por la luz de baja intensidad (6 umol quanta m2 s?)
(Searcy-Bernal et al. 2003) y las postlarvas de H. rufescens
crecen hasta tres veces mas en la oscuridad que en la luz. Este
efecto se puede observar desde la primera semana de edad
(Gorrostieta-Hurtado y Searcy-Bernal 2004, Searcy-Bernal y
Gorrostieta-Hurtado 2007). En general, el crecimiento de las
postlarvas depende de la cantidad de alimento suministrado,
pero esta dependencia también se puede modificar por la ilumi-
nacién proporcionada. Gorrostieta-Hurtado y Searcy-Bernal
(2004) encontraron que en condiciones de oscuridad la tasa de
crecimiento de las postlarvas de H. rufescens de 2 a 12 dias de
edad es mayor a una densidad de la diatomea Navicula incerta
de 1000 cél mm=2, y se mantiene mas 0 menos constante hasta
3000 cél mm-2, a diferencia de la condicién de luz, donde la
tasa de crecimiento fue similar en densidades de diatomeas de
250 a 3000 cél mm-2, En un segundo periodo de evaluacion,
estos autores reportan que las postlarvas de 12 a 20 dias de
edad incrementaron su crecimiento hasta la densidad méxima
probada (3000 cél mm2) en la oscuridad, mientras que en con-
diciones de luz el crecimiento fue similar con diferentes densi-
dades de diatomeas.

El incremento de las tasas de pastoreo y de crecimiento
postlarval de H. rufescens en condiciones de oscuridad son ele-
mentos que sugieren que los abulones pueden desarrollar habi-
tos nocturnos poco después de la metamorfosis; es decir,
mucho antes de llegar a la etapa juvenil tardia como se ha con-
siderado hasta ahora. Este trabajo se realiz6 con la finalidad de
conocer la tasa de pastoreo, supervivencia y tasa de creci-
miento de las postlarvas de Haliotis corrugata durante las dos
primeras semanas de edad en condiciones de oscuridad y luz,
alimentadas con densidades de hasta 8000 cél mm= de N.
incerta, para determinar si estas tasas son favorecidas por las
condiciones de oscuridad.

Materiales y métodos

Las larvas de H. corrugata fueron suministradas en diciem-
bre de 2002 por la granja comercial BC Abalone, localizada en
el Ejido Eréndira, Baja California, México. Las diatomeas N.
incerta fueron proporcionadas por el Laboratorio de Microal-
gas del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (110) de la
Universidad Auténoma de Baja California (UABC).

La metamorfosis larval se indujo con acido gamma-amino-
butirico (GABA) 1.5 uM (Searcy-Bernal y Anguiano-Beltran
1998). Un dia después se agregd una mezcla de diatomeas
Nitzschia sp., Amphora sp. y N. incerta, como alimento de las
postlarvas hasta el inicio del experimento. Se realizaron recam-
bios de agua diarios con agua de mar filtrada hasta 1 um e irra-
diada con luz ultravioleta.
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black polyethylene bag, and for the light condition, three plates
were illuminated by fluorescent light at 20 + 1 umol quanta m-2
s7L. The seawater in each well was changed daily (10 mL of 1-
um filtered, ultraviolet-irradiated, sterilized seawater).

After seven days of treatment, the diatom biofilm was
removed with a brush and rinsed in seawater. Densities of 0,
1000, 2000, 4000, and 8000 cells mm-2 of N. incerta were then
reinoculated into the wells containing 0, 500, 750, 1000, and
2000 cells mm=2, respectively, to compensate for postlarval
growth. Postlarvae were maintained in these conditions for
another seven days.

To estimate the initial grazing rate, after 2 h of having
placed the postlarvae in the culture vessels the cleared area of
the diatom biofilm was recorded using a video camera (Sony
SSC-C374) connected to an inverted microscope (Meiji
Techno). The images were digitized using the Hauppauge
WinTV USB program for Windows. An inverted microscope
was used to count the diatoms in the biofilm and in three
randomly-selected fields (0.031 mm?) of the cleared area. To
avoid overestimating the grazing rate, the density of diatoms in
the cleared area was subtracted from the density of diatoms in
the biofilm. The grazing rate (cells pl-* h-t) was obtained as
follows:

(Cleared area) (Diatom density)
(Grazing time)(Number of postlarvae)

Grazing rate =

Survival percentage was determined by counting live post-
larvae after 6 and 14 days (10 and 18 days of age). To deter-
mine the growth rate, the length of postlarvae was recorded on
days 0, 8, and 14 (4, 12, and 18 days of age). The measure-
ments and counting (cleared area, length and number of dia-
toms) were made using the Scion Image (4.0.2) program.

