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Resumen

Se comparo el crecimiento y supervivencia larval de Panopea globosa alimentada con
dietas monoalgales y mixtas de Isochrysis sp y Chaetoceros calcitrans producidas con
fertilizantes agricolas y medio /2, con el propdsito de conocer el efecto de estas dietas en el
crecimiento y supervivencia larval de P. globosa. Para evaluar el desarrollo ontogénico se
tomaron imagenes en microscopio Axioscop 40 con apoyado del programa axiovision 4.0.
Se realizaron registros fotograficos cada hora a partir de la fertilizacion de los huevos y
durante el desarrollo de estos hasta el primer estadio larvario de la especie. Los siguientes
estadios larvarios fueron registrados cada dos dias durante los recambios de agua. Los
resultados indican que el desarrollo embrionario de P. globosa tiene una duracion de 14
horas a 22°C. Asimismo, el desarrollo larval dur6 15 dias a 25 + 1°C, tiempo en el cual se
identificaron 5 estadios larvales. El primer estadio fue larva trocofora que tuvo una
duracion de 9 horas. Los estadios subsecuentes fueron; larva "D" la cual presenta velo
funcional. Al término de esta etapa se observaron los estadios veliger temprana e
intermedia y cada estadio duro 4 dias. A diferencia de los anteriores, el Gltimo estadio
larval (pediveliger) duro 3 dias, tiempo en el cual las larvas desarrollaron un pie funcional y
velo retraido previo a la metamorfosis. Por otra parte, se registr6 mayor supervivencia con
las dietas mixtas cultivadas con fertilizantes agricolas (21%) y medio f/2 (20%)
respectivamente. Se concluye que el cultivo de Isochrysis sp y C. calcitrans con
fertilizantes agricolas son menos onerosas que el uso del medio f/2. Por tanto, el uso de
fertilizantes agricolas pueden ser utilizados para la produccion de microalgas destinadas a

la alimentacion de larvas de P. globosa en centros acuicolas.
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1. Introduccion

La explotacion pesquera de la almeja de sifon (Panopea spp) inicio a partir del afio 1970
en Washington, Estados Unidos y en 1976 en Columbia Britanica, Canada (Khan, 2006), a
partir del afio 2002 inicid la pesca comercial de Panopea generosa en el Océano Pacifico y
en el Golfo de California de Panopea globosa (Dall, 1898). Los permisos otorgados a la
fecha han sido 44, de los cuales solo 5 se encuentran ain vigentes (Pérez-Valencia, 2011y
Aragon-Noriega, 2012). Para los afios 2006 y 2007 las capturas registradas para P. globosa
y P. generosa fueron de 1 171 toneladas (Pérez-Valencia, 2011). Mientras que para el 2008
la captura fue de 904.7 y 340 toneladas para P. globosa y P. generosa, respectivamente

(SAGARPA, 2007).

En particular los estudios sobre la almeja de siféon en México indican que para P.
globosa en el Golfo de California se han enfocado al conocimiento de su ciclo reproductivo
(Aragon-Noriega et al., 2007). Por este motivo es necesario realizar investigaciones que
permitan identificar estadios de maduracion, desove, crecimiento larval y alimentacion para
la introduccién de esta especie al rango de la acuacultura y para tener una estrategia de
gestion y aprovechamiento sostenible de estas especies (Pauly 1996, Tijaro-Rojas y
Salgado-Cabrera, 2007).

La informacion bioldgica y ecologica especifica sirve para establecer puntos de
referencia que orienten el manejo pesquero (Ramirez-Félix et al., 2012). Esto es
especialmente importante considerando que se trata de especies que de acuerdo con las
investigaciones en P. generosa, se caracterizan generalmente por ser longevas, tener bajas

tasas de reclutamiento y crecimiento poblacional lento. De acuerdo con Orensanz et al.,



2004, la explotacion de especies con dichas caracteristicas imponen problemas al manejo

pesquero, especialmente si se conoce poco de la dinamica poblacional.

