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RESUMEN

La temperatura y la salinidad son dos de las variables ambientales mas
importantes para el desarrollo organismos marinos, por lo que la evaluacion cuantitativa
de su efecto es critica en organismos con potencial de cultivo. En el presente estudio
se estudio el efecto de la temperatura sobre la sobrevivencia y crecimiento larval de la
almeja chiluda del Golfo de California, Panopea globosa, y el efecto de la temperatura y
salinidad sobre la almeja chiluda del Pacifico, P. generosa. El experimento con P.
globosa, consistio en evaluar el efecto de 4 diferentes temperaturas (18, 22, 26 y 30 °C)
sobre el crecimiento y sobrevivencia larval, desde el momento de la eclosion hasta la
metamorfosis. En P. generosa se corrieron dos experimentos independientes con un
disefio triplicado de 4 temperaturas (14, 16, 18 y 20 °C) y 4 salinidades (27, 30, 33y 36
%0) para evaluar su efecto sobre el porcentaje de eclosién de larvas y sobre el
crecimiento de las mismas durante las primeras dos semanas de vida larval. Los
tratamientos se corrieron por triplicado en unidades de 6L, y una densidad de cultivo de
1 larva ml™* (P. globosa) o en unidades de 10 ml (huevos) y 200 ml (larvas) en P.
generosa, con densidad de 12 huevos ml™y 15 larvas ml™* respectivamente. El mayor
porcentaje de sobrevivencia de P. globosa se observo a 22 °C y 26 °C (30.5% = 2.7 y
28.4% = 6.7, respectivamente). El desarrollo larval no se completo a los 18 °C, mientras
gue a 30 °C se registr0 una alta mortalidad post-metamorfosis. La mayor tasa de
crecimiento (22.5 + 3.2 ym d' y 19.9 + 1.1 pm d*) se observé a 26°C y 22°C,
respectivamente. En P. generosa se tuvo una baja fertilizacion, y el mayor porcentaje
de eclosion se observé en la combinacion de 14 °C y 36 psu (2.5%), seguido por 16 °C

y 33 psu (1.7%). Las larvas de P. generosa crecieron mas rapido a 20 °Cy 27 — 30 psu



(3.66 um d™), seguidas por 18°C y salinidades de 27 y 33 psu (3.01 + 0.87 y 3.14 +
0.54 respectivamente). Se concluye que los requerimientos de temperatura para larvas
de P. globosa son mayores que en otras especies, y que tanto 18 °C como 30°C son
temperaturas limitantes para su desarrollo. EI mejor crecimiento de P. generosa a los
18 - 20 °C, contrasta con reportes previos de Washington, USA, lo que sugiere un
corrimiento del 6ptimo hacia temperaturas superiores en latitudes mas bajas como la
de B.C.
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1. INTRODUCCION.
En la costa del Pacifico mexicano habitan dos especies de la almeja

“‘generosa” o “chiluda”, las cuales son Panopea globosa y Panopea generosa.
La primera es endémica del Golfo de California y esta reportada desde San
Felipe hasta Bahia de Los Angeles (Baja California), costas de Sonora y Bahia
Magdalena (Baja California Sur). Esta especie también es conocida como
almeja de sifén o0 almeja de agua. En relacion con P. generosa, que habita en la
costa del Océano Pacifico y tiene su distribucion que comprende desde las

peninsulas de Alaska hasta Baja California.

Este género es considerado como uno de lo que presentan las especies de
almeja mas grandes en el mundo. Viven enterradas en el sedimento marino (<
1 metro) y presenta un largo sifén que se extiende hasta la superficie para filtrar
el agua y obtener su alimento. Estos organismos son longevos, pueden vivir
hasta 85 afos reportados para P. zelandica y 165 afios para P. abrupta (citado

por Aragén-Noriega et al., 2007).

En la actualidad, estos moluscos son muy demandados en nuestra region
porque tienen un alto valor comercial en el mercado de exportacion, lo que ha
generado un incremento considerable en la explotacion de los bancos

naturales.