To evaluate the effect of constant light and darkness, the
density of N. incerta, and the interaction of these factors on
postlarvae, a split-plot analysis of variance was performed
using JMP software (version 3.2.6, SAS Institute Inc.). Sur-
vival percentages were arcsine square-root transformed before
the analysis of variance. Statistical tests were performed with a
significance level of 0.05. Tukey’s test was applied after the
significance analyses. When the interaction was significant the
tests were conducted separately for each factor (Steel et al.
1997).

Results
Grazing rate

The maximum mean grazing rate value was found in the
2000 cells mm= density treatment, both in constant light
(139 + 36 cells plI-* h™) and in darkness (196 + 67 cells pl-* h)
(fig. 1). No significant differences were detected in relation to
the light-dark factor, though in three of the four diatom
densities grazing was higher in darkness. Significant
differences were found in relation to diatom density (table 1):
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Se analiz6 el efecto de la condicion de luz y oscuridad asi
como de cinco diferentes densidades de diatomeas N. incerta
sobre la supervivencia, la tasa de pastoreo y el crecimiento
mediante un disefio experimental de parcelas divididas (Steel
et al. 1997). El sistema experimental consistié de seis cajas de
cultivo celular con seis camaras con capacidad de 10 mL (9.45
cm?, Falcon 3046) que fueron mantenidas a 17 + 1°C. Se inocu-
laron cinco cdmaras de cada caja con diatomeas a densidades
de 0, 500, 750, 1000 y 2000 cél mm=2y un dia después se trans-
firieron con un pincel de 10 a 14 postlarvas de cuatro dias de
edad a cada una de las camaras, después de mantenerlas
durante 12 h en inanicion. Las tres cajas de cultivo en condi-
ciones de oscuridad fueron cubiertas individualmente con una
bolsa de polietileno negro y las cajas en condiciones de luz
estuvieron iluminadas por luz fluorescente a 20 + 1 pmol
quanta m=2 s, A cada camara se le cambié el agua de mar dia-
riamente con 10 mL de agua de mar filtrada hasta 1 pum, irra-
diada con luz ultravioleta y esterilizada.

Después de siete dias en el tratamiento, con un pincel se
elimind la biopelicula de diatomeas y se enjuagé con agua de
mar para posteriormente reinocular densidades de 0, 1000,
2000, 4000 y 8000 cél mm=de N. incerta en las cAmaras de 0,
500, 750, 1000 y 2000 cél mm2, respectivamente, para com-
pensar el crecimiento postlarval. Las postlarvas permanecieron
en estas condiciones durante otros siete dias.

Para estimar la tasa de pastoreo inicial se videograbo el
area clareada de la biopelicula de diatomeas después de 2 h de
colocar las postlarvas en los recipientes, mediante una cadmara
de video (Sony SSC-C374) conectada a un microscopio inver-
tido (Meiji Techno) y las imagenes fueron digitalizadas en una
computadora con el programa WinTV Hauppauge USB para
Windows. Posteriormente, con ayuda de un microscopio
invertido, se contaron las diatomeas presentes en la biopelicula
y en tres campos (0.031 mm?) del area clareada, seleccionados
al azar. Para evitar sobreestimar la tasa de pastoreo se resto la
densidad de diatomeas del area clareada a la densidad de diato-
meas de la biopelicula. La tasa de pastoreo (cél pl* h) se
obtuvo mediante:

_ (Area clareada) (Densidad de diatomeas)
(Tiempo de pastoreo)(No. de postlarvas)

Tasa de pastoreo

El porcentaje de supervivencia se evalué por conteo directo
de las postlarvas a los 6 y 14 dias (10 y 18 dias de edad). Para
evaluar la tasa de crecimiento se realizaron videograbaciones
de la longitud de las postlarvas a los 0, 8 y 14 dias (4, 12 y 18
dias de edad). Las mediciones y conteos (area clareada, longi-
tud y nimero de diatomeas) se realizaron con el programa
Scion Image (4.0.2).

Para evaluar el efecto de las condiciones de luz y oscuridad,
la densidad de N. incerta y la interaccién de estos factores en
las postlarvas, se llevd a cabo un analisis de varianza de parce-
las divididas utilizando el programa JMP (versién 3.2.6, SAS
Institute Inc.). Los porcentajes de supervivencia fueron trans-
formados a la raiz cuadrada de su arco seno antes del analisis



Ciencias Marinas, Vol. 35, No. 1, 2009

300 -
o Light

® Dark

250 1
200
150 4
100

50

Grazing rate (cells pI=" h—")

O T T T 1
0 500 1000 1500 2000

Diatom density (cells mm—2)

Figure 1. Mean grazing rate (+ standard error) of four-day-old Haliotis
corrugata postlarvae cultured using different densities of Navicula incerta
and under light and dark conditions (n = 3).

