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Resumen de la tesis de Vincent Montes Orozco, presentada como requisito parcial
para la obtencién del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura

Efecto de dietas monoalgales y mixtas de Isochrysis sp. y Chaetoceros
calcitrans en el desarrollo larval de Panopea generosa

Resumen elaborado por:

Vincent Montes Orozco

La almeja generosa del Pacifico (Panopea generosa) es un recurso importante en la
costa oeste de Baja California, México. Su pesqueria inici6 hace 15 afios
aproximadamente y a la fecha se ha ido incrementando significativamente. Para
prevenir la reduccién de las poblaciones naturales debido a la captura intensiva,
semillas de almeja generosa han sido producidas a través de la acuicultura para
introducirlas en &reas sobrexplotadas. Sin embargo, actualmente la informacion sobre
el uso de mezclas de microalgas en la alimentacion de larvas de Panopea generosa
es limitada. Por lo tanto, El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de dietas
monoalgales y mixtas de Isochrysis sp. y Chaetoceros calcitrans en el crecimiento y
supervivencia larval de la almeja Panopea generosa. Para ello, cada dos dias se
tomaron muestras de los cultivos larvarios en los diferentes tratamientos hasta que los
organismos alcanzaron la metamorfosis. Ademas, se obtuvieron muestras de las
microalgas Isochrysis sp. y Chaetoceros calcitrans para evaluar el peso seco organico
(PSO) y la composiciéon proximal de las dietas. Los resultados mostraron que
Isochrysis sp. tuvo mayor PSO, proteinas, carbohidratos y lipidos que C. calcitrans y la
dieta mixta. La supervivencia observada al dia 23 después de la fertilizacion fue 37%
con la dieta mixta, seguida por las dietas monoalgales de Isochrysis sp. (26%) y C.
calcitrans (4%) pero sin diferencias significativas entre los tratamientos. Sin embargo,
si se encontraron diferencias en la longitud dorso-ventral y antero-posterior, donde las
larvas alimentadas con Isochrysis sp. y la dieta mixta registraron mayor tamafio que
aquellos alimentados solo con C. calcitrans. Por lo tanto, se sugiere que la dieta
monoalgal de Isochrysis sp. y la dieta mixta pueden ser usadas en la alimentacion de
larvas de Panopea generosa.

Palabras clave: Dietas de microalgas, Panopea generosa, Desarrollo larval
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Abstract of the thesis presented by Vincent Montes Orozco as a partial requirement
to obtain the Master of Science degree in Aquaculture

Monoalgal and mixed diets of Isochrysis sp. and Chaetoceros calcitrans on
larval development of Panopea generosa

Abstract by:

Vincent Montes Orozco

The Pacific geoduck clam Panopea generosa is an important resource of northwestern
coast of Baja California, México. The fishery of this species began 15 years ago,
progressively increasing until now. To prevent the reduction of natural populations due
to intensive harvest, young clams have been produced in hatcheries and introduced in
overexploited areas. However, up to date, there are few information about Panopea
generosa larval development using mixed microalgae diets. Thus, the objective of this
study was the evaluation of mono-specific and mixed algal diets of Isochrysis sp. and
Chaetoceros calcitrans on larval growth and survival of larvae of the geoduck clam
(Panopea generosa). Samples from the different treatments were taken each two days
until the metamorphosis of the organisms. In addition, samples of Isochrysis sp. and
Chaetoceros calcitrans were obtained for ash-free dry weight (AFDW) and proximal
composition evaluation of the diets. The results showed that Isochrysis sp. had AFDW,
proteins, carbohydrates and lipids higher than C. calcitrans and the mixed diet. Larval
survival at 23 day after fertilization was 37% when fed with a mixed diet, followed by
the monoalgal diets of Isochrysis sp. and C. calcitrans (26 and 4% respectively),
without significant differences among treatments. However, significant differences were
found in dorso-ventral and antero-posterior length, where larvae fed with Isochrysis sp.
and the mixed diet were larger than those fed with C. calcitrans. It is therefore,
suggested that mono-specific diet of Isochrysis sp. and mixed diet can be used to fed
larvae of Panopea generosa.

Keywords: Microalgae diets, Panopea generosa, Larval development
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1. Introduccion

1.1 Produccion mundial de bivalvos

La acuicultura es una de las actividades economicas con mayor crecimiento en el
mundo con un crecimiento anual del 8.6%. Como producto de esta actividad, en el 2012
se reportd un volumen total de 66.6 millones de toneladas provenientes de la
acuicultura y de este volumen el 22.8 % correspondié al cultivo de moluscos (FAO,
2014).

Los principales grupos de moluscos bivalvos que cominmente se cultivan son ostiones,
almejas y mejillones. Pero, para realizar cultivos comerciales de estos organismos, la
disponibilidad de semilla ha sido una de las principales limitantes de esta industria. Por
tal motivo desde el siglo pasado se han desarrollado laboratorios de produccion de
semilla o “hatcheries”, los cuales aseguran el abasto de este insumo biolégico durante
todo el afio (Helm et al., 2006).

El éxito en la produccion de semilla de bivalvos radica en lograr una significativa
supervivencia, ya que, en los primeros estadios de desarrollo de estos organismos se
presentan altas mortalidades (Farias, 2008). Entre los principales factores que
modifican la supervivencia de larvas de bivalvos se encuentra: la calidad y cantidad de
alimento (Whyte et al., 1989; Riisgard, 1988), temperatura (Marshall, 2012), salinidad
(Buitimea-Alvares, 2011), nutricion de los reproductores (Utting y Millican, 1997; Wilson
et al., 1996; Garcia-Esquivel et al., 2013), calidad de agua (Magnesen y Jacobsen,
2012) y densidad de cultivo (Yan et al., 2006). De los anteriores, la alimentacion ha sido
ampliamente estudiada debido a que ésta explica en mayor medida la variacion en la

supervivencia de bivalvos (His et al., 1989).

En condiciones de laboratorio y en el ambiente marino, las microalgas constituyen el
principal alimento de los distintos estadios de crecimiento de bivalvos (Helm et al.,
2006). El costo de produccion de microalgas en un laboratorio comercial representa
hasta el 50% de los costos totales de operacion de esta actividad (Sarkis y Lovatelli,

2007). Por tal motivo, se han realizado investigaciones dirigidas a reemplazar parcial o
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totalmente el alimento vivo por microalgas preservadas, levaduras, microencapsulados,
emulsiones lipidicas y harinas de macroalgas (Cordero-Esquivel y Voltolina, 1996;
Caers et al.,, 1999; Hendriks et al., 2003; Badillo-Salas et al., 2009; Marshall et al.,
2010). Sin embargo, dichos productos no han podido igualar todavia los resultados

obtenidos con las dietas de microalgas vivas (Voltolina et al., 2000).

1.1.1 Microalgas en la alimentacién de moluscos bivalvos

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos unicelulares o coloniales. Se utilizan
en la acuicultura como alimento directo de moluscos bivalvos, poslarvas de abulon,
estadios larvarios de crustaceos, distintas especies de zooplancton e indirectamente
como alimento de larvas de peces (Brown, 2002). Las especies de microalgas que se
usan con mayor frecuencia en el cultivo de moluscos bivalvos son: Isochrysis galbana,
Pavlova lutheri, Chaetoceros muelleri, Chaetoceros calcitrans, Thalassiosira
pseudonana y Tetraselmis suecica entre otras (Ponis et al., 2006). Estas especies son
utilizadas como alimento para moluscos debido a que tienen el tamafio apropiado para
ser ingeridas, son de facil digestion, presentan altas tasas de crecimiento, es posible

cultivarlas en altas densidades y tienen un alto valor nutricional (Brown, 2002).

El valor de una microalga como alimento de bivalvos depende de la cantidad y la
calidad de la misma (Marshall et al.,, 2010). Su calidad es determinada por la
composicion bioquimica, el tamafo, la forma y la digestibilidad (Brown, 2002). Los
principales constituyentes organicos de una microalga son proteinas, carbohidratos,
lipidos y acidos nucleicos, representando el 95% de la materia organica total (Sarkis y
Lovatelli, 2007).

Las proteinas son el constituyente organico mas abundante en las microalgas que se
encuentran en la fase de crecimiento exponencial (Valenzuela-Espinoza et al., 2002).
Este nutriente organico es utilizado para sintetizar nuevo tejido somatico, como
catalizadores de reacciones metabdlicas y como fuente de energia (Randall et al.,
1997). Marshall et al. (2010) indicaron que los bivalvos no tienen un requerimiento de

proteinas per se, pero si un requerimiento especifico de los aminoacidos de los cuales
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estan compuestas. También se ha observado que los perfiles de aminoacidos no varian
considerablemente entre las distintas especies de microalgas empleadas en acuicultura
(Brown, 2002). Por lo tanto, el factor que determina la calidad proteica de la microalga

es la proporcidn de este nutriente en la misma (Farias, 2008).

A diferencia de las proteinas, los carbohidratos en microalgas son de mayor abundancia
en la fase estacionaria del cultivo (Valenzuela-Espinoza et al., 2002). Este nutriente es
utilizado como reserva de energia (Randall et al., 1997) y a diferencia de las proteinas,
los carbohidratos son de menor importancia en la nutricion larval de bivalvos (Marshall
et al., 2010). Sin embargo, se ha observado que organismos juveniles y adultos tienen

elevados requerimientos de carbohidratos (Uttin y Millican, 1997).

Los lipidos son compuestos organicos con elevado contenido energético y al igual que
los carbohidratos, se expresan en mayor cantidad en la fase estacionaria del cultivo
microalgal (Brown et al., 1997). Los fosfolipidos y triglicéridos son dos clases de lipidos
gue se encuentran en mayor proporcion en las microalgas, los cuales son empleados
como elementos estructurales de la membrana plasmética y como la primera fuente
energética respectivamente (Randall et al., 1997). Ademas, ambos tipos de lipidos son

fuentes de acidos grasos esenciales (Pernet et al., 2003).

Diversas investigaciones demuestran la importancia de los lipidos y de los éacidos
grasos esenciales, especificamente los acidos grasos altamente insaturados (HUFA's
por sus siglas en inglés) son de gran importancia en el correcto desarrollo de larvas de
bivalvos (Whyte et al., 1989; Thompson y Harrison, 1992; Jonsson et al., 1999; Labarta
et al., 1999). Los HUFA's mas importantes para moluscos bivalvos son el acido
docosahexaenoico (DHA), el acido eicosapentaenoico (EPA) y el &cido araquidénico
(ARA), los cuales son precursores de las prostaglandinas, constituyentes de
membranas plasmaticas y requeridos para la formacion de tejido nervioso (Farias,
2008).