Las estadisticas sobre la capturas de estos bivalvos, sefialan incrementos

de 200 toneladas en 2002 hasta 1,300 toneladas en 2006 (Secretaria de



Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion, Delegacion
Baja California). Este gran incremento en la explotacion de los bancos
naturales, ha generado preocupacion en el sector productivo y gubernamental.
Tal preocupacion llevo a estos sectores en el afio de 2007 al Laboratorio de
Biotecnologia de Moluscos del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas de la
Universidad Auténoma de Baja California con el fin de iniciar esfuerzos,
orientados al desarrollo de la tecnologia para producir semilla de esta almeja en

el laboratorio con fines de maricultivo y/o repoblamiento.

El cultivo de este molusco bivalvo como cualquier otro organismo, requiere
del conocimiento basico de su biologia. En la actualidad, son escasos los
estudios relacionados con Panopea spp de nuestra region. Solamente existen
algunas informaciones sobre P. globosa, donde describen que su ciclo de
maduracion comprende de Septiembre a Enero y presenta desoves en el
periodo comprendido de Diciembre a Enero (Aragén et al. 2007, Calderdn-
Aguilera et al. 2010). A diferencia con P. generosa, especie que habita en la
costa de Pacifico de Baja California, su periodo de desove en Baja California
comprende de Marzo a Julio (com. pers de Zaul Garcia-Esquivel, Instituto de

Investigaciones Oceanoldgicas).

En el proceso de produccion de semilla de moluscos, se requiere del control
de 3 fases de desarrollo: etapa larval, semilla temprana y etapa posterior de

pre-engorda. Para estas fases, se requiere de infraestructuras para produccion



y asentamiento de las larvas, y cultivo de poslarvas tempranas. Ademas, un
estricto control en la calidad del agua, alimentacion, temperatura y salinidad

para los organismos.

En los aspectos de distribucion y desarrollo de los moluscos bivalvos, son
considerados a la salinidad y la temperatura como las variables ambientales
mas importantes (Delgado y Pérez-Camacho 2007). Se han observado que las
fluctuaciones en estas variables, son capaces de generar una amplia gama de
respuestas fisiolégicas y pueden estar reflejadas en el desarrollo, tasa de
filtracion, consumo de oxigeno y otros aspectos mas. Estos pueden tener un
impacto importante sobre el crecimiento y la supervivencia de los organismos,

especialmente en los estadios tempranos.

Hay diferentes estudios donde se ha determinado la tolerancia a la
salinidad en larvas y/o embriones de moluscos bivalvos de importancia
comercial como es el caso de la escalopa Argopecten irradians (Tettelbach y
Rhodes, 1981), el mejillon Mytilopsis leucophaeata (Verween et al., 2007) y la
almeja chiluda Panopea generosa (Goodwin, 1973). Asimismo, para desarrollar
el cultivo de mejillones en Chile y optimizar la produccion masiva de semillas en
sistemas controlados, consideraron necesario evaluar el efecto de la
temperatura en el desarrollo embrionario y larval del mejillon Mytilus

galloprovincialis (Ruiz et al., 2008).



El creciente interés por el cultivo de esta almeja, requiere comprender el
efecto de factores ambientales en sistemas controlados, como base para la
toma de decisiones (Goodwin, 1973). En base a lo anterior, se realiz6 el
presente estudio con la finalidad de conocer los requerimientos de temperatura
y salinidad de larvas de Panopea spp. Este tipo de informacién no solamente
permitira mejorar la produccién controlada de Panopea spp en laboratorio, sino
también aportard informacion sobre los requerimientos ambientales de este

género en su entorno natural.

2. OBJETIVO.
 Evaluar la tasa de crecimiento y sobrevivencia de las larvas del P. globosa en

respuesta a diferentes temperaturas.

 Evaluar la tasa de crecimiento y sobrevivencia de las larvas del P. generosa

en respuesta a diferentes temperaturas y salinidades.



3. METODOLOGIA.

3.1 EXPERIMENTO DE TEMPERATURA CON LARVAS DE P. globosa.

3.1.1 OBTENCION Y ACONDICIONAMIENTO DE REPRODUCTORES.
Treinta ejemplares de almejas adultas de la especie P. globosa,

colectados en el area de San Felipe, Baja California, México. Los organismos
fueron trasladados al Laboratorio de Biotecnologia de Moluscos, situado en el
edificio de Acuacultura del Instituto de Investigaciones Oceanolégicas de la
UABC, donde se acondicionaron dentro de jabas de plastico a una temperatura

de 19 °C por un periodo de 3 a 4 semanas (Fig. 1a).