1.1. Biologia de la especie

Las caracteristicas de Panopea globosa son similares a las presentados por Panopea
generosa, sin embargo, ambas presentan una caracteristica peculiar, la cual es la marca de
un seno paleal en la concha, en Panopea globosa esta marca es facilmente detectable, en
cambio en P. generosa es practicamente nula, siendo esto lo que permite diferenciarlas
como dos especies distintas (Arambula et al., 2008); no obstante, ambos organismos
presentan dos valvas y un sifon alargado. Esta caracteristica es la de mayor interés para su
comercializacion ya que presenta un gran tamafio, con una longitud maxima de 1.5m.Estas
especies se encuentran en el intermareal en sustratos lodosos y arenosos, a 18m de
profundidad. Ambos organismos son dioicos, pero la temporada reproductiva de cada
especies es diferente, P. globosa se reproduce de diciembre a febrero (Arambula et al.,
2008), mientras que P. generosa se reproduce de mayo a julio (Guadamud-Tapia, 2012),
cuando se encuentra en condiciones Optimas para la reproduccion, liberan los gametos al

medio para que estos se fecunden, estas especies tienen una edad promedio de 20 a 60 afios.

1.2. Distribucion

Dentro de las costas mexicanas se encuentran dos especies del género Panopea, se les
conoce por sus nombres comunes como "almeja de sifon", "almeja chiluda” o en general
almeja generosa, una de estas es P. generosa, la cual anteriormente se conocia como P.

abrupta, esta se distribuye desde Alaska hasta las costas de Baja California, México. Del



otro lado de la peninsula de Baja California se encuentra P. globosa la cual tiene una
distribucion desde el Golfo de California hasta el lado del Pacifico en Bahia Magdalena

(Hendrickx et al., 2005).
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Figural. Distribucion en México del género Panopea spp.

1.3. Clasificacion taxondmica

Phyllium: Molusca
Clase: Bivalvia
Orden: Myoida
Familia: Hiatellidae

Género: Panopea



Especie: globosa (Dall, 1898)

1.4. Desarrollo larval

El inicio de la gametogénesis de Panopea globosa comienza en épocas de otofio, cuando
la temperatura aun se mantiene entre 20-28°C, teniendo desoves en invierno cuando la
temperatura desciende y se encuentra entre 15-18°C (Aragon-Noriega et al., 2007).

El desarrollo de esta especie es similar al resto de los moluscos bivalvos, comienza con
la fecundacion de los huevos y después de 48 horas inicia el estadio de larva trocofora, la
cual no consume alimento. Después de esta etapa continua la larva de charnela recta o
también conocida como larva "D" la cual tiene un tamafio entre 80-150um y cuenta con un
velo, el cual le funciona para la movilidad, alimentacién y respiracion. Al completarse el
estadio "D", continua el estadio veliger que se caracteriza por la formacién de umbos para
después continuar con la larva pediveliger. En este estadio, inicia la aparicion de un pie el
cual le ayudard al momento de la fijacion en el sustrato y se comienza a apreciar la
disoconcha. Cuando la larva ha alcanzado un tamafio superior de 250-300um inicia el
proceso de metamorfosis, en donde la larva va a retraer por completo el velo, formar
branquias y sus Organos internos, esta etapa es critica ya que se presentan altas
mortalidades (Helm et al., 2006).

En el medio natural se estima que la supervivencia para organismos no maduros de
Panopea globosa solo alcanza valores del 2% (Ramirez - Félix, 2011). Ademas de que para

adultos se registra una mortalidad natural del 26.6% (Gonzéalez-Peléez et al., 2015).



2. Antecedentes

P. globosa es una especie que tiene un alto valor comercial, debido a la presencia de un
alargado sifén, pero debido a que es una especie longeva su desarrollo es lento y
actualmente se han realizado escasos estudios acerca del crecimiento de P. globosa, Leon-
Hing (2012) investigd los cambios histoldgicos y bioquimicos asociados al ciclo de
maduracion de la almeja de sifon, P. globosa en San Felipe, B.C. México, encontr6 que los
niveles de vitelogenina y de carbohidratos presentes en la hemolinfa pueden ser utilizados
como indicadores de niveles de madures en hembras adultas. Buitimea-Alvarez (2011)
estudio el efecto de la salinidad y temperatura en desarrollo larval de Panopea spp.
Encontro que la temperatura ptima para P. globosa es de 26°C obteniendo supervivencias
del 30%. Ferreira-Arrieta (2012) registrd el desarrollo larval y tasa de alimentacion para
dicha especie. Concluye que la capacidad gastrica en larvas umbadas iniciales es de 200 cél
uLlsiendo estd la maxima ingesta durante el desarrollo larval, asi mismo, indica quela
metamorfosis se presenta cuando alcanza un tamafio de 330-350 um y ocurre a los dias 13 y

14 dias de su cultivo.