1.1.2 Otras especies de interés comercial

La mayor parte de la produccion de moluscos bivalvos se encuentra representada por
los ostréidos (Helm et al., 2006), particularmente Crassostrea gigas es la especie de
bivalvo que mas se produce a nivel mundial (Lovatelli et al., 2008), ademas, es la
especie de ostion que ha recibido un importante nimero de estudios (Farias, 2008). La
tecnologia para su cultivo se ha importado a diversos lugares alrededor del mundo y
representa un ingreso importante para los productores (Uriarte, 2008). Sin embargo, es
conveniente promover el cultivo de especies endémicas, las cuales estan mejor
adaptadas a las condiciones locales y ademas tienen un elevado costo en el mercado
(Maeda-Martinez, 2008). En el noroeste de México se encuentran las almejas del
género Panopea, las cuales se comenzaron a pescar a partir del 2002 y representan
uno de los recursos mas importantes en la costa noroeste de nuestro pais (Aragon-
Noriega et al., 2012).

1.2 Generalidades del género Panopea

Las almejas del género Panopea son moluscos bivalvos pertenecientes a la familia
Hiatellidae, Se encuentran entre las especies de almejas excavadoras mas grandes del
mundo y se caracterizan por presentar un sifon prolongado fusionado con el manto y
que no puede ser retraido totalmente en la concha. Esta es delgada, de forma

rectangular y con periostraco de color café claro (Goodwin y Pease, 1989).

En México, las almejas del género Panopea son conocidas como almeja generosa,
almeja de sifon y almeja chiluda, mientras que en Estados Unidos de Norteamérica y
Canada estos organismos reciben el nombre de “geoduck”. Esta palabra es originaria
de una lengua indigena norteamericana y significa “que cava profundo” (Breen et al.,
1991).

Las almejas generosas viven enterradas mas de 1 m en sustratos arenosos y lodo-
arenosos dependiendo de la longitud del sifén, habitan desde el submareal hasta

profundidades mayores a 100 m (Goodwin y Peace, 1989).



1.2.1 Importancia econdomica

La almeja Panopea generosa se comenzd a explotar en 1970 en Estados Unidos de
Norteamérica y en 1976 en Canada (Goodwin y Peace, 1989). Anteriormente, la mayor
produccion de almeja generosa provenia de dichos paises, especificamente de
Columbia Britanica, Canadad y Washington, Estados Unidos, en estos paises se
reportaron ingresos anuales de 37 millones de ddlares canadienses en el afio 2005 y 50
millones de ddélares americanos en el 2007 (Marshall, 2012). En México la pesca de
Panopea inicio en el afio 2000 para su investigacion y en el 2004 con fines comerciales
(Ramirez-Félix et al., 2012). Actualmente la produccion de almeja generosa en México
es mayor a lo reportado en Estados Unidos y Canad4, superando las 2 mil toneladas
por afio (Aragon-Noriega et al., 2012).

El mercado de este recurso se encuentra en Asia, principalmente China, Jap6n y
Taiwan (Chew, 1998). Cada almeja generosa llega a cotizarse en alrededor de 30
dolares, sin embargo, el precio varia en funcion de la oferta, la demanda y de la zona
de procedencia del producto (Aragén-Noriega et al., 2012), asi como de la especie,
donde P. globosa tiene un precio 40% menor que P. generosa (Ramirez-Félix et al.,
2012).

1.2.2 Clasificacion taxondmica

Phylum: Mollusca
Clase: Bivalvia
Subclase: Heterodonta
Orden: Myoida
Superfamilia: Hiatelloidea
Familia: Hiatellidae
Género: Panopea



1.2.3 Historia de vida

Panopea es un organismo gonocorista, sin embargo, se tienen registros que indican
que las almejas de este género pueden ser protandricas (Aragdn-Noriega et al., 2007).
Panopea es un desovador sincrénico por grupos, que sigue un proceso de maduracion
anual con liberacion de gametos a principios de verano (Goodwin y Peace, 1989), no
obstante, se han encontrado organismos maduros a lo largo del afio dependiendo de

las condiciones ambientales (Guadamud-Mejia, 2012; Calderén-Aguilera et al., 2014).

P. generosa presenta fertilizacion externa y los estadios de desarrollo tipicos de los
moluscos bivalvos (Goodwin y Pease, 1989), cuya duracion se relaciona con factores
fisico-quimicos y/o nutricionales (Marshall, 2012). Alrededor de las 24 h post-
fertilizacion se observa la aparicion del primer estadio larvario. Este se denomina larva
trocofora y se caracteriza por la presencia de una corona de cilios y por carecer de una

concha que lo recubra.

Posteriormente, se desarrolla la larva veliger, en la cual se distingue el velo (6érgano
asociado a la locomocion y a la ingesta de alimento). La larva veliger temprana es
también conocida como larva de charnela recta, larva “D” o prodisoconcha I, mientras
que la larva veliger tardia es llamada veliger umbada, pediveliger o prodisoconcha Il
(Goodwin y Pease, 1989; Helm et al., 2006; Sarkis y Lovatelli, 2007). Este estadio se
caracteriza por la presencia de un umbo en la region dorsal, ademas se puede observar
un pie desarrollado con cilios y quimiorreceptores que le indican al organismo el mejor

lugar para realizar el asentamiento y la metamorfosis (Zardus y Martel, 2006).

El asentamiento y metamorfosis son dos procesos criticos en la vida de los moluscos
bivalvos asociados con altas mortalidades (Sarkis y Lovatelli, 2007). Una vez que se
cumplen estos procesos, la postlarva se mueve activamente en el sustrato utilizando el
pie, posteriormente, se comienza a desarrollar el sifon y la postlarva se convierte en un
juvenil. Después de 2 a 3 afios el organismo se considera que se encuentra maduro
sexualmente. Se tiene registro de ejemplares maduros de Panopea generosa con mas
100 afnos de edad (Goodwin y Peace, 1989).



1.2.4 Distribuciodn

El género Panopea se distribuye a través de las costas templadas alrededor del mundo
y ademas de Norteamérica se le ha encontrado en Nueva Zelanda (P. zelandica y P.
smithae), Japon (P. japonica) Brasil y Argentina (P. abbreviata) (Breen et al., 1991;
Morsan y Ciocco, 2004; Straus et al., 2009; Zaidman et al., 2012).

En México se encuentran dos especies del género Panopea, en la costa noroeste de la
peninsula de Baja California se localiza Panopea generosa, mientras que Panopea
globosa se encuentra en las aguas del Golfo de California y en Bahia Magdalena, en el
Océano Pacifico (Fig. 1). Aunque morfolégicamente son muy similares entre si, P.
generosa y P. globosa difieren en que la concha de la segunda especie presenta el
seno paleal (la unién entre el manto y la concha) muy marcado (Arambula-Pujol et al.,
2008).

30°+
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Pacific Ocean

24°

oo m Panopea generosa

:) Panopea globosa
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Figura 1. Distribucion de los bancos pesqueros de la almeja Panopea spp. en México. Extracto de
Aragon-Noriega et al. (2012).
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La almeja Panopea generosa se distribuye a través de la costa oeste de Norteamérica,
desde Alaska, Estados Unidos hasta Baja California, México (Goodwin y Peace, 1989).
Existen estudios que indican la presencia de esta especie en aguas japonesas (Coan et
al., 2000), sin embargo, dichos especimenes podrian corresponder a la especie

Panopea japonica (Straus et al., 2009).

1.2.5 Panopea generosa

Anteriormente, el nombre cientifico de la almeja generosa era Panope abrupta o
Panopea abrupta (Conrad, 1849), sin embargo, investigaciones demostraron que dicha

especie era un fésil (Vadopalas et al., 2010).

La almeja generosa del pacifico (Panopea generosa Gould, 1850) llega a medir 212 mm
de longitud de concha y pesar 3.25 kg (Goodwin y Peace, 1989), no obstante, se ha
encontrado que la longitud de esta especie en Baja California varia considerablemente
comparada con la reportada para las poblaciones de Estados Unidos de Norteamérica y
Canadéa (Guadamud-Mejia, 2012; Calderdon-Aguilera et al., 2014).

1.3 Antecedentes

1.3.1 Estudios en almejas del género Panopea

A pesar de la importancia econdmica que posee Panopea, los estudios sobre estos
organismos son limitados, la mayoria de la informacién de este género se encuentra en
forma de reportes técnicos elaborados por las agencias gubernamentales respectivas
de Estados Unidos y Canada (Straus et al., 2009). Recientemente se han llevado a
cabo estudios para conocer aspectos de biologia y ecologia de Panopea en México
(Calderén-Aguilera et al., 2010; Guadamud-Mejia, 2012; Aragén-Noriega et al., 2012;
Calderdn-Aguilera et al., 2014).



1.3.1.1 Estudios en biologia reproductiva

Las primeras investigaciones sobre Panopea se llevaron a cabo en los Estados Unidos
de Norteamérica y Canada. Goodwin y Pease (1989) hicieron una de las primeras
recopilaciones de informacion sobre este género, en esta revision, se incluye una

descripcion detallada de su historia de vida y ecologia (Tabla 1).

Tabla 1. Estudios relacionados con la biologia reproductiva y alimentacion de almejas del género
Panopea.

Tema Especie Autores Observaciones
Informacién P generosa Goodwin y Pease i
general -9 (1989)

Calderon-Aguilera et al.

Ciclo Reproductivo P, globosa Desarrollo gonadal

(2010)
P. generosa Guadamud-Mejia (2012) Desarrollo gonadal
P aenerosa Calderon-Aguilera et al. i
-9 (2014)
Acond|C|onam|ento P. generosa  Marshall et al. (2012) Temperatura
reproductivo
P alobosa Garcia-Esquivel et al.  Suplementacién harina de
-9 (2013) kelp
P. generosa  Marshall et al. (2014) Racién alimenticia

En México se han realizado estudios para analizar el ciclo reproductivo de P. globosa
en el Golfo de California (Calderén-Aguilera et al., 2010), asi como el desarrollo
gonadico de P. generosa en Punta Canoas, B.C, México (Guadamud-Mejia, 2012) y su
ciclo reproductivo en bahia San Quintin e Islas Coronado, B.C., México (Calderon-
Aguilera et al., 2014).

En estos estudios encontraron tallas promedio de P. generosa significativamente

menores (131.9 y 113 mm) a las reportadas en Estados Unidos y Canada (100-200
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mm). Ademas, se encontraron diferencias en los ciclos de reproduccion de P. generosa
y P. globosa. En Baja California P. generosa comienza el proceso de gametogénesis en
invierno y desova a finales de primavera y principios del verano. Por otra parte, P.
globosa presenta picos de desove durante otofio e invierno, asociados a una
disminucion de la temperatura y a un incremento en la productividad primaria (Calderon-
Aguilera et al., 2010).

Recientemente, investigadores canadienses han estudiado la maduracion de la almeja
generosa en condiciones de laboratorio. Marshall et al. (2012) evaluaron el efecto de la
temperatura en el desarrollo gonadico de P. generosa. Encontraron que la temperatura
Optima de acondicionamiento de esta especie es 11 °C. Posteriormente, Marshall et al.
(2014) evaluaron el efecto de la racion alimenticia en el acondicionamiento reproductivo
de P. generosa y encontraron que la racidon Optima para la realizacion de este proceso

es de 4 x 10° célsind1-dial.