Una vez maduros, los organismos se disectaron para exponer la gbnada,
la cual fue raspada como método para la obtencion de 6vulos y espermas (Fig.
1b). Los ovulos fueron fecundados con una mezcla de esperma de varios
machos en una cubeta graduada de 20 litros y se dejaron reposar por 30
minutos. Paso siguiente se procedid a observar al microscopio para revisar la
formacion del primer cuerpo polar y después pasar el contenido de la cubeta a
un tanque cilindrico de 200 litros. En este tanque cilindrico, se dejo reposar con
aireacion ligera por un periodo de 48 horas. Esto con la finalidad de obtener las

larvas véliger de charnela recta o “D”, para utilizarlas en el experimento.



Fig. 1. a) Organismos reproductores en acondicionamiento durante 3 a 4 semanas
en jabas de plastico dentro de un tanque circular de fibra de vidrio; b) vista de la
gonada de una hembra al final del periodo de acondicionamiento; c) concentrado

de 6vulos sin fecundar.

3.1.2 MANEJO DE LARVAS Y DISENO EXPERIMENTAL.

En el presente estudio se utilizaron las siguientes temperaturas
experimentales del agua de mar: 18, 22, 26 y 30 °C. Estas se mantuvieron

constantes por medio de calentadores con resistencia de 300 watts. Un total de



72,000 larvas “D” fueron repartidas en 12 cubetas plasticas de 6 litros de
capacidad (Fig. 2). Estas cubetas fueron llenadas con agua filtrada (1um) y

esterilizada con una lampara de rayos UV.

Las cubetas experimentales se distribuyeron en grupos de 3 (réplicas)
para cada una de las siguientes temperaturas: 18, 22, 26 y 30 °C. Cada grupo
fue colocado dentro de un tanque de fibra de vidrio de 3 compartimientos
independientes, conteniendo su propio calenton con controlador digital vy
aislados entre si por paneles de poliestireno para evitar “contaminacién” por
temperaturas. Las cubetas mantuvieron una aireacion constante por medio de
mangueras de silicon para acuario con difusores de poro fino. Estas mangueras
estuvieron orientadas hacia el centro, para tener una mejor homogenizacion del

agua y movimiento de las larvas.

3.1.3 MANTENIMIENTO DE ORGANISMOS Y ESQUEMAS DE MUESTREO.
Las larvas experimentales fueron alimentadas dos veces diariamente,

mafiana y tarde comenzando con una densidad de 15, 000 cel/ml de T-Iso el
primer dia de muestreo hasta llegar a una densidad de 50, 000 cel/ml antes de
finalizar el experimento. El hecho de proporcionar el alimento en las mafianas y
las tardes fue evitar la acumulacion de materia organica en descomposicion y

contaminacion del sistema experimental.



Los muestreos fueron realizados cada tercer dia. Con la misma
periodicidad se hicieron los recambios del agua y limpieza de cubetas. Durante
la toma de muestras, se desconectaba la aireacibn en la cubeta y se
homogenizaba por un minuto su contenido con un agitador manual. Se tomaron
muestras de un mililitro por cubeta utilizando un pipeteador automatico
Eppendorf y se transfirieron a microtubos de 1.5 ml. Paso siguiente, se fijaron
las larvas con formol salino, y se conservaron en esa condicién hasta ser

procesadas para su evaluacion de talla y/o sobrevivencia.

Al término de los muestreos en las cubetas, todo el contenido se pasaba
por un tamiz de malla apropiada para eliminar basura y conchas de larvas mas
pequefias que estuvieran muertas. Luego se llenaron de nuevo con agua de
mar filtrada y pasada por UV. Un dia anterior al muestreo se llenaba un
recipiente con agua de mar filtrada con el fin de calentarla a temperatura de 30
°C, la mas alta del experimento. Paso posterior, se llenaban las cubetas y se

ajustaban a las diferentes temperaturas experimentales.



Fig. 2. Sistema experimental de cubetas de 6L utilizadas para el cultivo de larvas de P.
globosa a diferentes temperaturas. Se pueden apreciar los compartimentos del tanque
rectangular de fibra de vidrio, con divisiones de vidrio forradas con poliestireno en

ambos lados.