Con respecto a estudios sobre el uso de diferentes dietas en el cultivo de Panopea spp,
los trabajos son escasos. Sin embargo, Ren et al., (2015) evaluaron en pos-larvas de
Panopea generosa el efecto en supervivencia y crecimiento (um) al utilizar diferentes
dietas de microalgas, concluyen que las dietas mixtas de diversas especies de microalgas
proporcionan crecimiento significativos que el uso de dietas monoalgales, asi mismo
existen otros estudios en diversos moluscos bivalvos que podrian servir de guia para esta
investigacion. Por ejemplo Diaz y Martinez (1992), realizaron un cultivo de Argopecten

purpuratus en donde calcularon la tasa de ingestién y crecimiento en larvas de estos



organismos utilizando microalgas como Chaetoceros gracilis, Nannochloropsis oculata e
Isochrysis galbana. Encontraron que la tasa de ingestion y el crecimiento fue mayor en
tratamientos con dietas mixtas que en dietas unialgales. De igual manera se han realizado
estudios en otras especies de moluscos bivalvos como Mediolis capax y Pinctada
mazatlanica, en estos casos se evaluaron cinco dietas microalgales utilizando Isochrysis sp,
Tetraselmis sp y Monochyris sp para ambas especies, la dieta que proporcion6 mejores
resultados en crecimiento y supervivencia fue la suministrada en una proporcién de 2:1 de
Isochrysis sp y Tetraselmis sp (Mazon-Suastegui, 1984).

Debido a que el cultivo de larvas de moluscos requiere del cultivo previo de microalgas,
entonces este puede ser llevado a cabo utilizando diversos medios de cultivo, incluyendo el
medio f/2 de Guillard (1975) u otros medios basados en fertilizantes agricolas. Valenzuela-
Espinoza et al. (2004) realizd6 un estudio sobre el crecimiento de Rhodomonas sp,
cultivadas con medio f/2 y fertilizantes agricolas y concluye que el crecimiento en ambos
medios fue similar. Por lo tanto, es altamente recomendable la utilizacion de fertilizantes
agricolas con fines de reduccién de costos en produccion. Sin embargo, también es
recomendable analizar perfil bioquimico, especialmente si la produccién de lipidos es
diferente al que se encuentra en especies cultivadas con medio f/2 (Pifia et al., 2007).Entre
los estudios que han utilizado fertilizantes para el cultivo de microalgas y se utilizaron
como base en la alimentacion de moluscos en cultivo, esta el realizado por Coronado-Rosas
(1994) quien utilizé la microalga Isochrysis galbana como alimento para Crassostrea
gigas. En su estudio encontrd6 que la composicion bioquimica de la microalga, el
crecimiento y supervivencia de este ostion tuvieron cambios importantes al usar

fertilizantes agricolas. Entonces estos nutrientes de uso agricola son una alternativa viable



para la produccion microalgas y su posterior uso en la alimentacion de larvas de ostion

(Crassostrea gigas).
3. Justificacion

Durante el desarrollo larvario de moluscos bivalvos es altamente recomendable el uso de
dietas mixtas de microalgas, debido a que proporcionan mejor crecimiento y mayor
supervivencia. La ventaja de usar fertilizantes agricolas es el bajo costo de produccién de

microalgas comparado con el costo inherente de nutrientes en medio /2 de Guillard (1975).