En nuestro pais se ha estudiado el acondicionamiento de reproductores de Panopea
globosa en laboratorio. Garcia-Esquivel et al. (2013), proporcionaron suplementos
alimenticios de harina de sargazo (kelp) y aceite de pescado a la dieta de microalgas
vivas y evaluaron su efecto en el acondicionamiento reproductivo de P. globosa. No
encontraron diferencias significativas en las variables observadas con las tres dietas,
ademas, encontraron que se pueden madurar exitosamente reproductores de P.
globosa en un periodo de 6 a 8 semanas empleando una temperatura efectiva

acumulada de 230°D.

1.3.1.2 Estudios del desarrollo larval

Goodwin et al. (1979) describieron por primera vez el desarrollo larval de P. generosa
mediante microfotografias (Tabla 2). Estos autores reportaron el uso de microalgas en
forma monoalgal o mixta en la alimentacion de esta especie, sin embargo, no evaltuan el
efecto de las mismas sobre la supervivencia y crecimiento de esta especie. Por su
parte, Gribben y Hay (2003) describieron por primera vez el desarrollo larval de la

almeja Panopea zelandica cultivada en condiciones de laboratorio, mediante
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mediciones morfométricas de las conchas, microfotografias y microscopia electrénica
de barrido. Encontraron una talla de metamorfosis para esta especie de 250 um y se

alcanza a los 16 dias de cultivo (Tabla 2).

Tabla 2. Estudios relacionados con el desarrollo larval de almejas del género Panopea.

Tema Especie Autores Observaciones
Informacién P generosa Goodwin y Pease i
general -9 (1989)

Uso de mezclas de

Desarrollo larval ~ P. generosa Goodwin et al. (1979) microalgas

P. generosa Tapia-Morales (2011) Antibidticos

Buitimea-Alvarez

P. generosa (2011)

Temperatura y salinidad

P. generosa Marshall (2012) Densidad y racion

alimenticia
Buitimea-Alvarez
P. globosa (2011) Temperatura
P. globosa Ferreira-Arrieta (2012) Tasas de ingestion

P. zelandica Gribben y Hay (2003) -

Como parte de las investigaciones realizadas en el laboratorio de Biotecnologia de
Moluscos del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas de la UABC, Buitimea-Alvarez
(2011) evaluo el efecto de la temperatura en el crecimiento y supervivencia larval de
Panopea globosa, asi como el efecto de la temperatura y salinidad en el desarrollo
ontogénico de Panopea generosa. En el primer bioensayo encontr6 mejores resultados
a temperaturas de 22 y 26 °C, mientras que temperaturas de 18 y 30 °C afectaron de
manera negativa el crecimiento y supervivencia de P. globosa. Por otra parte el
desarrollo embrionario de P. generosa tiene menor duracion a temperaturas de 14 a 16
°C. No obstante, el desarrollo larval se lleva a cabo en menor tiempo a temperaturas de

18 a 20 °C. También reporta que salinidades altas (36 ups) influyen negativamente en
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el crecimiento de P. generosa. Por otra parte, la adicion de antibioticos como el
cloranfenicol y la gentamicina pueden afectar el crecimiento y supervivencia larval de P.
generosa (Tapia-Morales, 2011). Sus resultados mostraron que el cloranfenicol mejoré
el crecimiento y supervivencia larval en todas las concentraciones utilizadas, sin
embargo, la gentamicina solo incremento la supervivencia larval en las concentraciones
de 6y 9 mgeL™.

Se han realizado estudios para conocer la densidad Optima de cultivo y la racion
alimenticia en el crecimiento, supervivencia y tasas de ingestion de larvas de P.
generosa (Marshall, 2012). Este autor encontrd que las tres variables de respuesta son
afectadas significativamente por la densidad y racién alimenticia, con una interaccion
significativa entre los dos factores sobre la supervivencia al dia 23 (P<0.01) y una

interaccién significativa sobre el crecimiento y tasas de ingestion (P<0.001).

Ferreira-Arrieta (2012) analiz6 la supervivencia, el crecimiento (longitud y peso seco) y
tasas de ingestion de P. globosa durante su desarrollo larval en condiciones de
laboratorio, encontré que el periodo larval es de 13 a 14 dias, por lo que tiene la mayor
tasa de crecimiento y la mayor supervivencia larval entre las almejas del género
Panopea. Ademas, a partir del estadio D, P. globosa es capaz de regular su tasa de

ingestion en funciéon de la concentracion de alimento.

1.3.2 Uso de dietas mixtas en el cultivo de moluscos bivalvos.

Como se menciond anteriormente, la mayor parte de los costos de produccion en un
laboratorio comercial se asocian al cultivo de microalgas, ésto ha originado el desarrollo
de estudios para hacer mas eficiente y rentable el uso de éstas en la produccion de
bivalvos (Farias y Uriarte, 2002). Los estudios se han enfocado en la evaluacion de la
composicién bioquimica de las microalgas para la alimentacion de bivalvos en sus
distintos estadios de desarrollo (Sarkis y Lovatelli, 2007). También se ha observado que
existe un alto grado de variabilidad en la composicion bioquimica entre las distintas
especies de microalgas y entre las distintas condiciones que se usan para su cultivo.

Ademas se ha observado que existen deficiencias especificas en el perfil nutricional de
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cada especie (Brown, 2002), por lo que al utilizar mezclas de dos o tres especies de
microalgas se mejora la calidad de la dieta, optimizando el desempefio de los

organismos cultivados (Sarkis y Lovatelli, 2007).

Entre los estudios sobre las dietas mixtas de microalgas que han mejorado el
crecimiento y supervivencia de larvas de distintos tipos de bivalvos se pueden
mencionar los de ostion (Rico-Villa et al., 2006; Kheder et al., 2010), mejillon (Pettersen
et al., 2010; Sanchez-Lazo y Martinez-Pita, 2014), pectinidos (Carvalho et al., 2013;
Saucedo et al., 2013) y almejas (Liu et al., 2009; Contreras et al., 2014). Estos estudios
demuestran que la mezcla de al menos una microalga Haptofita y una Bacilariofita
(conocidas comunmente como flageladas y diatomeas respectivamente) producen
Optimo crecimiento en larvas de moluscos bivalvos (Helm et al., 2006; Pettersen et al.,
2010).

Particularmente, Isochrysis spp. y Chaetoceros spp. son las microalgas mayormente
utilizadas en la produccion comercial de bivalvos (Brown, 2002), esto se debe a que
ambas especies son ricas en HUFA's, (DHA y EPA respectivamente), por lo cual, la
mezcla de ambas especies completa los requerimientos nutricionales de las larvas de
bivalvos (Farias y Uriarte, 2002). Sin embargo, actualmente los cultivos comerciales de
Panopea generosa son alimentados exclusivamente con Isochrysis sp. Por tal motivo,
es de esperarse que el uso de dietas mixtas compuestas por Isochrysis sp. y
Chaetoceros calcitrans podria incrementar la supervivencia y el crecimiento larval de

dicha especie.



14

1.4 Justificacion

Generalmente el desarrollo larval de moluscos bivalvos esta directamente influenciado
por las condiciones de cultivo, en donde el estudio sobre su alimentacion es uno de los
principales aspectos a considerar, ya que ésta repercute directamente en la
supervivencia y crecimiento de los organismos; por lo cual, en los laboratorios
dedicados a la produccién de invertebrados marinos se enfatiza en el control de su
cultivo y la seleccion de las microalgas adecuadas que aseguren el buen desempefio

de éstos.

Una de las especies de bivalvos que actualmente ha adquirido gran importancia en la
zona noroeste del pais es la almeja Panopea generosa, ya que es un recurso pesquero
valioso, llegando a alcanzar los 30 délares por organismo. Por tal motivo, en los ultimos
afos la pesqueria de esta especie se ha extendido en la region, lo que ha provocado
gue los bancos naturales hayan disminuido debido a la sobreexplotacion ya que estos
organismos alcanzan su madurez sexual hasta los 2 afios. Lo anterior hace necesario la
produccién de semilla en condiciones de laboratorio con fines de acuicultura o

repoblamiento.

Actualmente existen pocos estudios sobre la biologia y el cultivo de P. generosa, por lo
cual es de vital importancia conocer aspectos basicos sobre su alimentacion. En este
trabajo se plantea estudiar el efecto de diferentes dietas de microalgas sobre el
crecimiento y supervivencia de esta especie, con el propdsito de aportar conocimiento

para su cultivo en Baja California.
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1.5 Objetivos

1.5.1 General

Evaluar la supervivencia y crecimiento de larvas de Panopea generosa alimentadas con

las micralgas Isochrysis sp., Chaetoceros calcitrans y su mezcla.

1.5.1.1 Particulares

Evaluar la biomasa producida (niumero de células, peso seco organico y composicion
bioquimica) de Isochrysis sp. y Chaetoceros calcitrans en cultivo semicontinuo y su

mezcla.

Evaluar la supervivencia y crecimiento (longitud y peso seco organico) de larvas de

Panopea generosa alimentadas con Isochrysis sp., Chaetoceros calcitrans y su mezcla.

1.6 Hipotesis

La dieta mixta compuesta por Isochrysis sp. y Chaetoceros calcitrans producird un
mayor crecimiento y supervivencia de larvas de Panopea generosa que sus respectivas

dietas monoalgales.
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2. Materiales y Métodos

2.1 Cultivo de microalgas

Las microalgas Isochrysis sp. y Chaetoceros calcitrans fueron obtenidas de la Coleccion
de Microalgas del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (l10), de la Universidad
Autonoma de Baja California (UABC). Estas especies se mantuvieron en el laboratorio a
temperatura de 19 + 1 °C, salinidad de 32 ups y medio /2 (Guillard, 1975) adicionando

silicatos para los cultivos de C. calcitrans.

Se realizaron escalamientos sucesivos de Isochrysis sp. y C. calcitrans en 0.15, 1.8 y
18 L por triplicado, con una densidad inicial de 5 X 10° célemLt. El escalamiento de
cada nivel se realiz6 al cuarto dia. Los cultivos recibieron una irradiancia de 150
umolsm2sst en los voliumenes de 0.15 y 1.8 L, mientras que aquellos de 18 L fueron
expuestos a 300 umolsm2¢s?, La luz se proporcioné por lamparas fluorescentes Osram
de 75 W y se midi6é con un irradiémetro (Biospherical Instruments Inc. Modelo QSL-100,
con sensor 4n). Ademas, los cultivos de 18 L recibieron un flujo de aire de 5 Leminty
adicion puntual de CO2 cada 24 horas a razén de 5 L*min! por 1:15 min para mantener

el pH entre 7.5y 8.0 unidades.

El agua de mar empleada para el cultivo de Isochrysis sp. y C. calcitrans fue
previamente filtrada a 1 um e irradiada con luz ultra violeta. En el caso de los niveles de
0.15y 1.8 L, el agua se esterilizé en autoclave a 121 °C y 15 librasepulgada? de presion
durante 15 minutos. Para el volumen de 18 L, el agua se tratd con hipoclorito de sodio y
se neutralizé con tiosulfato de sodio de acuerdo a Valenzuela-Espinoza et al. (1999).