3.1.4 PROCESAMIENTOS DE LAS MUESTRAS.

Las muestras de larvas fueron procesadas en el laboratorio, donde se
realizaron mediciones de tallas y cuantificaciones de las larvas vivas y muertas.
Para lo anterior, se utiliz6 un microscopio compuesto marca ZEISS AXIOLAB,
con un ocular graduado y un objetivo de 5X o 10X, dependiendo del estadio de
desarrollo (Fig. 3). Ademas, se registraron los estadios de desarrollo con base a
la morfologia de las larvas en cada fecha de muestreo. Este procedimiento se

realizo para todas las muestras que se tomaron durante el experimento.



En relacion con la talla de las larvas, se consideré largo y ancho de la
concha. En referencia al porcentaje de sobrevivencia (S, %), se contaron todas
las larvas vivas y muertas de cada muestra para obtener el porcentaje de

sobrevivencia de acuerdo a la siguiente formula:
S (%) = (N¢/N;)*100

Donde S= porcentaje de sobrevivencia, N; y N; cantidad de larvas

presentes en cada recipiente al inicio del experimento y al tiempo t.

Fig. 3. Microscopio compuesto Zeiss Axiolab con cadmara Sony Handycam
montada en un tubo especial para el microscopio con el que se procesaron las

muestras del experimento.
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3.2 EXPERIMENTO DE TEMPERATURA Y SALINIDAD CON LARVAS DE P.

generosa.

3.2.1 OBTENCION DE REPRODUCTORES Y ACONDICIONAMIENTO.

El manejo de reproductores de P. generosa se realizdé con los mismos
procedimientos de P. globosa, excepto que los reproductores solamente se
aclimataron a las condiciones de laboratorio durante una semana a una

temperatura de 12 °C.

3.2.2 DISENO EXPERIMENTAL Y MANTENIMIENTO DE ORGANISMOS

Se realizaron dos experimentos. El primero fue para evaluar el efecto
combinado de la temperatura y la salinidad sobre el porcentaje de eclosion de
larvas de P. generosa. Se utilizé sal sintética OCEANPURE (Commodity Axis
Inc., Camarillo, CA) y agua destilada para preparar agua de mar sintética con 4
distintas salinidades (27, 30, 33 y 36 psu). El agua de mar sintética se coloco en
cajas de plastico tipo Greiner de 6 pozos (35 mm diametro). Un total de 1000
ovulos fertilizados fueron colocados en 8 cajas de plastico tipo Greiner de 6
hoyos a una concentracién final de aprox. 125 huevos por pozo (12.5
huevos/ml de agua). Se utiliz6 una combinacion de 4 salinidades x 4
temperaturas (14, 16, 18, 20 °C) x 3 réplicas (pozos). Las cajas multipozos
fueron colocadas dentro de incubadoras a la temperatura apropiada, donde
permanecieron por un total de 48h. Al final de ese periodo se detuvo el

experimento y se evalud el porcentaje de eclosion (E, %) como:
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E (%) = (N/N)*100

Donde N; y N; son el numero inicial de huevos incubados y el
numero de larvas “D” obtenidas después de 48h de incubacion,

respectivamente.

El segundo experimento fue disefiado para evaluar el efecto combinado
de la temperatura y la salinidad sobre el crecimiento larval. Se utilizaron 48
recipientes de plastico de 200 ml con tapa como unidades experimentales, los
cuales fueron llenados con 150 ml de agua de mar sintética. EI agua de mar
sintética con la salinidad apropiada se prepar6 de forma similar al primer
experimento. Un total de 1,500 larvas “D” de P. generosa fueron coloacadas en

cada unidad experimental (15 larvas ml™)

Los recipientes experimentales se colocaron sobre un panel de
poliestireno previamente perforado, y esta a su vez fue colocada dentro de un
tanque de fibra de vidrio con compartimentos conteniendo agua de mar a
distintas temperaturas (Fig. 4). El poliestireno mantuvo una doble funcion: servir
como base para detener los recipientes experimentales, y servir como aislante
para mantener la temperatura experimental. Un total de 4 temperaturas (14, 16,
18 y 20 °C) x 4 salinidades (27, 30, 33 y 36 %) x 3 réplicas (recipientes de 200

ml) fueron utilizados en este experimento.