Figura 1. Tasa de pastoreo media (% error estandar) de las postlarvas de
Haliotis corrugata de cuatro dias de edad en diferentes densidades de
Navicula incerta y condiciones de luz y oscuridad (n = 3).

Tukey’s test indicated that grazing was significantly higher in
the 2000 cells mm~2 than in the 500 cells mm-2 treatment.

Survival

Mean survival of the 4- to 10-day-old postlarvae was
greater than 83% and there were no significant differences
among treatments (fig. 2, table 1). During the second week (10
to 18 days of age), mean survival was significantly greater in
the dark (63%) than in the light (43%) (fig. 2, table 1), with
highest survival occurring at diatom densities of 2000 and
1000 cells mm~2 under dark and light conditions, respectively
(fig. 2). Cumulative survival for the entire experiment was
almost identical to that of the second period.

Growth rate

Postlarval length was generally greater under dark condi-
tions (fig. 3), and significant differences were observed on day

Table 1. Split-plot analysis for grazing rate, survival, and growth rate.

de varianza. Las pruebas estadisticas se efectuaron con un nivel
de significancia de 0.05. Después de los analisis de significan-
cia se realizaron pruebas de Tukey. Cuando se encontré que la
interaccion era significativa se realizaron pruebas por separado
para cada factor (Steel et al. 1997).

Resultados
Tasa de pastoreo

El promedio maximo de la tasa de pastoreo se observé en el
tratamiento con 2000 cél mm2, tanto en la luz (139 + 36 cel
pl-* h-t) como en la oscuridad (196 + 67 cél pl-* h-1) (fig. 1). No
se detectaron diferencias significativas con respecto al factor
luz-oscuridad; sin embargo, en tres de las cuatro densidades de
diatomeas el pastoreo fue mayor en la oscuridad. Con respecto
a la densidad de diatomeas las diferencias fueron significativas
(tabla 1) y la prueba de Tukey indic6 que el pastoreo en presen-
cia de 2000 cél mm2 fue significativamente mayor que con
500 cél mm-2,

Supervivencia

El promedio de supervivencia de las postlarvas de 4 a 10
dias de edad fue superior a 83% y no se observaron diferencias
significativas entre tratamientos (fig. 2, tabla 1). Durante la
segunda semana (edades de 10 a 18 dias) la supervivencia
media fue significativamente mayor en la oscuridad (63%) que
en la luz (43%) (fig. 2, tabla 1). En este segundo periodo la
mayor supervivencia en la oscuridad se di6 con 2000 cél mm-2
y en la luz con 1000 cél mm-2 (fig. 2) de diatomeas. La supervi-
vencia acumulada durante todo el experimento fue casi idén-
tica a la del segundo periodo.

Tasa de crecimiento

En general la longitud de las postlarvas fue mayor en el
tratamiento en la oscuridad (fig. 3). Estas diferencias fueron

Tabla 1. Anélisis de parcelas divididas para la tasa de pastoreo, la supervivencia y la tasa de crecimiento.

Experimental Postlarval Light-dark Density of Interaction
period age condition Navicula incerta (d.f. =5, 20)
(days) (days) df.=(1,4) d.f. = (5, 20)
F F P F P
Grazing 2h 4 2.64 5.35 7 %1073 0.95 0.43
Survival 0-6 4-10 0.05 0.81 0.53 2.33 0.09
6-14 10-18 11.97 0.025 2.64 0.06 2.53 0.07
0-14 4-18 4.07 0.114 2.19 0.105 1.69 0.18
Growth 0-8 4-12 12.03 0.025 39.01 4x10° 22.14 4 %107
8-14 12-18 77.07 9x10™* 4.32 0.01 10.8 8 x10°
0-14 4-18 70.27 0.001 24.09 2x107 41.39 2x10°
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Figure 2. Mean survival percentage (& standard error) of Haliotis corrugata
postlarvae of different ages (days) after settlement (n = 3).

Figura 2. Porcentaje medio de supervivencia ( error estandar) de las
postlarvas de Haliotis corrugata de distintas edades (dias) después del
asentamiento (n = 3).