Entre las especies de microalgas que son utilizadas para la alimentacion de estos
organismos se encuentra Chaetoceros calcitrans e Isochrysis sp las cuales contienen dos
tipos de acidos grasos esenciales para el desarrollo larvario. C. calcitrans contiene 17% de
EPA (4cido eicosapentaenoico) e Isochrysis sp contiene 22% de DHA (Acido
docosahexaenoico), que influyen en la tasa de crecimiento, supervivencia y de manera
directa en la metamorfosis (Band, 1999). Farias (2008), menciona que microalgas con
diferentes perfiles nutrimentales suministran cantidades distintas de acidos grasos
esenciales para larvas de moluscos. Aungue en este estudio no se determiné la cantidad de
acidos grasos en las microalgas utilizados como alimento, es importante verificar si la
produccion de C. calcitrans e Isochrysis sp, con nutrientes agricolas es similar a la que se

obtiene en medio f/2 y su posible efecto en la alimentacidn de larvas de Panopea globosa.



4. Objetivos

4.1.0Dbjetivo general

Evaluar la ontogenia larval de Panopea globosa y su respuesta en crecimiento y
supervivencia al suministrar dietas mixtas y monoalgales de microalgas cultivadas en

diferentes medios.
Objetivos particulares

e Comparar la densidad celular y tasa de crecimiento especifica de Chaetoceros
calcitrans e Isochrysis sp cultivadas en medio f/2 de Guillard (1975) y fertilizantes
agricolas.

e Evaluar la tasa de crecimiento y supervivencia de larvas de Panopea globosa
alimentada con dietas mixtas y monoalgales cultivadas en medio f/2 de Guillard
(1975) y fertilizantes agricolas.

e Evaluar la factibilidad del cultivo de Panopea globosa al utilizar microalgas

producidas con fertilizantes agricolas.

5. Hipotesis
El uso de dietas mixtas de Isochrysis sp y Chaetoceros calcitrans cultivadas con

fertilizantes agricolas incrementa el crecimiento y supervivencia de larvas de Panopea

globosa con respecto a dietas monoalgales.



6. Metodologia

6.1.Cultivo de microalgas

Las especies de microalgas Isochrysis sp y Chaetoceros calcitrans utilizadas para la
alimentacion de larvas de Panopea globosa, fueron cultivadas en medio /2 de Guillard
(1975) y medio nutritivo con fertilizantes agricolas (Valenzuela et al., 1999), a temperatura
de 19+1°C.

Para preparar los medios de cultivo, el agua de mar se filtrd a través de cuatro filtros tipo
Cuno de 1 um e irradiada mediante un sistema de luz ultravioleta modelo H-50. Cada litro
de agua de mar usada se enriquecio con los nutrientes mayores, metales traza y vitaminas
descritos en la tabla I, de acuerdo a las especificaciones de preparacion indicadas. De este
medio, se prepararon para cada especie volimenes de cultivo de 150 mL en matraces
Erlenmeyer, para después ser transferidos a un volumen de cultivo de 2 L en Fernbach.

Los dos niveles de cultivo se esterilizaron en autoclave a 121°C por 15 libras de presion
pulgada durante 15 minutos, enfriados a temperatura de laboratorio. Una vez enfriados, se
procedio a la adicion de vitaminas estériles en condiciones controladas en la concentracion
indicada en la tabla I. Después, se procedid a la inoculacion. Los cultivos en los dos niveles
se mantuvieron en una irradianza fotosintéticamente activa de 100 y 150 pmol quanta m? s’
! suministrada por lamparas fluorescentes Osram de 75 W. La irradiancia se medio en la
superficie externa de los matraces Erlenmeyer y Fernbach con un irradiémetro PAR
(modelo QLS-100, 4n sensor, Biospherical Instruments). Los cultivos en Erlenmeyer
fueron mantenidos en cultivo estatico, mientras que los Fernbach se mantuvieron en cultivo

semi-continuo y ambos se homogenizaron diario de manera manual.



Tabla

I. Composicion del medio f/2 de Guillard (1975) y medio enriquecido con

fertilizantes agricolas (Valenzuela et al., 1999).