Las temperaturas en los compartimentos fueron mantenidas constantes

por medio de enfriadores de titanio tipo serpentin o calentones de titanio tipo
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bayoneta de 300W. Los compartimientos se mantuvieron aislados entre si por
medio de separadores de vidrio y paneles de poliestireno. Los recipientes
tuvieron aireacién constante para tener una oxigenacion y movimiento de las
larvas. Durante el experimento de 18 dias de duracion, los organismos fueron
alimentados cada 48 h con una densidad de alimento de 15, 000 cel/ml de T-Iso
al inicio y fue aumentando segun los requerimientos de las larvas. El hecho de
proporcionar el alimento en este intervalo de tiempo fue evitar la acumulacion
de materia organica en descomposicién y por consiguiente contaminacién al

sistema experimental.

Fig. 4. Sistema de vasos plasticos con tapa donde se mantuvieron las larvas de

P. generosa en salinidades y temperaturas.
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3.2.3 MUESTREOS.

Los muestreos de los vasos fueron realizados cada tercer dia para evitar
gue las larvas se estresaran. Los dias de muestreo también se realizo limpieza

de recipientes experimentales y recambios de agua.

Durante la toma de muestras, se desconectaba la aireacion de los
recipientes y el agua con larvas se homogenizaba por un minuto con un
agitador manual. Se tomd una muestra de un mililitro por recipiente utilizando
un pipeteador automatico eppendorf. Paso siguiente se utiliz6 un microscopio

para el conteo de las larvas y medicion de tallas.

Al terminar de realizar los muestreos en los recipientes, su contenido se
pasaba por un tamiz de 125 um para eliminar basuras y conchas de larvas mas
pequefias que estaban muertas. El agua para el recambio fue filtrada,
esterilizada, y ajustada a las salinidades y temperaturas experimentales

especificas. Esta agua de recambio fue preparada con un dia de anticipacion.

La talla de las larvas (largo y ancho de la concha) se evalu6 bajo el
microscopio compuesto. En referencia al porcentaje de sobrevivencia (S, %), se
contaron todas las larvas vivas y muertas de cada muestra para obtener el

porcentaje de sobrevivencia de acuerdo a la siguiente férmula:

S (%) = (N/N;)*100
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Donde S= porcentaje de sobrevivencia, N; y N; cantidad de larvas

presentes en cada recipiente al inicio del experimento y al tiempo t.

3.2.4 ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS DATOS.

Los datos obtenidos de las mediciones de las larvas, tallas y densidades,
fueron procesados con el programa estadistico “Sigma Stat”. Con este
programa, los datos de crecimiento se ajustaron mediante regresion lineal, y la
pendiente de la recta se consideré como la tasa de crecimiento bruto. Los datos
de sobrevivencia se compararon para cada temperatura mediante andlisis de

varianza.

4. RESULTADOS.

41 EFECTO DE TEMPERATURA SOBRE EL CRECIMIENTO Y

DESARROLLO DE LARVAS DE P. globosa.

El patrén y magnitud de crecimiento larval fue similar para las larvas
sometidas a 22 — 30 °C, pero las larvas de 18 °C crecieron significativamente

mas lento (Fig. 5).
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Fig. 5. Cambios temporales en el promedio de la talla de la concha (largo y ancho)
exhibidas por P. globosa durante el desarrollo larval y poslarval temprano a 4
diferentes temperaturas (18, 22,26 y 30°C). La barra indica el intervalo de tallas a las

gue ocurrio la metamorfosis.

Una vez que se completé la metamorfosis, a las 360 — 390 um de
longitud de la concha (Tabla 1), el crecimiento postlarval fue mayor a los 26 °C,

seguido por 22 °C (Fig. 5). Es importante notar que la mayor sobrevivencia de
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P. globosa después de 8 dias de etapa larval se observo en los tratamientos de

22y 26 °C (30.5 £ 2.7y 28.4 £ 6.7 % respectivamente), y la menor (12.2 £ 2.4

%) a 18 °C (Tabla 1).