Posteriormente se adicionaron los nutrientes correspondientes al medio “f/2”.

2.1.1 Cultivo semicontinuo

En el nivel de 18 L, se realizé una dilucion diaria del 20% del volumen total a partir del
cuarto dia. Este volumen se renovo con agua de mar estéril y se afiadieron nutrientes.

Se prepararon las dietas experimentales requeridas para alimentar a las larvas de
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Panopea generosa. La dieta mixta de Isochrysis sp. y Chaetoceros calcitrans se hizo en
una proporcion de 1:1.2 respectivamente para realizar la alimentacion de los

organismos.

2.1.2 Evaluacién del cultivo de microalgas

2.1.2.1 Determinacién de la densidad celular

Diariamente se tomé 1 mL de muestra de cada cultivo de microalgas, esta se diluyd en
funcién de la concentracion esperada y se fijo con lugol. Se conté el nUmero de células
empleando un hematocitémetro de 0.1 mm de profundidad bajo un microscopio

compuesto. La densidad celular se calcul6 con la siguiente ecuacion:
N=C *10**F.D (1)
Dénde:
N = célulasemL
C = promedio de las células contadas en los cuadrantes
10* = factor de conversién dado por la profundidad de la camara

F.D. = factor de diluciéon

2.1.2.2 Peso seco orgéanico (PSO)

Muestras por triplicado de 300 mL fueron tomadas del cultivo de Isochrysis sp. (ISO) y
C. calcitrans (Cc). Adicionalmente se preparé la mezcla (ISO-Cc). Volumenes conocidos
de cultivo microalgal se filtraron a través de filtros Whatman GF/C de fibra de vidrio (47
mm de didmetro y 1.2 um de retencion) previamente lavados, precalcinados en una
mufla a 490 °C y pesados. Las microalgas retenidas se enjuagaron con formiato de

amonio al 3% para eliminar sales. Los filtros se colocaron en una estufa a 60 °C por 24h
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para obtener el peso seco total (PST). Posteriormente, se calcinaron en una mufla a
490 °C por 4 horas para obtener el peso de cenizas. Finalmente, por diferencia entre

PST y el peso de cenizas, se obtuvo el peso seco organico (PSO).

2.1.2.3 Composicion proximal (proteinas, carbohidratos y lipidos)

Para analizar la composicién proximal, cada tercer dia se filtraron volimenes conocidos
de cada cultivo de microalgas y su mezcla a través de filtros Whatman GF/C, de 25 mm
de diametro y 1.2 um de retencion, se lavaron como se mencion6 anteriormente y se

almacenaron a -32 °C en un ultra congelador para su posterior analisis.

Previo al andlisis de proteinas se realiz6 su extraccion mediante el método de Raush
(1981) utilizando como agente extractor NaOH 0.1 N, para después cuantificarlas
mediante el método de Lowry et al. (1951). Los carbohidratos fueron extraidos con el
método de Whyte (1987), el cual utiliza H2SO4 1 M como agente extractor,
posteriormente se cuantificaron siguiendo la metodologia de Dubois et al. (1956). Los
lipidos se extrajeron por el método descrito por Blight y Dyer (1959) y se cuantificaron
segun Pande et al. (1963). Para cada andlisis se realizaron curvas de calibracion
mediante estandares de albumina bovina para proteinas, glucosa anhidra para

carbohidratos y tripalmitina para lipidos.

2.2 Cultivo larvario de Panopea generosa

2.2.1 Observacién del desarrollo temprano

Para esta etapa del experimento la empresa “Laboratorio Oceanica” de Ensenada B.C
proporcion6 una muestra de huevos recién fertilizados, los cuales fueron transportados
al laboratorio de microalgas del 110 en la UABC. Inmediatamente la muestra se filtré a
través de un tamiz de 45 um y se lavdé con agua de mar filtrada (poro de 1 um),
clorinada y neutralizada. Después se colocaron en un recipiente con 750 mL de agua

de mar a 17 °C. Se suministré aireacidon suave para evitar la sedimentacién de los
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huevos. Se revisaron al microscopio a intervalos para identificar el estadio de desarrollo

hasta que se observaron larvas en estadio “D”.

2.2.2 Recepcion y aclimatacion de organismos

Con base a los resultados de las observaciones antes mencionadas, la empresa
“Laboratorio Oceanica” proporcioné larvas en estadio de charnela recta o “D” (3 dias
post-fertilizacion), las cuales, fueron transportadas al laboratorio de microalgas del 11O
en la UABC dentro de recipientes plasticos de 18 L. Inmediatamente los organismos se
tamizaron utilizando una malla de 64 pum para eliminar el agua de transporte y se
enjuagaron con agua filtrada a 1 pm, irradiada con luz ultravioleta, clorinada y

neutralizada.

Realizado lo anterior, las larvas se colocaron en un recipiente de 15 L y se
homogenizaron con un agitador de plastico. Se tomaron muestras de 1 mL por triplicado
con una micropipeta, se colocaron en una camara de conteo Sedgewick-Rafter, se
fijaron con formol salino y se contaron en un microscopio compuesto Marca Zeiss
modelo Axiostar. El promedio de los conteos se multiplico por el volumen total donde se
encontraban las larvas (15 L). La cantidad total de larvas se trasvasaron a una columna
de fibra de vidrio de 400 L que contenia agua de mar filtrada a 1 um, irradiada con U.V.,

clorinada, neutralizada.

En este volumen de cultivo, las larvas fueron acondicionadas a una temperatura de 17 +
1 °C y 32 ups por cuatro dias. Se alimentaron diariamente con Isochrysis sp. a razén de
2.5 X 10% célsmL! y se realizdé un recambio total de agua al segundo dia del periodo de

acondicionamiento.
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2.2.3 Ensayo de alimentacion

Previo al inicio del experimento, las larvas se concentraron en 15 L y se cuantificaron de
acuerdo al procedimiento descrito anteriormente. Cada unidad experimental contenia
17 L de agua de mar filtrada y una densidad de 5.7 larvassmL™, a temperatura de 17 +
1°C y 32 ups. Las dietas experimentales fueron Isochrysis sp., Chaetoceros calcitrans y
la mezcla de ambas (ISO-Cc) en proporcion 1:1.2 (Fig. 2). El alimento se suministré
diariamente en una racién que se incrementd de 3.5 X 10* a 1.8 X 10° célsmL? en

funcién del tamafio de los organismos (Gardufio-Franco com. pers.)

DIETA
, Mezcla
Isochrysis sp. Chaetoceros calcitrans ISO-Cc 1:1.2
1 2 3 1 2 3 1 2 3

Figura 2. Disefio experimental para el ensayo de alimentacion larval de Panopea generosa. 1ISO-Cc:
Isochrysis sp. y Chaetoceros calcitrans.

2.2.4 Evaluacién de la supervivencia

Cada 2 dias se renovo el volumen total de los cultivos de larvas en cada uno de los
tratamientos. Los organismos fueron retenidos en un tamiz colocado sobre una charola
con agua de mar a la misma temperatura y salinidad que el agua de cultivo. Durante el
proceso de evaluacion se utilizaron tamices de diferente luz de malla (64, 75, 105, 150 y
200 um). Las larvas retenidas en el tamiz respectivo se concentraron en 9 L al cabo de
9 dias después de la fertilizacion (DDF), en 8 L los dias 11, 13, 15y 17 DDFy en 4 L los
dias 19, 21 y 23 DDF. La suspension se homogeniz6 con un agitador de acrilico, se
tomaron tres muestras y se colocaron en camaras Sedgewick-Rafter de 1 mL. El

promedio de los conteos se multiplicé por el volumen del recipiente para conocer la
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cantidad de larvas. Al final del experimento, se evaludé la cantidad total de larvas
competentes para realizar el proceso de fijacion y metamorfosis.

2.2.5 Evaluacion del crecimiento (longitud y peso seco)

Muestras por triplicado fueron tomadas para evaluar supervivencia, posteriormente
fueron almacenadas en viales de 6 mL para medir su longitud. Una vez terminado el
ensayo de alimentacion, se tomaron las muestras y se midieron en un microscopio
compuesto con un micrometro ocular. Las mediciones se realizaron en el objetivo de 5X
con una precision de + 8 um. Se midio el crecimiento de la concha en los ejes dorso-

ventral y antero-posterior (Fig. 3).

Se tomo6 una muestra de 3000 organismos de cada unidad de cultivo larvario para
evaluar el peso seco total y organico de las larvas. Se filtraron a través de filtros
Whatman GF/C de fibra de vidrio (47 mm de didmetro y 1.2 pum de retencion)
previamente lavados, precalcinados en una mufla a 490°C y pesados. Después de filtrar
las muestras, se enjuagaron con formiato de amonio al 3% para eliminar sales. El PSO

se calcul6 con la metodologia mencionada anteriormente.

DV

Figura 3. Larva pediveliger de almeja Panopea generosa. DV: eje dorso-ventral, AP: eje antero-
posterior.
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2.3 Analisis estadistico

En este estudio se empled un disefio completamente aleatorizado (DCA). Por lo tanto,
se utiliz6 un Analisis de varianza (ANOVA) de una via para conocer si existian
diferencias significativas en el crecimiento entre dietas. Previo a todos los analisis
estadisticos se analizé la normalidad y la homogeneidad de varianzas de los datos.
Cuando se encontraron diferencias significativas se realizé una prueba de comparacion
de medias de Tukey para localizar dichas diferencias. Para la supervivencia se realizo

un ANOVA. Previo a este anélisis se transformaron los datos mediante la funcién arco-

Y = arc sen /i (2)
100

Donde Y = Valor del porcentaje de supervivencia transformado

seno con la siguiente relacion:

P = Porcentaje de supervivencia calculado

Se realizé un Andlisis de Covarianza para conocer si existen diferencias significativas
en la tasa especifica de crecimiento (longitud dorso-ventral y antero-posterior) entre las

dietas con respecto al tiempo.
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3. Resultados

3.1 Cultivo de microalgas

Aunque se tuvieron los cuidados al momento de realizar los cultivos semicontinuos de
microalgas, se presentaron protozoarios en los cultivos de 18 L. por tal motivo en los
dias 7 y 9 fue necesario suministrar C. calcitrans proveniente del nivel de 1.8 L. A partir
del dia 11 todo el alimento suministrado a las unidades de evaluacion procedia de

cultivos en nivel de 1.8 L.

3.1.1 Peso seco orgéanico

Las células de Isochrysis sp. presentaron valores de 14.1 a 72.8 pgecél?, las de C.
calcitrans de 11.6 a 37.2 y las de ISO-Cc de 19.7 a 34.8 pgecél. El andlisis de varianza
mostré diferencias significativas en la mayoria de los dias del experimento (P<0.05).
Las células de Isochrysis sp. presentaron valores mas elevados que C. calcitrans y la
mezcla ISO-Cc, mientras que, entre C. calcitrans y la mezcla ISO-Cc no se encontraron

diferencias significativas (Tabla 3).