Medio /2

Fertilizantes agricolas

NUTRIENTES MAYORES Formula Cantidad/L | NUTRIENTES MAYORES Formula Cantidad/L
Nitrato de sodio NaNO3; 75mg | Nitrato de amonio NH4NO; 36.8 mg
Fosfato de sodio

monobésico NaH.PO, -H,0 5mg Acido fosforico P,0s 5.6 mg
Silicato de sodio meta

soluble Na,SiO3-9H,0 30mg | Silicato de sodio meta soluble NazSiOs.-9H.0 30 mg
METALES TRAZA METALES TRAZA

EDTA dis6dico C1oH14N20OgNa-H>0 436 mg |Fe-EDTA C10H14N20gFeH,0O 5.4 mg
Cloruro férrico FeCls-6H,0 3.15mg | Fe-no quelado 70.7 mg
Sulfato clprico CuS04-5H,0 0.01 mg | Sulfato ctprico CuSOq 2.0mg
Sulfato de zinc ZnS04-7H.0 0.022 mg | Sulfato de zinc ZnS0s 1.09 mg
Cloruro de cobalto CoClz-6H.0 0.01 mg | Sulfuro S 45.84 mg
Cloruro de manganeso MnCis-H,0 0.18 mg | Sulfato de manganeso MnSQ4 1.09 mg
Molibdato de amonio Na;Mo04-2H,0 0.006 mg

Vitaminas Vitaminas

Tiamina hidroclorhidrica C12H17CIN4OS 0.1 mg | Tiamina hidroclorhidrica C12H17CIN4OS 0.1 mg
Biotina C10H16N203S 0.5ug |Biotina Ci1oH16N203S 0.5 ug
Cianocobalamina (B12) Ce3HssCoN14P 0.5ug |Cianocobalamina (B12) Ce3HgsCoON14P 0.5 ug

6.1.1. Cultivo semi-continuo de microalgas

Durante el desarrollo experimental se realizé cultivo semi-continuo en Fernbach de las

dos especies de microalgas utilizadas en esta investigacion (C. calcitrans e Isochrysis sp),

en el cual se cosecho diario volumenes de 300 mL (15%) de cada especie y posteriormente
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se recuper6 el mismo volumen con la previa adicion de los nutrientes, vitaminas (tabla I) y

agua de mar esterilizada.

6.1.2. Evaluacién de la densidad celular de microalgas

La densidad celular se cuantifico en una cdmara Neubauer de 0.1 mm de profundidad.
De los resultados de densidad celular se calcul6 la tasa de crecimiento especifica () con la
siguiente expresion:

H=In(C2)-In(Cy)/ta—1s

Donde:

C1: Densidad celular inicial

Co: Densidad celular final

t1: Tiempo inicial
t2: Tiempo final

6.1.3. Analisis de costos de produccion de microalgas

Se obtuvo el costo de los nutrientes de cada uno de los medios de cultivo para conocer el
costo por litro de produccion de C. calcitrans e Isochrysis sp y asi determinar la factibilidad

econdmica de cultivo de cada uno de los medios.

6.2.Cultivo y desarrollo larvario

6.2.1. Fertilizacion de 6vulos
En el inicio de esta etapa "Laboratorio Oceanica” ubicados en Ensenada; proporcion0
huevos y espermatozoides de organismos adultos de Panopea globosa, los cuales fueron
transportados al laboratorio de microalgas del Instituto de Investigaciones Oceanologicas

(110) perteneciente a la Universidad Autonoma de Baja California (UABC) y se procedio al
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cambio de agua de transporte utilizando tamiz de 35 um y posteriormente colocados un
volumen de 10 L con agua de mar filtrada y esterilizada a temperatura de 22 + 1 °C y

prosiguio a la fertilizacion de los mismos.

Para la fertilizacion se usé una concentracion de 6-8 espermatozoides por 6vulo y se
dejo en este proceso durante 1 hora para asegurar que fuesen fertilizados la mayor cantidad

de 6vulos posibles.

Una vez que los 6vulos fueron fertilizados se incubaron durante las siguientes 24 horas y

comenzo el registro de la ontogenia del desarrollo embrionario.