Tabla 1. Promedios (x error estandar) del porcentaje de sobrevivencia

acumulada en 8 dias (S%), tasa de crecimiento bruto (TC), razén largo:ancho

de la concha (L/A) y talla de metamorfosis (TM) exhibida por larvas de almeja

chiluda, Panopea globosa, mantenidas a 4 distintas temperaturas
experimentales.
Variable 18°C 22°C 26°C 30°C
S (%) 12.2+2.4 30.5+2.7 28.4+6.7 18.7+ 2.3
TC
. 79+0.7 199+11 225+3.2 19.5+0.5
(um d”)
Razon L/A 1.1+0.02 1.2+0.01 1.1+0.01
TM Largo (um) 392+10.3 391.3+10.6 364 + 3.3
(max — min) (374 -411) (369 - 403) (359 - 368)
TM Ancho (um) 3585 + 52 340.1+ 5.8 325.1+ 8
(max — min) (354 — 369) (328 — 347) (315 —335)

De hecho las larvas de 18 °C no completaron su desarrollo larval debido

a una mortandad masiva que se presenté antes de llegar a esa etapa de
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desarrollo y se dio por terminado con los muestreos en ese tratamiento (Tabla
1, Fig. 5). Asimismo, las larvas que estuvieron a temperatura de 30 °C
presentaron alta mortalidad poco después de completar su metamorfosis y
hubo presencia de protozoarios. Las larvas de 26°C exhibieron la mayor tasa
de crecimiento bruto (22.5 + 3.2 um d™), seguidas por las de 22 y 30 °C (Tabla
1). La menor tasa de crecimiento (7.9 + 0.7 um d') se observé a los 18 °C
(Tabla 1). En general, la razén largo-ancho de la concha larval de P. globosa
varid en forma lineal a lo largo del desarrollo larval, independientemente de la

temperatura, con un valor de 1.28 (Fig. 6).
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Fig. 6. Relacién ancho — largo de la concha para un total de 713 larvas de P.
globosa (y=1.2777x-24.326; R?>=0.9731).
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4.1.1 DESARROLLO LARVAL

En el experimento observamos que el desarrollo embrionario de P.
globosa, es idéntico al reportado para otras especies de Panopea.
Esencialmente, los estdios de desarrollo identificados en el presente
experimento incluyeron: aparicion del primer cuerpo polar (Fig. 7A), seguido del
primer estadio larval o trocofora (Fig. 7B). En el estadio siguiente, aparecio la
larva veliger de charnela recta, donde se form6é una concha y un dérgano
natatorio ciliado denominado velo. Esta larva veliger también es conocida como
larva “D” por su forma (Fig. 7C). Después aparecio otro estadio con un una
protuberancia en la concha llamada umbo (Fig. 7D). A los 13 dias aparecieron
las larvas pediveligeras (Fig. 7E), el cual nos indica que las larvas comienzan a

metamorfizarse para pasar al estadio de poslarva.

Durante la metamorfosis las larvas tienen un pie completamente
desarrollado (Fig. 7F). En este estadio desaparece el velo ciliar. La disoconcha
poslarval aparece con espiculas en toda la superficie (Fig. 7G), vy
posteriormente se observa un sifon bien desarrollado con 6rganos sensoriales

alrededor (Fig. 7H).
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Fig. 7. Estadios tempranos de P. globosa. A. Ovulo mostrando cuerpo polar
(flecha); B. Larva trocofora temprana; C. Larva veliger de charnela recta o “D”;
D. Véliger umbada; E. Pediveliger (pie indicado con la flecha); H. poslarva de 1

semana post-fijacion. Escala de la barra = 80 um.
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La concha poslarval presentd pequefias espiculas en toda la superficie,
mientras que el sifon se caracteriz6 por la presencia de una serie de
protuberancias o tentaculos alrededor (6rganos sensoriales). Asimismo, el pie
poslarval estaba bien desarrollado y le permitia tanto adherirse al sustrato como

levantar al organismo completo para su desplazamiento (Fig. 7H).

42 EFECTO DE SALINIDAD Y TEMPERATURA EN LARVAS DE P.

generosa.

En esta especie la obtencion de gametas por el método de induccién al
desove descrito por Goodwin, et al. (1979), solo respondieron un 20 % de las
almejas, de las cuales solo eran machos. Por lo que se utiliz6 el método de

raspado de génada.