Se encontraron diferencias significativas entre los distintos dias de muestreo de PSO en
las dietas de Isochrysis sp y C. calcitrans (P<0.001) y en la mezcla ISO-Cc (P<0.05). Al
realizar la prueba de comparacion de medias se observé que en Isochrysis sp. las
diferencias significativas se encontraban en los dias 3 y 7, en los cuales la media era
superior a los 70 pgecél!, mientras que en los demas dias no hubo diferencias

significativas.

En la dieta de C. calcitrans las diferencias se observaron en los dias 5, 7 y 13. En el
primero de los cuales se presentd una media de 37.2 pgecél, mientras que en los otros

se registré una media inferior a los 10 pgecél.

En la mezcla ISO-Cc se identificaron diferencias en los dias 3y 7. En el primero de los
cuales la media fue de 34.8 pgecélt, mientras que en el segundo fue de 17.7 pgecél. El

resto de los dias no presentaron diferencias significativas (Tabla 3).



24

Tabla 3. Peso seco organico promedio (pgecél?) de las microalgas Isochrysis sp., Chaetoceros
calcitrans y la mezcla ISO-Cc. Error estandar entre paréntesis (n=3). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre dias de muestreo y subindices numéricos indican diferencias
significativas entre tratamientos (a=0.5). El asterisco indica n=1. La letra P de la ultima fila indica
la probabilidad asociada a los dias de muestreo.

Especie
Mezcla
Tiempo (dias) Isochrysis sp. C. calcitrans ISO-Cc P
1 29.2 (5.80) b 18.2 (0.18) bc 19.7 (0.48) av 0.1841
3 70.0 (13.62) a 1 16.1 (1.14) bc 2 34.8 (8.19) a 1 0.0162
5 19.3 (3.25) b 2 37.2 (0.48) a 1 21.8 (1.01) ab 2 0.0006
7 72.8 (3.09) a1 87 (1.27) ¢ 2 17.7 (2.05) b 2 0.0000
9 33.8 (3.43) b 1 13.8 (1.04) bc 2 33.7 (2.10) ab 1 0.0015
11 30.2 (1.66) b 1 17.8 (1.38) bc 2 21.0 (0.76) ab 2 0.0077
13 141 (1.84) b 2 11.6 (0.60) ¢ 2 19.7 (0.82) ab 1 0.0088
15 14.6 (0.00) - 18.8 (0.00) - 18.0 (0.00) - *
17 36.2 (1.86) b 23.0 (4.73) b 285 (0.47) a» 0.0514
P 0.0000 0.0000 0.0108

3.1.3 Contenido de proteinas

El contenido proteico en las microalgas vario a lo largo del ensayo de alimentacién. El
ANOVA mostré diferencias significativas entre el contenido proteico de las tres dietas
(P<0.05). La prueba de Tukey indicé que las células de Isochrysis sp. presentaron un
mayor contenido de proteinas que la mezcla ISO-Cc y estas a su vez mayor cantidad de
este componente que C. calcitrans. La cantidad promedio de proteina de todos los dias
del experimento fue mayor en Isochrysis sp. (4.7 - 17.6 pgecél?), seguida por la mezcla
ISO-Cc (5.2 - 10.3 pgecél'1l) y C. calcitrans (3.0 - 8.8 pgecél’; Tabla 4).

Los resultados mostraron diferencias significativas (P<0.01) entre los distintos dias de
muestreo en las dietas de Isochrysis sp., C. calcitrans y la mezcla. Al realizar la prueba
de comparacion de medias se observé que las diferencias en Isochrysis se encontraban
en los dias 5y 15. En el dia 5 se registré una media superior (17.6 pgecél') y una media
menor en el dia 15 (4.3 pgecél?). Entre los demas dias no hubo diferencias
significativas. En C. calcitrans, las diferencias se encontraron principalmente en los dias

13 y 15 con medias de 8.8 y 6.6 pgecél! respectivamente. Aungue en los demas dias
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también se encontraron diferencias, la mayor variaciéon de los datos se atribuye a los

dos ultimos muestreos.

Al comparar los distintos dias de muestreo en la mezcla 1ISO-Cc se identificaron tres
grupos de datos. El primer grupo comprende los tres primeros muestreos (dias 1, 3y 5),
el segundo del dia 7 al 15 y el tercer grupo lo constituye el dia 17, en el cual, se registro
la mayor cantidad promedio de proteina (10.3 pgecél?).

Tabla 4. Contenido de proteinas promedio (pgecél) de las microalgas Isochrysis sp., Chaetoceros
calcitrans y la mezcla ISO-Cc. Error estandar entre paréntesis (n=3). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre dias de muestreo y subindices numéricos indican diferencias

significativas entre tratamientos (a=0.5). La letra P de la Gltima fila indica la probabilidad asociada
alos dias de muestreo.

Especie
Mezcla
Tiempo (dias) Isochrysis sp. C. calcitrans ISO-Cc P

1 8.2 (1.81) bc 5.3 (0.65) »bc 6.7 (0.02) ¢ 0.3100
3 10.3 (0.74) b 1 4.3 (0.19) cd 3 7.9 (0.10) b 2 0.0002
5 176 (1.72) a 1 3.4 (0.27) d 3 7.9 (0.14) » 2 0.0001
7 8.6 (0.17) b 1 43 (0.22) cd 2 5.2 (0.34) ¢ 2 0.0002
9 7.3 (0.24) bc 1 3.1 (0.10) d 3 5.3 (0.10) ¢ 2 0.0000
11 6.9 (0.65) bc 1 3.0 (0.22) d 3 5.6 (0.16) de 2 0.0003
13 8.1 (0.89) bc 1 3.8 (0.25) cd 2 6.5 (0.08) ¢ 1 0.0041
15 4.3 (0.08) ¢ 388 (0.12) a1 6.2 (0.03) ca 2 0.0000
17 13.7 (1.19) ab 1 6.6 (0.37) b 3 10.3 (0.15) a » 0.0014
P 0.0000 0.0784 0.0005

3.1.2.2 Contenido de carbohidratos

El contenido promedio de carbohidratos en las microalgas Isochrysis sp., Iso-Cc y C.
calcitrans fue menor que su contenido proteico y lipidico. Sin embargo, presentd la
misma tendencia que los componentes anteriores, ya que se encontraron valores
significativamente mas altos en Isochrysis sp. comparado con ISO-Cc y C. calcitrans.
Este a su vez fue mayor en la mezcla 1ISO-Cc que en C. calcitrans (P<0.05). El
contenido promedio de carbohidratos en los diferentes dias varié de 2.0 a 5.1 pgecél?
para Isochrysis sp., la mezcla ISO-Cc tuvo un promedio entre 0.8 y 1.7 pgecél?,

mientras que C. calcitrans de 0.3 a 1.1 pgecél* (Tabla 5).
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Se encontraron diferencias significativas (P<0.001) entre los distintos dias de muestreo
en las dietas de Isochrysis sp. y la mezcla 1ISO-Cc, mientras que, en C. calcitrans no

hubo diferencias significativas entre los muestreos realizados (P>0.05).

La prueba pos-hoc mostré que las diferencias en el contenido de carbohidratos en
Isochrysis sp. se encontraron constituidas por tres grupos de datos, el primero
conformado por los dias 5y 17, los cuales presentaron la media mayor (4.4 y 5.1 pgecél
1), el segundo grupo por los dias 9 y 15 con las medias menores (2.0 y 2.4 pgecél?
respectivamente), mientras que en el tercer grupo quedaron los dias restantes, los

cuales no difieren con los grupos anteriores.

Las diferencias encontradas en la mezcla se atribuyeron a los dias 13y 17, los cuales
presentaron las medias mayores (1.7 en ambos casos), las medias menores se
identificaron en los dias 5, 7, 9 y 11, mientras que los dias 3, 5 y 17 no presentaron

diferencias significativas con los dos grupos mencionados anteriormente.

Tabla 5. Contenido de carbohidratos promedio (pgecél?) de las microalgas Isochrysis sp.,
Chaetoceros calcitrans y la mezcla ISO-Cc. Error estandar entre paréntesis (n=3). Letras diferentes
indican diferencias significativas entre dias de muestreo y subindices numéricos indican
diferencias significativas entre tratamientos (a=0.5). El asterisco indica n=1. La letra P de la Gltima
filaindica la probabilidad asociada a los dias de muestreo.

Especie
Mezcla

Tiempo (dias) Isochrysis sp.  C. calcitrans ISO-Cc P
1 3.0 (092) - 1.1 (0.00) - 1.1 (0.00) - *
3 4.4 (0.13) a1 1.0 (0.14) 2 1.3 (0.04) ap 2 0.0000
5 3.3 (0.45) ab 1 0.7 (0.06) 2 0.8 (0.08) b 2 0.0007
7 2.6 (0.02) ab 1 1.2 (0.48) 2 0.8 (0.06) b 2 0.0083
9 2.0 (0.28) bc 1 0.3 (0.02) 2 0.8 (0.25) b 2 0.0046
11 4.2 (0.23) ab 1 0.6 (0.06) 2 1.0 (0.04) b 2 0.0000
13 3.9 (0.20) ab 1 0.9 (0.12) 2 1.7 (0.31) a 2 0.0001
15 2.4 (0.58) bc 1 0.6 (0.02) 3 1.1 (0.08) a» 2 0.0241
17 5.1 (0.78) a 1 0.8 (0.08) 2 1.7 (0.16) a 2 0.0008

P 0.0002 0.0784 0.0005
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3.1.2.3 Contenido de lipidos totales

La cantidad promedio de lipidos presente en las microalgas fue menor que las proteinas
pero mayor que los carbohidratos (Tabla 6). Las células de Isochrysis sp. presentaron
mayor cantidad de lipidos que la mezcla ISO-Cc y estas a su vez tuvieron mayor
cantidad de este componente que las células de C. calcitrans (P<0.05). Se registraron
valores promedio de 7.4 + 0.52 pgecél! en el caso de Isochrysis sp., de 5.2 + 0.10
pgecél! en la mezcla ISO-Cc y de 3.3 + 0.30 pgecél! en C. calcitrans. Por otra parte, no
se registraron diferencias significativas entre los distintos dias de muestreo (P>0.05).

Tabla 6. Contenido de lipidos promedio (pgecél') de las microalgas Isochrysis sp., Chaetoceros
calcitrans y la mezcla ISO-Cc. Error estandar entre paréntesis (n=3). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre dias de muestreo y subindices numeros indican diferencias

significativas entre tratamientos (a=0.5). La letra P de la Gltima fila indica la probabilidad asociada
alos dias de muestreo.