6.2.2. Registro de ontogenia larval

Para evaluar el desarrollo ontogénico se inicid con la toma de fotografias en un
microscopio Axioscop 40, con apoyo del programa axiovision 4.0. Estas se tomaron cada
hora después de la fertilizacion y durante los primeros estadios de desarrollo embrionario
hasta el primer estadio larvario de la especie. Para el registro de los siguientes estadios
larvarios, la toma de fotografias se realizé cada recambio total de agua (3 dias), en donde se
registrd el tiempo entre estadios larvarios y el tiempo que dura para alcanzar la

metamorfosis.

6.2.3. Disefio experimental y manejo de larvas

Se mantuvieron 6 tratamientos los cuales constaban de cuatro dietas monoalgales de C.

calcitrans e Isochrysis sp cultivadas con fertilizantes agricolas y medio f/2 de Guillard
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(1975) y dos tratamientos que incluian la mezcla (1:1) de microalgas cultivadas tanto con
fertilizantes agricolas y medio /2 de Guillard (1975).

El cultivo inicio con larva trocofora, la cual se mantuvo en recipientes con volumen de
10 L, con aireacion constante suministrada alrededor del fondo y el centro con el fin de
evitar que las larvas permanecieran en el fondo. La densidad inicial fue de 10 larvas/mL,
teniendo un total de 100 x 10° larvas por unidad de evaluacion y temperatura de 23 + 1°C
con fotoperiodo 12:12; el agua de mar utilizada se filtré por 4 filtros tipo Cuno de 1 pum y
se irradio mediante un sistema de luz ultravioleta modelo H-50. Después, el agua se trato
con hipoclorito de sodio y se neutralizé con tiosulfato de sodio.

Para evitar el desarrollo bacteriano en los cultivos larvarios y post-larvarios se utilizo

cloranfenicol a concentracion de 9 mg L™

6.2.4. Evaluacion de supervivencia

Para evaluarla supervivencia se registré el nimero de larvas por triplicado (n=3) por
tratamiento durante el recambio de agua cada 3 dias, mediante el conteo en camara
Sedgwick Rafter de 1 mL de volumen. Para estos recambios se utilizaron tamices de
diferente tamafio, los cuales fueron seleccionados conforme el tamafio que presentaron las
larvas durante el tiempo de cultivo, con el fin de eliminar la materia organica presente en el
cultivo. Las muestras utilizadas para el conteo de supervivencia se fijaron con formol salino
al 10% vy se utilizaron para evaluar el crecimiento de larvas en cultivo.

Los datos se supervivencia se obtuvieron a partir del conteo de todas larvas tanto vivas
como muertas, en donde los datos se procesaron mediante la férmula de porcentaje de

sobrevivencia:
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S (%) = (Nt/Ni)*100
Donde:
S: Porcentaje de sobrevivencia

Nt Cantidad de larvas presentes al momento del conteo (t)
Ni: Namerode larvas iniciales (i)

6.2.5. Evaluacion de crecimiento larval

Muestras por triplicado fueron tomadas para la evaluacion de supervivencia las cuales
fueron almacenadas en viales de 5mL y fijadas con formol salino al 10%. Estas muestras
fueron utilizadas para la medicion del crecimiento larval (longitud) utilizando un
microscopio compuesto con un objetivo de 5x y el apoyo de una reglilla para la medicién.

Se midieron los margenes dorso-ventrales y antero-posterior de cada estadio larvario
hasta la metamorfosis.

Asi mismo se calcul6 la tasa de crecimiento especifica (u) de la longitud dorso-ventral y

antero-posterior, a partir de la formula:
H=Llo-Li/to—ts
Donde:
L1: Longitud inicial
L. Longitud final

t1: Tiempo inicial
t2: Tiempo final

6.2.6. Analisis estadistico

Un analisis de varianza de dos vias sera usado para determinar el efecto individual y
combinando de diferentes dietas producidas en medio f/2 y fertilizantes agricolas en la
variable dependiente de densidad larval. Para aquellos datos que resulten significativamente
afectados por variables independientes (P<0.05), se llevard a cabo una prueba de
comparaciones multiples (Tukey).
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7. Resultados