En general, el porcentaje de eclosion de los huevos fertilizados,
obtenidos mediante raspado gonadal, fue bajo (< 2.6%). No obstante, se pudo
observar una tendencia sinergistica de interaccion entre la temperatura-
salinidad sobre el porcentaje de eclosion de P. generosa. El mayor porcentaje
de eclosién se observo la combinacion de 14 °C y 36 psu (2.5%), seguido de
las combinacién de 16 °C y 33 psu (1.7%). A temperaturas mas altas este

sinergismo no fue tan evidente, y el porcentaje de eclosion fue menor del 0.8%

(Fig. 8).
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Fig. 8. Porcentajes de eclosion de larvas “D” de P. generosa en un periodo de 48 horas

después de la fertilizacion, bajo diferentes combinaciones de salinidad y temperatura.

Los cambios temporales en la longitud y ancho de la concha larval de P.
generosa durante el segundo experimento mostraron que esta creci6 mas
rapidamente a 20 °C en todas las salinidades experimentales, mientras que las
de 18 °C crecieron mejor a salinidad de 27 psu (Fig. 9). Cabe aclarar que las
larvas de la combinacion 20 °C y 36 psu se perdieron accidentalmente
después de una semana de experimentacion. No obstante, a dicha salinidad no
se observaron diferencias claras por efecto de la temperatura en los tres
tratamientos restantes (Fig. 9). Las tasas de crecimiento larval (Tabla II),

considerando los 15 dias de experimentacién fueron mayores a 20 °C y
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salinidades de 27 y 30 psu (3.66 pm d™), seguidas por 18°C y salinidades de 27

y 33 psu (3.01 £ 0.87y 3.14 £ 0.54 respectivamente).
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Fig. 9. Cambios temporales en el promedio de la longitud de la concha

exhibidas por P. generosa durante el desarrollo

larval

a 4 diferentes

temperaturas (14, 16, 18 y 20 °C) y 4 salinidades (27, 30, 33 y 36 psu).
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Tabla 2. Tasa de crecimiento bruto (um d™) de las larvas en un periodo de 15 dias

para diferentes combinaciones de salinidad y temperatura. El error estandar esta

indicado en cada caso.

TEMP SALINIDADES

27 ppm 30 ppm 33 ppm 36 ppm
14°C 1.8+ 0.65 1.9+0.05 1.7+0.15 2.49 £0.75
16°C 0.98 + 0.38 1.56 +0.24 2.71£0.64 1.41 +£0.37
18°C 3.01£0.87 1.47 £0.27 3.14+£054 2.10£0.08
20°C 3.66 £ 0.78 3.66 £ 0.76 2.01£0.55 2.60+£0.11

La relacién largo-ancho de la concha larval de P. generosa vari6 en forma lineal
a lo largo del desarrollo, independientemente de la temperatura de prueba, con

un valor constante de proporcionalidad igual a 1.1 (Fig. 10).
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Fig. 10. Relacion largo - ancho de la concha para un total de 1448 larvas de P.
generosa (y=1.0978x+14.818; R?*=0.8463).
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5. DISCUSIONES.

En el presente estudio se realizé la diseccion de la gbnada y su posterior
raspado para la extraccion de la gametas debido a que el método de estrés
térmico no nos funciond en ninguna de las dos especies. Ya anteriormente
Gribben y Hay (2003) habia reportaron el método de raspado para producir
exitosamente larvas de P. zelandica a nivel experimental. Los resultados
obtenidos en este trabajo demostraron que el raspado produjo una buena
eficiencia de fertilizacion de los 6vulos en P. globosa, pero no en P. generosa.
Lo anterior sugiere que el paso de los 6vulos por el oviducto es una condicién
obligada en P. generosa para que se pueda reiniciar la meiosis de los 6vulos,
mientras que P. globosa tiene una plasticidad similar a la de otros moluscos
bivalvos como el ostién, que se fertilizan facilmente ain sin que hayan pasado
por el oviducto (Helm et al, 2006). En cualquiera de los casos, el raspado
gonadal implica el sacrificio de los organismos, por o que es necesario seguir
estudiando opciones o métodos alternativos para lograr la induccién al desove

de ambas especies.