Especie
Mezcla
Tiempo (dias) Isochrysis sp. C. calcitrans ISO-Cc P
1 8.9 (3.62) 2.8 (0.41) 4.8 (0.00)  0.2500
3 79 (0.77) ' 2.6 (0.30) * 5.3 (0.12) 2 0.0030
5 8.7 (0.74) * 2.4 (0.48) ®* 5.5 (0.80) 2 0.0020
7 8.6 (0.67) 52 (1.42) 5.2 (0.17)  0.1096
9 71 (0.78) ' 3.1 (0.56) > 5.1 (0.60) 2 0.0150
11 6.4 (0.65) ' 2.4 (0.71) > 5.4 (0.70) 2 0.0147
13 5.8 (0.56) 36 (1.56) 5.0 (1.82) 0.5748
15 45 (1.02) 3.8 (0.30) 4.6 (0.95)  0.7504
17 8.7 (2.39) 3.4 (0.56) 5.5 (0.07)  0.1560
Promedio 7.4 (0.52) 3.3 (0.30) 5.2 (0.10)
P 0.4131 0.4328 0.9978

3.2 Cultivo larvario de Panopea generosa

La historia de vida de Panopea generosa se describe en la figura 8. Se observaron las
primeras 2 divisiones mitéticas a las 1.5 h después de la fertilizacion (HDF), la quinta
division mitética a las 9 HDF, la larva trocéfora a las 24 HDF y la larva D durante las
primeras 48 HDF. Durante del ensayo de alimentacion se identificaron los estadios

veliger, veliger umbada y pediveliger. El ensayo concluyé cuando la mayor parte de la
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poblacion se encontraba lista (presencia del pie y busqueda de sustrato) para realizar el
asentamiento y la metamorfosis. Sin embargo, fue posible observar algunas postlarvas

en la parte final del experimento (Fig. 4).

Figura 4. Historia de vida de la almeja Panopea generosa. 1: Adultos, 2: huevo fertilizado, 3:
expulsion del segundo cuerpo polar, 4: primera division mitdtica, 5: segunda division mitética, 6:
quinta division mitética, 7: larva trocéfora, 8: larva veliger de charnela recta o larva “D”, 9: larva
veliger, 10: larva veliger umbada, 11: larva pediveliger, 12: postlarva, 13: postlarva de 2 semanas y

14: juvenil.
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3.2.1 Supervivencia larval

No se encontraron diferencias significativas en la supervivencia en larvas alimentadas
con Isochrysis sp., Chaetoceros calcitrans y la mezcla 1SO-Cc (P>0.05). Las pruebas
estadisticas se realizaron hasta el dia 19 de cultivo larvario, lo anterior debido a que en
el dia 21 se registré una mortalidad del 100% en una de las unidades experimentales
en cada tratamiento. La cual, se atribuy0 a la presencia de protozoarios ciliados. En el
dia 23 después de la fertilizacion se obtuvo un 37% de supervivencia con la mezcla
ISO-Cc, un 26% con Isochrysis sp. y solo un 4% con C. calcitrans (Fig. 5). Lo anterior

equivale a 7.3 X 10% larvas competentes con Iso-Cc, 5 X 10% con Isochrysis sp. y 4 X
102 con C. calcitrans.
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Figura 5. Supervivencia promedio (%) de larvas de Panopea generosa alimentadas con las

microalgas Isochrysis sp. (e), Chaetoceros calcitrans (m) y la mezcla 1SO-Cc (A). Las barras
verticales indican el error estandar (n=3).
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3.2.2 Crecimiento larval

3.2.2.1 Longitud

La longitud dorso-ventral inicial de los organismos era 127 £ 1.5 um. Esta se incrementé
conforme transcurrio el tiempo de cultivo (Fig. 6). Se presentaron diferencias
significativas en la longitud promedio de las larvas a partir del dia 11 después de la
fertilizacion (P<0.05). La comparacion de medias indico diferencias significativas con los
organismos de menor tamafio que fueron alimentados con C. calcitrans, que aquellos
alimentados con Isochrysis sp. y la mezcla ISO-Cc. Sin embargo, no hubo diferencias
entre la longitud antero-posterior de los organismos alimentados con estas dos Ultimas
dietas. Las diferencias encontradas se mantuvieron hasta el final del experimento. Los
organismos alimentados con Isochrysis sp. y la mezcla alcanzaron una longitud final de
328 + 11.3 y 323 + 3.2 um, mientras que aquellos alimentados con Chaetoceros

calcitrans registraron una longitud final de 263 = 10.9 pum.
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Figura 6. Longitud dorso-ventral promedio (um) de larvas de Panopea generosa alimentadas con
las microalgas Isochrysis sp. (e), Chaetoceros calcitrans (m) y la mezcla ISO-Cc (A). Las barras
verticales indican el error estandar (n=3).
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La longitud antero-posterior inicial de las larvas fue 159 = 2.0 um. El incremento en
tamafio presentdé la misma tendencia que la longitud dorso-ventral (Fig. 7). Se
encontraron diferencias significativas a partir del dia 11 (después de la fertilizacion)
entre la longitud promedio de las larvas alimentadas con las distintas dietas. Las larvas
alimentadas con C. calcitrans crecieron en menor proporcién que aquellas alimentadas
con Isochrysis sp. y la mezcla ISO-Cc (P < 0.05). La longitud antero-posterior promedio
al dia 23 (después de la fertilizacion) fue de 361 + 6.5 um para las larvas alimentadas
con Isochrysis sp., 356 + 1.5 um para aquellas alimentadas con la mezcla ISO-Cc y 294

+ 9.8 um para larvas alimentadas con C. calcitrans.
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Figura 7. Longitud antero-posterior promedio (um) de larvas de Panopea generosa alimentadas
con las microalgas Isochrysis sp. (e), Chaetoceros calcitrans (m) y la mezcla ISO-Cc (A). Las
barras verticales indican el error estandar (n=3).
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3.2.2.1.1 Tasa de crecimiento

El analisis de covarianza realizado para comparar las tasas de crecimiento dorso-
ventral y antero-posterior indicé diferencias significativas. Los organismos alimentados
con C. calcitrans presentaron menor tasa de crecimiento que los alimentados con
Isochrysis sp. y la mezcla ISO-Cc, pero no hubo diferencias entre estos ultimos (Fig. 8 y
9). Las tasas de crecimiento encontradas para las larvas alimentadas con C. calcitrans
fueron de 7.8 y 7.9 umedia, para los organismos alimentados con Isochrysis sp. fueron
de 12.4 y 12.9 umedia! y para los alimentados con la mezcla ISO-Cc fueron de 11.9 y
12.1 pymedia para los ejes dorso-ventral y antero-posterior respectivamente.
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Figura 8. Tasa de crecimiento dorso-ventral (umedia?) de larvas de Panopea generosa alimentadas
con las microalgas Isochrysis sp. (—e—), Chaetoceros calcitrans (- —m— =) y la mezcla 1SO-Cc
(- A-). Las barras verticales indican el error estandar (n=3).
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Figura 9. Tasa de crecimiento antero-posterior (umedial) de larvas de Panopea generosa
alimentadas con las microalgas Isochrysis sp. (—e—), Chaetoceros calcitrans (- —s——) y la mezcla
ISO-Cc (- A--). Las barras verticales indican el error estandar (n=3).

3.2.2.1.2 Relacion morfométrica DV/AP

Se realiz6 una comparacién morfométrica entre las longitudes dorso-ventral y antero-
posterior de los organismos alimentados con Isochrysis sp., C. calcitrans y la mezcla
ISO-Cc. Esta relacion es una medida de calidad de las larvas. Donde valores an6malos
indican un crecimiento anormal de los organismos. Se encontraron variaciones en esta
relacion con las distintas dietas. Los organismos alimentados con Isochrysis sp. y la
mezcla ISO-Cc presentaron una relacion de 1.03 y 1.00 respectivamente. Sin embargo,

las larvas alimentadas con C. calcitrans presentaron una relacion de 0.98 (Tabla 7).
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Tabla 7. Resumen del crecimiento y supervivencia promedio de larvas de Panopea generosa
alimentadas con Isochrysis sp., C. calcitrans y la mezcla ISO-Cc. DV: eje dorso-ventral, AP: eje
antero-posterior.

Especie

Variable Isochrysis sp. C. calcitrans Mezcla

ISO-Cc

Longitud DV inicial (um) 127 127 127
Longitud AP inicial (um) 159 159 159
Longitud DV final (um) 328 263 323
Longitud AP final (um) 361 294 294
Tasa de crecimiento AP (umediat) 12.3 7.7 11.8
Tasa de crecimiento DV (umedia™?) 12.8 7.8 12.0
Relacion DV/AP 1.03 0.98 1.03
Supervivencia dia 23 (%) 37 4 26

3.2.2.1 Peso seco

3.2.2.1.1 Peso seco total

El peso seco total de las larvas de Panopea generosa se incrementd conforme
transcurrié el cultivo. El valor inicial para los tres tratamientos fue de 0.63 pgeorg.?. Al
dia 13 de cultivo, las larvas alimentadas con lIsochrysis sp. y la mezcla 1SO-Cc
presentaron 2.19 y 2.5 ugeorg.?! respectivamente. Mientras que los organismos
alimentados con C. calcitrans presentaron 1.17 ugeorg.l, sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas en el PST de las larvas alimentadas con las tres
dietas (P > 0.05). Al dia 19 los valores encontrados fueron de 3.15, 3.01 y 1.73 ugeorg.™
para los organismos alimentados con Isochrysis sp., la mezcla ISO-Cc y C. calcitrans

respectivamente.

3.2.2.1.2 Peso seco organico

El peso seco organico inicial de las larvas fue de 0.44 pgeorg.:. No se encontraron
diferencias significativas entre los distintos tratamientos en el dia 13 de cultivo (P>0.05).
Los organismos alimentados con Isochrysis sp. presentaron 1.13 ugeorg., con C.

calcitrans 0.50 ugeorg. y con la mezcla 1ISO-Cc 1.08 upgeorg.™. Se registr6 un menor
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incremento en la biomasa expresado en PSO que lo encontrado para el PST (Tabla 8).
Al dia 19 se encontraron valores de 1.15, 1.20 y 0.39 ugeorg. para los organismos

alimentados con Isochrysis sp., la mezcla ISO-Cc y C. calcitrans respectivamente.

Tabla 8. Peso seco total (ugeorg™) y peso seco organico (ugeorg™) de larvas de Panopea generosa
alimentadas con lIsochrysis sp., C. calcitrans y la mezcla 1SO-Cc. DDF: dias después de la
fertilizacién. A: Peso seco total. B: Peso seco organico. Error estandar entre paréntesis.

Especie
_ _ Mezcla
DDF Isochrysis sp. C. calcitrans ISO-Cc

A B A B A B

7 063 (0.02) 044 (0.01) 0.63 (0.02) 0.44 (0.01) 0.63 (0.02) 0.44 (0.01)
13 2.19 (0.07) 1.13 (0.64) 1.16 (0.13) 0.50 (0.01) 2.50 (0.67) 1.08 (0.22)
19 3.58 (0.55) 1.15 (0.05) 1.73 (0.00) 0.38 (0.00) 3.01 (0.28) 1.20 (0.12)
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4. Discusion

Los estudios sobre las poblaciones mexicanas de Panopea generosa son limitados
(Aragon-Noriega et al.,, 2012), por lo cual es necesario ampliar el conocimiento
concerniente a su cultivo y particularmente al desarrollo larval de esta especie, en

donde el relativo a la alimentacion es de vital importancia.