12 (F =6.012, P =0.021) and at the end of the experiment (F =
9.143, P = 0.006), when length in darkness was 17.6% greater
than in constant light. Mean growth rate was 14 and 20 um d-*
in the light and dark, respectively, and differed significantly
from all the factors and in all the periods assessed (table 1).

During the first period of evaluation (4 to 12 days of age),
postlarval growth rate in darkness increased as the density of
diatoms increased, until reaching a maximum of 28 um d-! in
the 750 cells mm- treatment. Tukey’s test showed that organ-
isms exposed to diatom densities of 500 to 1000 cells mm=
presented a similar growth, which was higher than in the 0 and
2000 cells mm-=2 treatments (fig. 4). Under light conditions,
growth rate in the different diatom densities was almost con-
stant (between 15 and 20 um d-?) (fig. 4).

Postlarval growth rate in darkness during the second period
of evaluation (12 to 18 days of age) decreased as the density of
diatoms increased (fig. 4). Maximum growth rate (28 um d-)
occurred in the 1000 cells mm-2 treatment. Tukey’s test showed
that postlarvae cultured in the dark and not fed exhibited lower
growth than those exposed to diatom densities of 1000 and
2000 cells mm= (fig. 4). Growth rate under light conditions
tended to decrease as the diatom density increased, though it
showed a slight increase in the highest density treatment.
Tukey’s test indicated differences between the postlarval
growth rates in the 0 and 4000 cells mm~2 treatments.

Total growth rate of fed postlarvae tended to decrease as
the diatom density increased (fig. 4). Maximum growth rate
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Figure 3. Mean length (+ standard error) of Haliotis corrugata postlarvae
throughout the experimental period under light and dark conditions,
averaging the data of the different diatom density treatments (n = 15).
Figura 3. Longitud media de las postlarvas (* error estandar) de Haliotis
corrugata a lo largo del periodo experimental en condiciones de luz y
oscuridad, promediando los datos de las distintas densidades de
diatomeas (n = 15).

significativas al dia 12 (F = 6.012, P = 0.021) y al final del
experimento (F = 9.143, P = 0.006), cuando la longitud en la
oscuridad fue 17.6% mayor que bajo luz continua. La tasa
media de crecimiento fue de 14 um d*y 20 um d*enlaluzy
en la oscuridad, respectivamente, y difirié significativamente
respecto a todos los factores y en todos los periodos evaluados
(tabla 1).

Durante el primer periodo de evaluacion (edades de 4 a 12
dias), las postlarvas en la oscuridad incrementaron su tasa de
crecimiento al aumentar la densidad de diatomeas, hasta alcan-
zar un maximo de 28 um d-! con la densidad de 750 cél mm-2,
La prueba de Tukey mostré que los organismos alimentados
con 500 y 1000 cél mm-2 presentaron un crecimiento similar, y
éste fue mayor que en los tratamientos con 0 y 2000 cél mm2
(fig. 4). En la luz la tasa de crecimiento con las diferentes den-
sidades de diatomeas fue casi constante (entre 15y 20 um d*)
(fig. 4).

La tasa de crecimiento de las postlarvas cultivadas en la
oscuridad durante el segundo periodo de evaluacién (edades de
12 a 18 dias) disminuy6 al aumentar la densidad de diatomeas
(fig. 4). La tasa de crecimiento maxima (28 um d-*) se present6
con 1000 cél mm-2 de diatomeas. La prueba de Tukey mostré
que las postlarvas cultivadas en la oscuridad y que no fueron
alimentadas tuvieron un crecimiento menor que las cultivadas
con 1000 y 2000 cél mm-= (fig. 4). La tasa de crecimiento en la
condicidén de luz tendié a disminuir con el incremento de la
densidad de diatomeas; sin embargo, mostré un ligero incre-
mento con la mayor densidad. La prueba de Tukey indicé dife-
rencias entre las tasas de crecimiento de las postlarvas
cultivadas con 0 y con 4000 cél mm-2,

La tasa de crecimiento total de las postlarvas con alimento
tendio a disminuir con el incremento de la densidad de diato-
meas (fig. 4). La tasa de crecimiento maxima (27 um d) se
obtuvo en el cultivo con 2000 cél mm= en la oscuridad, y la
minima (9 um d-) en las postlarvas cultivadas sin alimento en
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Figure 4. Mean growth rate (+ standard error) of Haliotis corrugata
postlarvae of different ages (days) after settlement (n = 3).

Figura 4. Tasa media de crecimiento (£ error estandar) en postlarvas de
Haliotis corrugata de distintas edades (dias) después del asentamiento (n =
3).