7.1. Microalgas

Al comparar las densidades celulares registradas por Isochrysis sp en medio f/2 y
fertilizantes agricolas no se observaron diferencias significativas (P=0.772) (ver tabla II).
Los valores de las densidades fueron 10.3 x 108 y 10.7 x 10° cél mL* respectivamente (Fig.
2). Los resultados de cultivos en medio /2 produjeron mayor densidad celular (14.9 x 10°
cél mL™Y) de Chaetoceros calcitrans la cual representd un 12%, con respecto a aquellos
cultivos que se realizaron con fertilizantes agricolas (13 x 108 cél mL™?) (Fig. 2). Sin
embargo, la tasa de crecimiento especifica promedio de C. calcitrans cultivado con

Fertilizantes agricolas (u=0.54) y medio f/2 (u=0.55) fue similar.

—e— |[sochyris sp -F

16 1 —o— Isochyris sp. f/2
- | —=— C. calcitrans -F
. 14 .
_EI —sa— C. calcintras f/2
o 121
=
< 10 -
3 1
E 8
8 6
kS
S 4
e
oS 2
(@)
O .

Tiempo (dias)

Figura 2. Densidad celular promedio de Isochrysis sp y Chaetoceros calcitrans cultivadas
en medio f/2 y fertilizantes agricolas -F. La barra vertical indica el error estandar (n=3).
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Tasa de crecimientos especifica (um)

3.5 -
—e— |sochrysis sp -F
3.0 1 —o— Isochrysis sp f/2
25 —=— C. calcitrans -F
—e— C. calcitrans f/2
2.0 -
1.5 -
1.0 -
0.5 1
0.0 1
-0.5 - - ' ' ' ' '
0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (dias)

Figura 3. Tasa de crecimiento especifica promedio de Isochrysis sp y Chaetoceros
calcitrans cultivadas en medio f/2 y fertilizantes agricolas -F. La barra vertical indica el
error estandar n=3).

Tabla 1. Resultados del analisis de varianza de una via, comparando densidad celular de las
diferentes especies en distintos tratamientos (medio f/2 y fertilizantes agricolas) en cultivo

semi-continuo.

df=1
Tiempo Contraste Valor F ValorP  P<0.05
0 Isochrysis F vs Isocrhsysis f/2 0.315 0.631 NS
Chaetoceros F vs Chaetoceros /2 0.014 0.916 NS
1 Isochrysis F vs Isocrhsysis f/2 0.22 0.684 NS
Chaetoceros F vs Chaetoceros f/2 0.29 0.644 NS
2 Isochrysis F vs Isocrhsysis f/2 0.003 0.957 NS
Chaetoceros F vs Chaetoceros f/2 0.446 0.573 NS
3 Isochrysis F vs Isocrhsysis f/2 0.085 0.798 NS
Chaetoceros F vs Chaetoceros f/2 6.916 0.119 NS
4 Isochrysis F vs Isocrhsysis f/2 0.004 0.951 NS
Chaetoceros F vs Chaetoceros f/2 0.347 0.615 NS
5 Isochrysis F vs Isocrhsysis /2 0.096 0.786 NS
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Chaetoceros F vs Chaetoceros f/2 0.72 0.485 NS

6 Isochrysis F vs Isocrhsysis f/2 1.444 0.352 NS
Chaetoceros F vs Chaetoceros f/2 2.186 0.277 NS
7 Isochrysis F vs Isocrhsysis /2 0.11 0.772 NS

Chaetoceros F vs Chaetoceros f/2 1.143 0.357 NS
*NS= no significativo

Previo a la cosecha de microalgas y durante el tiempo de cultivo, se ajusto el pH
mediante la adicion de CO> en cada unidad experimental de Isochrysis sp y Chaetoceros
calcitrans cultivadas en medio f/2 y fertilizantes agricolas. Este se mantuvo entre valores de

7-8 unidades de pH (Fig.3).