Para la produccion de P. generosa, al igual que para otros organismos filtradores de
interés comercial, se depende del cultivo de microalgas, por tal motivo, muchas
investigaciones se han centrado en la seleccién de especies adecuadas para su cultivo,

ya sea en forma monoespecifica o en la mezcla de una o mas especies.

Cuando se utilizan dietas mixtas de microalgas para moluscos bivalvos es necesario
conocer la cantidad de materia organica presente en las mismas, ya que algunas
especies tienen un contenido inorganico hasta del 50%, como en el caso de las
diatomeas (por su pared de silice), lo cual podria ocasionar subestimaciones en el
suministro de alimento. En este trabajo se formulé la dieta mixta en base al peso seco
organico (PSO) y esta variable se evalué en las dietas experimentales a través del

ensayo de alimentacion.

La tendencia de los datos de PSO indicé una mayor cantidad de materia organica para
Isochrysis sp., seguido de la mezcla ISO-Cc y C. calcitrans, esto podria mostrar una
mayor cantidad de nutrientes que pueden ser incorporados por las larvas de P.
generosa. Por otra parte las diferencias significativas en el PSO entre los distintos dias
de muestreo en las tres dietas experimentales podrian ser atribuidas a la utilizaciéon de

distintos lotes.

El PSO de la mezcla ISO-Cc obtenido en este trabajo fue menor a lo reportado por
Cerdén-Ortiz et al. (2009), quienes cultivaron microalgas con el medio f (Guillard y
Rhyter, 1962), mientras que en el presente estudio se utilizd6 el medio f/2 (Guillard,
1975). Ambos medios difieren en que el medio f contiene el doble de nutrientes que el

medio f/2. Sin embargo, si se compara el PSO de la mezcla ISO-Cc con el reportado
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por Ceron-Ortiz et al. (2009), se puede observar que la diferencia entre los valores no
es proporcional a la concentracion de nutrientes en los medios utilizados, por lo que se

puede sugerir el cultivar Isochrysis sp. y C. calcitrans con el medio f/2.

Comunmente la calidad de las microalgas empleadas para alimentar a moluscos
bivalvos se encuentra estrechamente relacionada con la composicion bioquimica de las
mismas. La cantidad de los constituyentes organicos obtenidos en este trabajo mostré
la misma tendencia en las tres dietas experimentales, las proteinas se encontraron en

mayor proporcion que los lipidos y estos fueron mayores que los carbohidratos.

La tendencia de mayor cantidad de proteina en la dieta de Isochrysis sp. que en la
mezcla 1ISO-Cc y en C. calcitrans se mantuvo a través del ensayo de alimentacion. El
contenido proteico de Isochrysis sp., de 4.3 a 17.6 pgecél! es similar a lo reportado por
diversos autores en cultivos estaticos y semicontinuos de 2, 15, 18 y 200 L (Velazco-
Blanco, 1997; Renaud et al.,, 2002; Valenzuela-Espinoza et al., 2002; Ferreira et al.,
2008).

Cerdn-Ortiz et al. (2009) reportaron mayor contenido proteico para la mezcla 1SO-Cc
(11.9 pgecél?) que en el presente trabajo, estas diferencias pueden ser debidas a que
en este trabajo, durante el periodo de alimentacion de P. generosa se recurrid a cultivos
de distintos lotes, por la aparicién continua de protozoarios, sin embargo, en todas las
ocasiones se utilizaron cultivos en la fase exponencial, ya que se tiene documentado

gue cultivos en esta fase de crecimiento presentan entre el 30 y 40% de proteinas.

La cantidad de carbohidratos promedio observada en este estudio fue mayor en
Isochrysis sp. (3.4 pgecél!) que en la mezcla 1ISO-Cc (1.1 pgecél?) y que en C.
calcitrans (0.8 pgecél). Diversos autores han reportado concentraciones superiores
para Isochrysis sp. (Velazco-Blanco, 1997; Valenzuela-Espinoza et al., 2002; Ferreira et
al., 2008), para C. calcitrans (Velazco-Blanco, 1997) y para la mezcla ISO-Cc (Cerén-
Ortiz et al., 2009). El bajo contenido de carbohidratos encontrado en las dietas
experimentales indica que los cultivos se encontraban en la fase de crecimiento

exponencial, como era lo esperado, sin embargo esto no seria una limitante para la
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alimentacion larval de Panopea, ya que, como se mencion0 anteriormente, en esta
etapa de crecimiento los organismos no requieren grandes cantidades de carbohidratos
(Marshall et al., 2010).

El contenido lipidico de Isochrysis sp. y C. calcitrans se encuentra dentro de los valores
reportados para esta especie en la fase exponencial de cultivo (Velazco-Blanco, 1997;
Renaud et al., 2002; Valenzuela-Espinoza et al., 2002; Ferreira et al., 2008). Por otro
lado, Ceron-Ortiz et al. (2009) reportaron mayor contenido de lipidos para la mezcla
ISO-Cc que en el presente estudio. Las diferencias en el contenido de proteinas,
carbohidratos y lipidos presentes en la mezcla ISO-Cc con respecto a lo reportado por
Ceron-Ortiz et al. (2009) puede ser debido, como ya se menciond anteriormente, a los

diferentes medios empleados en ambos trabajos.

De acuerdo a Marshall et al. (2010) la calidad nutricional de las microalgas se debe
evaluar en funcién de la supervivencia y el crecimiento de los organismos que son
alimentados con éstas. Los resultados obtenidos en el presente trabajo, indicaron que
la mezcla 1SO-Cc no mejor6 de manera significativa la supervivencia larval de P.
generosa, aunque puede ser debido a la gran variabilidad de datos observada.
También los resultados mostraron que los organismos alimentados con C. calcitrans
presentaron una menor supervivencia que aquellos alimentados con Isochrysis sp. y la
mezcla ISO-Cc (4, 26 y 37% respectivamente) en el dia 23 DDF (dia después de la
fertilizacion). Marshall (2012) encontr6 un porcentaje de supervivencia del 32 % en
larvas de Panopea generosa alimentadas con Isochrysis sp. para este mismo dia de
cultivo y bajo condiciones similares de densidad y alimentacion. Este porcentaje es
ligeramente mayor al obtenido en este trabajo (26%) con la misma dieta, estas
diferencias podrian atribuirse a las diferentes raciones alimenticias utilizadas en ambos
trabajos. Sin embargo en ese dia de cultivo (23 DDF), Marshall (2012) reporta tallas
entre 160 y 200 um, mientras que, en este estudio, estas tallas se observaron desde los
11 y los 13 DDF. Las supervivencias encontradas en esos dias de cultivo son cercanas

al 70%, lo cual es dos veces mayor a lo reportado por Marshall (2012).



39

Debido a la falta de estudios donde se evallen mezclas de microalgas en el crecimiento
y la supervivencia larval de P. generosa, se podrian comparar los resultados obtenidos
con los de otras especies de bivalvos. Resultados similares al presente estudio han sido
reportados por Yan et al. (2006), quienes evaluaron dietas monoalgales y mixtas para la
almeja Ruditapes decussatus y encontraron que no hubo diferencias en la
supervivencia y el crecimiento entre la dieta de Isochrysis sp. y la mezcla, por lo que
concluyeron que el 50% de la dieta en base a Isochrysis spp. puede ser sustituido por
Chlorella spp. sin afectar la supervivencia de esta especie.

Por otra parte, se ha encontrado que en Pteridos, Pectinidos y Mitilidos, el uso de la
mezcla de las microalgas Isochrysis spp. y Chaetoceros spp. mejora la supervivencia
larval de estos organismos (Martinez-Fernandez et al., 2006; Velazco-Blanco, 1997;
Sanchez-Lazo y Martinez-Pita, 2014). Ademas Ceron-Ortiz et al. (2009) reportaron que
las mezclas de microalgas que contenian C. calcitrans dieron mejores resultados en el
cultivo de la escalopa Nodipecten subnodosus, los cuales se pueden atribuir a los altos
niveles de EPA que contienen las microalgas del género Chaetoceros, los cuales
pueden ser mas del 30% del total de los &cidos grasos presentes en la diatomea
(Ceron-Ortiz et al., 2009; Rico-Villa et al., 2006).

En contraste, los resultados obtenidos indicaron que las larvas alimentadas con la dieta
monoalgal de C. calcitrans presentaron la menor supervivencia de las tres dietas
experimentales (4%). Sin embargo, existen estudios que muestran que las microalgas
C. calcitrans forma pumilum y C. muelleri proporcionados en forma monoespecifica son
una dieta adecuada para larvas de Crassostrea gigas y Ruditapes decussatus
respectivamente (Rico-Villa et al., 2006 y Aranda-Burgos et al. 2014). El Unico estudio
realizado con la almeja Panopea generosa fue el de Ren et al. (2014), quienes
evaluaron el efecto de dietas monoalgales y mixtas de Isochrysis sp. y C. muelleri en la
supervivencia y crecimiento de juveniles de P. generosa, encontraron que los
organismos alimentados con Isochrysis sp. presentaron menor crecimiento que aquellos
alimentados con C. muelleri y con la mezcla de ambas, esto podria indicar que en el
caso de P. generosa podria presentarse un cambio en los requerimientos nutricionales

de larvas a juveniles.
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La tasa de crecimiento es otra variable de respuesta que se utiliza como indicador de
calidad del desarrollo larval. Esta tasa es especifica para cada especie y se utiliza
comunmente para comparar. a) los diferentes estadios de desarrollo, b) las distintas
especies y/o c¢) condiciones de cultivo. En este trabajo se observaron mayores tasas de
crecimiento en los organismos alimentados con Isochrysis sp. (12.8 ymedia?®) y la
mezcla ISO-Cc (12.0 ymedial) que con C. calcitrans (7.7 umedia™l). Pero éstas son
menores a las reportadas por Tapia-Morales (2011) (6-17 umedial). No obstante, en
este estudio se evalu6 el crecimiento hasta los dias 34 y 38 DDF, por lo que estos
resultados incluyen la etapa postlarval. Se ha descrito que una vez que los bivalvos
completan la metamorfosis, las reacciones metabdlicas se aceleran y por consiguiente

el crecimiento se ve incrementado en igual medida (Garcia-Esquivel et al., 2001).

Gribben y Hay (2003) cultivaron larvas de P. zelandica y obtuvieron tasas de
crecimiento menores (8.9 ymedia?) a las reportadas en el presente estudio y también
son menores a lo reportado para Panopea globosa del Golfo de California, la cual
presenta las mayores tasas de crecimiento larval reportadas (hasta 21.9 umedia),

hasta ahora, para el género Panopea (Ferreira-Arrieta, 2012).