(27 pm d) was observed in the 2000 cells mm-2 treatment
under dark conditions, whereas the minimum (9 um d%)
corresponded to postlarvae cultured without food, also in dark-
ness. Tukey’s test revealed significant differences between the
growth rates of postlarvae cultured in darkness in the 1000 and
2000 cells mm=2 treatments and those cultured using diatom
densities of 0 and 8000 cells mm-2 (fig. 4). Under light condi-
tions, Tukey’s test indicated that growth rates in the 4000 and
8000 cells mm-2 treatments differed from those found for post-
larvae cultured without food.

Discussion
Effect of the illumination condition

Studies on different species of abalone have found that
postlarval growth is greater in dark or low light intensity envi-
ronments. For example, Haliotis rubra grew 15.65% more in
covered than in uncovered tanks (Huchette 2003), H. fulgens
grew 76.2% more at a light intensity of 6 umol quanta m-2 s
than at 49 umol quanta m=2 s (Searcy-Bernal et al. 2003), and
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condiciones de oscuridad. La prueba de Tukey mostro diferen-
cias significativas en la tasa de crecimiento de las postlarvas
cultivadas en la oscuridad y alimentadas con 1000 y 2000 cél
mm-2, con las cultivadas con 0 y 8000 cél mm-2 (fig. 4). En la
condicion de luz la prueba de Tukey indicé que las tasas de
crecimiento en los tratamientos con densidades de 4000 y 8000
cél mm~2 son diferentes de la tasa de crecimiento de las postlar-
vas que fueron cultivadas sin alimento.

Discusién
Efecto de la condicion de luz

Estudios con distintas especies de abulén han encontrado
que la condicién de oscuridad o baja intensidad de luz incre-
mentan el crecimiento postlarval. Por ejemplo, Haliotis rubra
crecié 15.65% mas en tanques sombreados que en los no som-
breados (Huchette 2003), H. fulgens creci6 76.2% mas a una
intensidad de 6 pumol quanta m- s comparado con 49 pmol
quanta m2 s (Searcy-Bernal et al. 2003) y H. rufescens puede
incrementar su crecimiento de 11.8% hasta 300% mas en la
oscuridad que en la luz (Gorrostieta-Hurtado y Searcy-Bernal
2004, Searcy-Bernal y Gorrostieta-Hurtado 2007). Los resulta-
dos de la tasa de crecimiento en este estudio con postlarvas de
H. corrugata apuntan en la misma direccién, con un incre-
mento de 42.9% en la oscuridad.

El mayor crecimiento postlarval en la oscuridad o con baja
intensidad de luz se puede deber, entre otros factores, a: (1) el
incremento de la tasa de alimentacién como un indicio que los
organismos presentan habitos nocturnos desde esta etapa; (2)
diferencias en el valor nutricional de las diatomeas en distintas
condiciones de luz; y (3) el efecto de la supersaturacion de oxi-
geno en la capa limite de la biopelicula en condiciones de luz,
que pudiera dificultar un crecimiento 6ptimo.

Gorrostieta-Hurtado y Searcy-Bernal (2004) observaron
que la produccidn de heces de postlarvas de H. rufescens fue
cualitativamente mayor en la oscuridad que en la luz y mencio-
nan que esto se puede deber a un incremento de la alimentacion
en la oscuridad. En un estudio realizado recientemente con
postlarvas de esta especie de seis dias de edad se encontro que
la tasa de pastoreo fue 37.0% mayor en la oscuridad (Searcy-
Bernal y Gorrostieta-Hurtado 2007). De forma muy similar la
tasa de pastoreo de H. corrugata de cuatro dias también se
increment6 39.7% en la oscuridad con respecto a la tasa en pre-
sencia luz.

El crecimiento en condiciones de luz-oscuridad puede estar
influenciado por el valor nutricional de las diatomeas, que
puede ser diferente dependiendo de la intensidad luminosa.
Por ejemplo, para Navicula jeffreyi se ha reportado que
contiene 30% de proteina a intensidades de luz de 4.7 pumol
quanta m=? s, mientras que disminuye a 22% en intensidades
de luz mayores (22 umol quanta m=2 s-t) (Watson et al. 2005).
En este sentido es probable que los organismos mantenidos en
la oscuridad hayan ingerido una mayor cantidad de proteina
por unidad de peso, que aquellos expuestos a la luz de manera
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H. rufescens increased growth from 11.8% to 300% more in
the dark than in the light (Gorrostieta-Hurtado and Searcy-
Bernal 2004, Searcy-Bernal and Gorrostieta-Hurtado 2007).
The growth rate results obtained in this study for H. corrugata
postlarvae follow the same pattern, with an increase of 42.9%
under dark conditions.