En cuanto al efecto de la temperatura, fue evidente que P. globosa tiene
requerimientos mas altos que P. generosa durante su desarrollo larval, y el
limite inferior de tolerancia térmica de la primera (20 °C) aparentemente
coincide con el limite superior de la segunda. Esto es compatible con el habitat

tipico de cada especie y ventajoso desde el punto de vista de acuacultura, ya
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que con los requerimientos térmicos exhibidos por ambas especies es posible
manejar alternadamente la produccion de ambas especie a lo largos de todo el
afo. En el primer caso, se sabe que P. globosa soporta variaciones
significativas de temperatura en el Golfo de California, las cuales van desde 16
°C en invierno hasta 31 °C o mas en verano (Calderén-Aguilera et al., 2010),
mientras que P. generosa habita en aguas mas frias del Pacifico. En patrticular,
las aguas adyacentes a Ensenada, Baja California, tienen una variacion
estacional con intervalos promedio de temperatura oscilan entre los 11 y 18 °C
(Espinoza-Carredn et al., 2001). Los resultados obtenidos en el presente
estudio indican que P. globosa es una especie tropical que puede cultivarse
eficientemente en un intervalo de 22 a 26 °C, mientras que temperaturas por
debajo a los 18 °C o por encima de los 30 °C limitan su crecimiento. En
contraste, las larvas de P. generosa crecieron mejor a temperaturas de 18 — 20
°C y salinidades relativamente bajas, mientras que su porcentaje de eclosion
fue mejor entre los 14 y 16 °C. Lo anterior discrepa con estudios previos
reportados por Goodwin y su grupo de trabajo (Goodwin, 1973; Goodwin et al.,
1979), quienes encontraron que los embriones y larvas de P. generosa
obtenidas de las costas de Washington se desarrollaron mejor a temperaturas
entre de 10 a 14 °C y salinidades de 27 a 32 ppm (Goodwin, 1973), mientras
gue las larvas completaron alcanzaron la metamorfosis en 17 dias a 14 °C. Las
discrepancias en las temperaturas oOptimas determinadas para embriones y

larvas de P. generosa originaria de Washington (Goodwin, 1973; Goodwin et
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al., 1979) y P. generosa de Baja California (presente estudio) probablemente se
deban a que esta Ultima estd adaptada a aguas relativamente més calientes, lo
qgue correria hacia arriba sus preferendos térmicos y los limites de tolerancia.
Tanto en el presente estudio como en el de Goodwin (1973) y Goodwin et al.
(1979) fue evidente que las salinidades de 27 a 30 psu sostuvieron un buen
crecimiento larval de P. generosa, mientras que salinidades mayores de 36 psu
redujeron el crecimiento de larvas cultivadas a cualquiera de las temperaturas
experimentales utilizadas en el presente trabajo. Lo anterior indica que existe
una interaccion clara entre el efecto combinado de la temperatura y la salinidad
sobre el crecimiento/sobrevivencia de P. generosa, teniendo un mayor efecto
positivo las salinidades bajas utilizadas en el presente estudio. El preferendo
termal de las larvas de P. generosa de esta region la ubica como una especie
templada, y es parecido al de P. zelandica (17 °C, Gribben y Hay, 2003), la cual

tarda 17 dias en alcanzar su etapa metamorfica.

Finalmente, es importante notar que tanto P. globosa como P. generosa
mantuvieron una relacién constante del largo y ancho de la concha durante su
desarrollo larval. El hecho de que el valor de la constante de proporcionalidad
fuese 1.3 en P. globosa y 1.1 en P. generosa, indica que la concha larval de la
primera es mas alargada que en la segunda, lo que puede ser aprovechado
desde el punto de vista taxonOmico para identificar una y otra especie desde

esa etapa temprana de desarrollo.
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6. CONCLUSIONES.

> Las larvas de P. globosa crecieron mejor a temperaturas entre 22 y 26
°C. Las temperaturas de 18 °C y 30 °C parecen marcar el limite inferior y
superior de tolerancia térmica de esta especie.

» El desarrollo embrionario de P. generosa es mejor a temperaturas de 14
a 16 °C, mientras que las larvas de la misma especie crecen mejor a
temperaturas entre 18 y 20 °C. El crecimiento se redujo a temperaturas
bajas (14 °C) o a salinidades altas (36 psu).

» Las larvas de P. globosa exhibieron una constante de proporcionalidad
lineal largo: ancho de la concha (L:A= 1.3) mayor que las larvas de P.
generosa (L:A= 1.1). Dicha relacion fue independiente de la temperatura,
por lo que dicha constante puede potencialmente servir como indicador

de la especie.
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