Ademas de la calidad nutricional de las microalgas, al alimentar larvas de bivalvos se
debe tomar en cuenta la cantidad de las mismas (Helm et al., 2006). Marshall (2012)
encontré que, con una densidad de 5 larvassmL™ la racién alimenticia puede llegar a
limitar de manera significativa el crecimiento larval de P. generosa. De acuerdo a
Marshall (2012) la racién oéptima es 4 x 10* célslarvalsdia?! (equivalente a 2 x 10°
cél'mL?) ya que produjo los mejores resultados, mientras que, valores inferiores y
superiores resultaron en un crecimiento larval significativamente menor. En este estudio
se ajusto la racion alimenticia en funcién del tamafio de los organismos y para las tallas
reportadas por Marshall (2012), se utiliz6 una racién menor (entre 2.5y 5 x 10 célemL"
D). Por lo que, de utilizar una racién similar a la utilizada por Marshall (2012) se podria

esperar un mejor crecimiento.
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Las larvas de P. globosa y P. generosa presentan tasas de ingestion y de clareo
similares con respecto a otras especies de moluscos bivalvos (Ferreira-Arrieta, 2012;
Marshall, 2012). La tasa de aclaramiento es inversamente proporcional a la
concentracion de particulas en suspension, mientras que la tasa de ingestion es
directamente proporcional a ésta. A una concentracion de 200 céleuL? (equivalente a 2
x 10° cél'mL™?) se alcanza la méaxima capacidad gastrica del organismo, esta varia en
funcién de la tasa de aclaramiento, concentracion de alimento, tamafio de particula y
tiempo de evacuacion del tubo digestivo (Ferreira-Arrieta, 2012). En el presente estudio
no se evalué la tasa de aclaramiento ni la de ingestion, sin embargo, la racion
suministrada a través del ensayo de alimentacion fue inferior a la capacidad méaxima
mencionada por los autores anteriores, lo que podria sugerir que P. generosa pudo

ingerir eficientemente el suministrado.

La almeja Panopea generosa es un organismo poiquilotermo. Por lo tanto, la
temperatura influye en gran medida sobre sus procesos fisiolégicos tales como la
respiracion, locomocion, alimentacién y crecimiento (Fry, 1947). Dichos procesos, se
aceleran conforme se incrementa la temperatura hasta rebasar el limite térmico de la
especie, a partir del cual se presentan dafos estructurales a nivel molecular,

inactivacién enzimatica y de disponibilidad de oxigeno (Arney, 2013).

El efecto de la temperatura sobre las tasas de crecimiento de P. generosa se puede
observar comparando aquellas reportadas por Marshall (2012) para la densidad de 5
larvasemL con respecto a las encontradas en este estudio con una densidad similar
(2.8-3.9 pmedia! a 14°C y 7.9-12.9 pmedial a 17°C respectivamente). Estas
diferencias pueden ser debidas a las temperaturas empleadas en cada estudio. Al
respecto, Arney (2013) evalué el efecto de la temperatura (7, 11, 15y 19 °C) en el
crecimiento de juveniles de P. generosa. Este autor encontré que la temperatura de 19
°C produjo el mejor crecimiento en longitud. Sin embargo, los organismos mantenidos a
esta temperatura disminuyeron su PSO. Por lo cual, recomienda la temperatura de 15

°C para el cultivo de juveniles de P. generosa.
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También, la calidad de los gametos determina el éxito del desarrollo larval de los
moluscos bivalvos (Utting y Millican, 1997). Buitimea-Alvarez (2011) observé tasas de
crecimiento de 1.0 a 3.7 umedia™ en Panopea generosa, las cuales son menores a las
encontradas en el presente estudio. Estos valores se atribuyen a que, este autor utilizé
gametos obtenidos mediante la técnica de raspado gonadal, razén por la cual, observé
bajas tasas de fertilizacion, de crecimiento y de supervivencia, mientras que en esta

tesis los gametos fueron obtenidos de desoves inducidos por tratamiento hormonal.

Se ha documentado que en Panopea generosa es necesario que los ovocitos pasen a
través del oviducto para que se reanude el proceso de maduracion final (Garcia-
Esquivel et al., 2013). Caso contrario ocurre con P. globosa, P. zelandica y otras
especies de bivalvos como el ostion japonés Crassostrea gigas, en los cuales, se ha
utilizado la técnica de raspado gonadal con éxito (Buitimea-Alvarez, 2011; Ferreira-
Arrieta, 2012; Gribben y Hay, 2003; Rico-Villa et al., 2006). Para estas especies, el
agua de mar promueve el proceso de maduracion final de los ovocitos y de liberacion

del foliculo ovarico, obteniéndose tasas de fertilizaciéon adecuadas.

Aunado a los factores mencionados anteriormente, la seleccion por tallas influye en el
crecimiento y la supervivencia larval de P. generosa. En las empresas de produccion
comercial de bivalvos ésta es una practica comun, ya que, al retirar aquellas larvas
deformes y que tienen lento crecimiento, se disminuye la mortalidad de los organismos
que se desarrollan adecuadamente. Lo anterior se debe a que la muerte inevitable de
los organismos no aptos, promueve el desarrollo bacteriano y de otros organismos que

podrian ser perjudiciales para las larvas restantes.

Debido a que uno de los objetivos fue evaluar la supervivencia larval, no se pudieron
retirar los organismos deformes y de bajo crecimiento de las unidades de evaluacion, lo
gue probablemente contribuyé a las mortalidades observadas a lo largo del bioensayo.
Por lo cual, para estudios posteriores se recomienda separar larvas deformes y de bajo
crecimiento, cuantificarlas y monitorearlas en una unidad de evaluacion independiente
para comparar la supervivencia y el crecimiento de las mismas con aquellos organismos

de crecimiento normal.
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Cuando se evaluan dietas de microalgas en larvas de moluscos bivalvos se analiza
comunmente la calidad de las microalgas (Martinez-Fernandez y Southgate, 2007), asi
como también la supervivencia y crecimiento larval (Marshall et al., 2010; Carrefio-
Hernandez et al., 2012). Normalmente el crecimiento se evalla en funcion de la longitud
de la concha. Sin embargo, el incremento en masa es mas preciso (Saucedo y
Southgate, 2008). Lo anterior se debe a que los organismos pueden crecer en longitud
pero no en materia organica. Esto se observé en los organismos alimentados con C.
calcitrans, los cuales presentaron una disminucion en el PSO del dia 13 al 19, mientras
que la longitud se incrementd. Esto implica que aunque la larva crezca en longitud, no
necesariamente tiene las reservas energéticas para realizar el proceso de
metamorfosis. Este aspecto es un cuello de botella en la produccion de semilla de
bivalvos (Helm et al., 2006).

Los procesos de asentamiento y metamorfosis son un punto critico en la historia de vida
de bivalvos (Helm et al., 2006; Carvalho et al., 2013). Estos son regulados por diversos
factores extrinsecos e intrinsecos (Hadfiel, 1984) e implican el cambio de una vida
pelagica a una bentdnica, ademas del cambio anatomico en las estructuras alimenticias
(Zardus y Martel, 2006). Lo anterior significa que durante la metamorfosis, el organismo
no se alimenta y depende de sus reservas endodgenas acumuladas durante su vida

larvaria.

La talla a la cual los organismos son aptos para la metamorfosis es particular a la
especie. Los organismos alimentados con Isochrysis sp. y la mezcla ISO-Cc alcanzaron
una talla de 361 + 6.5y 356 + 1.5 um respectivamente al dia 23 DDF. Estos resultados
coinciden con lo descrito por Goodwin y Pease (1989), los cuales mencionan que la
talla de metamorfosis para P. generosa se encuentra ente los 350 y 400 um. Por otra
parte los organismos alimentados con C. calcitrans no alcanzaron la talla de

metamorfosis (294 + 9.8 um).

Se ha documentado que P. globosa se metamorfiza a tallas similares que P. generosa

(Ferreira-Arrieta, 2012), mientras que P. zelandica tiene tallas de metamorfosis de 250
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pm (Gribben y Hay, 2003). En estudios de desarrollo larval de moluscos bivalvos se ha
utilizado al ostion japonés (Crassostrea gigas) como modelo. Esta especie se asienta a
las 280 pum de longitud (Rico-Villa et al., 2006).

El dia de metamorfosis es otra variable influenciada por la calidad larval y depende de
la especie. La talla de metamorfosis se encontré al dia 23 DDF en los organismos
alimentados con Isochrysis sp. y la mezcla ISO-Cc. Goodwin y Peace (1989) mencionan
que la duracién del desarrollo larval de P. generosa es influenciada en mayor medida
por la temperatura, a 14 °C se ha observado que la talla de metamorfosis se alcanza
hasta los 47 DDF, mientras que a 16 °C se redujo a solo 16 DDF.

El periodo larval descrito por Tapia-Morales (2011) es mayor al reportado en el presente
estudio, ya que reporta que el dia de metamorfosis de P. generosa varié desde los 25
hasta los 36 DDF en funcién del tipo y de la concentracion de antibidtico utilizado. Este
periodo larval mas largo se puede atribuir a las diferencias en las condiciones
experimentales. Otros estudios realizados con P. globosa indicaron que alcanza la talla
de metamorfosis de los 11 a los 15 DDF segun Buitimea-Alvarez (2011) y de los 13 a 14
DDF de acuerdo a Ferreira-Arrieta (2012). Estas diferencias se pueden atribuir a las
altas tasas de crecimiento de P. globosa y a la temperatura a la cual se cultiva (22 °C).
Por otra parte, Gribben y Hay (2003) reportaron que P. zelandica alcanza la talla de
metamorfosis a los 16 DDF. Esta duracion del periodo larval coincide con lo reportado

para el ostion japonés Crassostrea gigas por Rico-Villa et al., (2006).

Los resultados encontrados en esta tesis crean un marco de referencia sobre el uso de
dietas mixtas de microalgas en el desarrollo larval de P. generosa, las cuales permiten
mejorar la produccion de semilla de esta especie en laboratorio, asi como también
brindan informacion basica sobre la biologia de la especie que puede ser de utilidad en
la formulaciéon de nuevos proyectos de investigacién o en procesos productivos. Con lo
cual se promueve el aprovechamiento del recurso con fines de acuicultura y/o

repoblamiento.



45

Conclusiones

® La dieta monoalgal de Isochrysis sp. present6 mayor PSO, proteinas,
carbohidratos y lipidos que la mezcla 1ISO-Cc y la dieta monoalgal de

Chaetoceros calcitrans.

® La supervivencia y el crecimiento larval de Panopea generosa fue mayor con la

dieta monoalgal de Isochrysis sp.

® La dieta monoalgal de Isochrysis sp. y la mezcla ISO-Cc son adecuadas para la

alimentacion de Panopea generosa.

® Se recomienda continuar los estudios con la inclusién de otras especies de
microalgas ampliamente usadas en acuicultura para la alimentacion de P.

generosa.
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