Greater postlarval growth in darkness or low light intensity
can be attributed, among other factors, to: (1) increased feeding
rate as an indication that they present nocturnal habits in this
stage; (2) differences in the nutritional value of diatoms under
different light conditions; and (3) the effect of oxygen super-
saturation in the boundary layer of the biofilm under light con-
ditions, which could hinder optimum growth.

Gorrostieta-Hurtado and Searcy-Bernal (2004) observed
that faecal production by H. rufescens postlarvae was qualita-
tively higher in the dark than in the light, and they mention that
this could be due to an increase in feeding in darkness. In a
recent study on 6-day-old postlarvae of this same species, the
grazing rate was found to be 37.0% higher in the dark (Searcy-
Bernal and Gorrostieta-Hurtado 2007). Similarly, the grazing
rate of 4-day-old H. corrugata postlarvae also increased 39.7%
in darkness relative to constant light exposure.

Growth under light-dark conditions may be influenced by
the nutritional value of the diatoms, which can differ depend-
ing on the light intensity. For example, a 30% protein content
has been reported for Navicula jeffreyi at light intensities of
4.7 umol quanta m=2 s, decreasing to 22% at higher light
intensities (22 umol quanta m-? s-1) (Watson et al. 2005). Thus,
organisms maintained in the dark most likely received a higher
amount of protein per unit of weight ingested than those
exposed to constant light. On the other hand, N. perminuta
produces more mucus in the dark than in the light (Smith and
Underwood 1998, 2000). The mucus secreted by benthic dia-
toms can represent an important contribution to the initial
nutrition of postlarvae (Kawamura et al. 1998).

A reason for the difference in postlarval growth under
diverse illumination conditions could be that the diatom bio-
film in darkness or constant light produces different levels of
oxygen in the boundary layer as a result of the respiration and
photosynthesis of the microalgae. High light intensities cause
oxygen supersaturation in the biofilm that can affect postlarvae
(Searcy-Bernal 1996). Though there is evidence that postlarvae
can tolerate up to 150% of oxygen saturation (Loipersberger
1996), the potential sublethal effects are not known. Roberts et
al. (2007) found that oxygen supersaturation levels under light
conditions can be more extreme than oxygen subsaturation in
darkness. Despite a lack of information on the effect of low
oxygen levels, the high survival and growth values of postlar-
vae fed high diatom densities under dark conditions suggest
that there is no significant effect on them (Gorrostieta-Hurtado
and Searcy-Bernal 2004).

Under light conditions, the diatom densities greater than
4000 cells mm-~2 provided during the first two weeks of life had
a negative effect on the survival of H. rufescens (Gorrostieta-
Hurtado and Searcy-Bernal 2004) and H. corrugata postlarvae
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continua. Por otro lado, N. perminuta produce mas mucus en la
oscuridad que en la luz (Smith y Underwood 1998, 2000), y el
mucus secretado por diatomeas benténicas puede representar
un aporte muy importante en la nutricion inicial de las postlar-
vas (Kawamura et al. 1998).

La diferencia en el crecimiento postlarval en distintas con-
diciones de iluminacion se puede deber a que la biopelicula de
diatomeas en la oscuridad o en la luz propicia diferentes nive-
les de oxigeno en la capa limite como resultado de la respira-
cién y fotosintesis de las microalgas. Las intensidades altas
de luz en una biopelicula ocasionan una supersaturacién de
oxigeno que pudiera afectar a las postlarvas (Searcy-Bernal
1996). Aungue hay evidencia de que éstas pueden tolerar hasta
un 150% de saturacién de oxigeno (Loipersberger 1996), no se
conocen los efectos subletales potenciales. Roberts et al.
(2007) encontraron que los niveles de supersaturacion de
oxigeno en la luz pueden ser mas extremos que la subsatura-
cién de oxigeno en la oscuridad. Aunque no se tiene informa-
cién sobre el efecto de niveles bajos de oxigeno, los valores
altos de supervivencia y crecimiento de las postlarvas en densi-
dades altas de diatomeas en la oscuridad sugieren que no existe
un efecto negativo importante sobre éstas (Gorrostieta-Hurtado
y Searcy-Bernal 2004).

En condiciones de luz, densidades de diatomeas mayores a
4000 cél mm~2 suministradas a los organismos en las dos pri-
meras semanas de vida tienen un efecto negativo en la supervi-
vencia de las postlarvas de H. rufescens (Gorrostieta-Hurtado y
Searcy-Bernal 2004) y H. corrugata (este trabajo). Bajo estas
condiciones la supervivencia es menor a 30%, lo que podria
indicar un posible efecto de la supersaturacién de oxigeno. En
la oscuridad, la supervivencia de H. rufescens y H. corrugata
fue similar con un 6ptimo entre 70% y 90% con la densidad de
2000 cél mm-2, después de la cual la supervivencia de H.
rufescens se mantiene constante (Gorrostieta-Hurtado y
Searcy-Bernal 2004) y la de H. corrugata disminuye, pero
siempre con un promedio mayor que en los tratamientos con
luz.

Efecto de la densidad de diatomeas

Para lograr un desarrollo postlarval éptimo es necesario
suministrar la cantidad adecuada de diatomeas, la cual depende
de la tasa de pastoreo y la edad de las postlarvas. Una presion
de pastoreo debajo de la éptima incrementa la densidad de dia-
tomeas en la biopelicula y puede ocasionar tasas de supervi-
vencia bajas debido a la proliferaciéon de bacterias y
protozoarios y/o a una sobresaturacidn de oxigeno en la capa
limite (Martinez-Ponce y Searcy-Bernal 1998, Roberts et al.
2007). En contraste, si la densidad de diatomeas es baja las
postlarvas se alimentan de manera deficiente y su crecimiento
es menor que con densidades mayores (Day et al. 2004).

La actividad de pastoreo es minima durante la primera
semana de vida de las postlarvas de H. rufescens y se
incrementa abruptamente en la segunda y tercera semanas
(Martinez-Ponce y Searcy-Bernal 1998). Durante la primera
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(this study). Under these conditions, survival was less than
30%, indicating a possible effect of oxygen supersaturation. In
darkness, the survival of H. rufescens and H. corrugata was
similar, with an optimum between 70% and 90% at a diatom
density of 2000 cells mm-2, after which survival remained con-
stant for H. rufescens (Gorrostieta-Hurtado and Searcy-Bernal
2004) and decreased for H. corrugata, but with a higher mean
than in constant light.

Effect of diatom densities

To achieve optimum postlarval development it is necessary
to provide the appropriate amount of diatoms, depending on
the grazing rate and age of the organisms. A grazing pressure
below the optimum increases the density of diatoms in the bio-
film and can cause low survival rates due to the proliferation of
bacteria and protozoa, and/or oxygen supersaturation in the
boundary layer (Martinez-Ponce and Searcy-Bernal 1998,
Roberts et al. 2007). In contrast, if the density of diatoms is
low, postlarval feed intake will be deficient and growth will be
lower than at higher densities (Day et al. 2004).

Grazing activity is minimal during the first week of life of
H. rufescens postlarvae and increases abruptly in the second
and third weeks (Martinez-Ponce and Searcy-Bernal 1998).
During the first week postlarvae still use their vitelline reserve
and dissolved organic matter, but in the second and third weeks
they basically depend on bacteria and diatom mucus present in
the biofilm, and slowly increase their dependence on the inges-
tion of diatoms (Kawamura et al. 1998, Takami and Kawamura
2003).

Survival of H. corrugata postlarvae fed different diatom
densities was similar to that observed for H. rufescens
(Gorrostieta-Hurtado and Searcy-Bernal 2004). During the first
week it was high in all the diatom density treatments, but in the
second week, both species showed greater survival in most
densities under dark conditions (Gorrostieta-Hurtado and
Searcy-Bernal 2004). These differences can be partially due to
the use of the greater amount of mucus produced by diatoms in
the dark, and that its secretion most probably increases at
higher diatom densities.

Growth of H. rufescens and H. corrugata postlarvae during
the first week was significantly dependent on diatom density in
darkness; however, under constant light, this dependency was
not observed, despite the initial grazing rate increasing with
diatom density under both illumination conditions (fig. 1). This
suggests that postlarvae may be using the diatom mucus
(which can be more abundant in the dark and at higher diatom
densities) since the first week. On the other hand, it is possible
that under constant light conditions problems may exist
associated with the boundary layer that do not favor optimum
postlarval growth, even at low diatom densities.

It is interesting to note that, under dark conditions, postlar-
val growth decreased in the highest diatom density treatment
(2000 cells mm=) during the first week of the experiment
(fig. 4), even though the initial grazing rate was highest at this
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semana las postlarvas adn utilizan su reserva vitelina y materia
organica disuelta, y se ha sugerido que en la segunda y tercera
semanas dependen fundamentalmente de las bacterias y el
mucus de las diatomeas presentes en la biopelicula, incremen-
tando paulatinamente la dependencia sobre la ingestion de dia-
tomeas (Kawamura et al. 1998, Takami y Kawamura 2003).

La supervivencia de H. corrugata alimentado con diferen-
tes densidades de diatomeas fue similar a la observada en H.
rufescens (Gorrostieta-Hurtado y Searcy-Bernal 2004). En la
primera semana fue muy alta con todas las densidades de diato-
meas; sin embargo, en la segunda semana, con la mayoria de
las densidades de diatomeas se observd una supervivencia
mayor en la oscuridad para ambas especies (Gorrostieta-
Hurtado y Searcy-Bernal 2004). Estas diferencias pueden
deberse parcialmente a la utilizacién del mucus producido por
las diatomeas en mayor cantidad en la oscuridad, y cuya secre-
cién seguramente aumenta a densidades mayores de diatomeas.

El crecimiento de las postlarvas de H. rufescens y H.
corrugata durante la primera semana muestra una dependencia
significativa de la densidad de diatomeas en la oscuridad; sin
embargo, en la condicidn de luz no se observa esa dependen-
cia, a pesar que la tasa de pastoreo inicial aumenta con la den-
sidad de diatomeas en ambas condiciones de iluminacién (fig.
1). Esto sugiere que las postlarvas pueden estar utilizando el
mucus de las diatomeas desde la primera semana, el cual
pudiera ser mas abundante en la oscuridad y en densidades
altas de diatomeas. Por otro lado, es posible gue en condiciones
de iluminacién constante existan problemas asociados a la capa
limite que no favorezcan un crecimiento postlarval 6ptimo, aun
con densidades bajas de diatomeas.

Es interesante observar gque, en la oscuridad, el crecimiento
postlarval disminuy6 con la densidad mayor de diatomeas
(2000 cél mm-?) durante la primera semana del experimento
(fig. 4), a pesar de que el pastoreo inicial fue mayor a esta
densidad (fig. 1). Esto se podria deber a la subsaturacion de
oxigeno en densidades altas de diatomeas por debajo de los
niveles optimos para el crecimiento de las postlarvas en esta
etapa.

La dependencia del crecimiento postlarval de la densidad
de alimento se incrementa en la segunda semana de edad tanto
para H. rufescens (Gorrostieta-Hurtado y Searcy-Bernal 2004)
como para H. corrugata. En condiciones de oscuridad la tasa
de crecimiento se incrementa gradualmente con el aumento de
la densidad de diatomeas hasta un maximo de entre 2000 y
3000 cél mm-2 para las postlarvas de H. rufescens (Gorrostieta-
Hurtado y Searcy-Bernal 2004) y de 1000 a 2000 cél mm2
para H. corrugata. Estudios con diferentes especies de abulon
reportan diferentes efectos del aumento de la densidad de
diatomeas sobre el crecimiento postlarval en condiciones de
iluminacion constante: el crecimiento se incrementé en H.
fulgens (Searcy-Bernal et al. 2001), se mantuvo constante en
H. rufescens (Gorrostieta-Hurtado y Searcy-Bernal 2004), y
disminuyé en H. corrugata. Estas diferencias se deben
posiblemente a la tolerancia a concentraciones extremas de
oxigeno y/o a otras caracteristicas, propias de cada especie.
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density (fig. 1). This can be attributed to the subsaturation of
oxygen in high diatom densities, below the optimum levels for
postlarval growth in this stage.

The dependency of postlarval growth on diatom density
increased in the second week of age for both H. rufescens
(Gorrostieta-Hurtado and Searcy-Bernal 2004) and H.
corrugata. In darkness, the growth rate gradually increased
with the increase in diatom density until a maximum of
2000-3000 cells mm= for H. rufescens (Gorrostieta-Hurtado
and Searcy-Bernal 2004) and of 1000-2000 cells mm-=2 for H.
corrugata. Studies using different species of abalone report
different effects of increased diatom density on postlarval
growth under constant light conditions: growth increased in H.
fulgens (Searcy-Bernal et al. 2001), remained constant in H.
rufescens (Gorrostieta-Hurtado and Searcy-Bernal 2004), and
decreased in H. corrugata. These differences may be due to a
tolerance to extreme oxygen concentrations and/or to other
particular characteristics of each species.

This study provides evidence that reinforces the hypothesis
that abalone postlarvae can exhibit nocturnal habits since the
first week of age. The possible implications of these results for
the culture of this species depend on the feasibility of provid-
ing the appropriate amounts of diatoms in culture systems with
low light intensities (Gorrostieta-Hurtado and Searcy-Bernal
2004, Searcy-Bernal and Gorrostieta-Hurtado 2007).
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