Antes CO,
10.0 —e— Isochrysis sp -F
9.5 - —o— |sochrysis sp f/2
—s=— C. calcitrans -F
9.0 - —=a— C. calcitrans f/2
8.5 -

pH

8.0 - Bm—p O 4& . .- ,/9 Despues COo
75 | O; B§§ ;: V// \s-\ / ///” —e— [sochrysis sp -F
AN C/ >\j/ —o— Isochrysis f/2
7.0 1 Y —uw»—  C.calcitrans -F
6.5 —o—  C. calcitrans f/2

Tiempo (dias)

Figurad. Variacion de pH antes y después a la adicion de CO2 en cultivos de Isochrysis sp y
Chaetoceros calcitrans en medio /2 y fertilizantes agricolas -F. Linea discontinua indica
valores posteriores a la adicion de CO..
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El costo de los nutrientes utilizados en los diferentes medios difieren de cultivo difieren
entre si. Para producir 1 litro de microalgas con nutrientes del medio f/2 de Guillard (1975)
cuesta $0.39, el cual es 82% mayor que utilizar nutrientes de fertilizantes agricolas ($0.068)
(Fig. 5). La cotizacion de los insumos para el cultivo se realizo con Sigma aldrich y otra en
produccién de fertilizantes agricolas (Icassa S.A de C.V), como resultado se obtuvo que la
produccidn con fertilizantes agricolas es de menor costo que aquella generada con el medio

/2 de Guillard (1975).

0.5 ;

0.4 1

0.3 1

0.2 -

0.1 1

Costo por litro de cultivo (pesos)

0.0 -

/2 Fertilizantes

Figura 5. Costos de produccion de L de cultivo con medio f/2 de Guillard (1975) y
fertilizantes agricolas.

7.2. Desarrollo embrionario

El desove de Panopea globosa se realizd6 mediante el uso de inductores quimicos y se

utilizaron 6 machos y 2 hembras. Previo a la fertilizacion se evalué mediante observaciones
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al microscopio la calidad de los gametos, en el caso de los 6vulos se observé que
presentaran forma ovoide y en los espermatozoides se verifico que tuvieran movilidad

constante.

Para fertilizar el ovulo se utilizdé una proporcion de 7 espermatozoides. El tiempo de
fecundacion fue de 1 hora, durante el cual se registrd un porcentaje de fecundacion del
92%. Cinco minutos después se observd la membrana de fecundacion. Después de 15
minutos de observo que el 40% de los dvulos presentaban la expulsion del primer cuerpo
polar y a los 45 minutos el 30% de los dvulos fecundados empezaron con la segunda,
tercera y cuarta division celular (Fig. 6). La etapa de morula y blastula se presentaron
después de 6 horas de la fecundacion, la etapa de blastula comenz6 a presentar
movimientos giratorios sobre un mismo eje (blastula giratoria). A las 10 horas post-
fecundacion el 100% de los Gvulos se encontraba en la etapa de gastrula. Asi mismo
después de 14 horas post fecundacion se encontraban en estadio de larva trocofora (Fig. 6),

registrando una supervivencia del 100% con 180,000 larvas trocéforas.

19



Figura 6. Fases del desarrollo embrionario de Panopea globosa. a) 6vulo; b) évulo
fecundado y expulsion del primer cuerpo polar; ¢) primera division celular; d) segunda
division celular; e) tercera division celular; f) cuarta division celular; g) Mérula; h) bléstula;
i) larva trocofora; m.f: membrana de fecundacién; c.p: cuerpo polar; f.c: flagelos centrales.
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7.3. Desarrollo larval

Durante el desarrollo larval se identificaron 5 estadios, los cuales fueron larva trocofora,
larva "D” (charnela recta), veliger temprana, veliger intermedia y pediveliger. Ademas, se
identificaron dos etapas post metamorfosis, siendo estas la etapa de pos-larva y semilla.
Cada etapa presentd diferentes caracteristicas morfoldgicas, de comportamiento y

fisioldgicas. Estas son descritas a continuacion.

a) Larva trocofora

Durante este estadio, la larva trocéfora registrd6 tamafios promedio de 80 + 10 pm,
ademas presentd caracteristicas morfologicas como la presencia de dos flagelos centrales, la
presencia de un cinturdn de flagelos en la parte media y constante natacion, es importante
mencionar que durante este tiempo no se suministrd alimento (Fig. 6). Al término de este
estadio la supervivencia no disminuyo y el 100% de las larvas se encontraban en el

siguiente estadio larval conocido como larva de charnela recta (D).

b) Larva de charnela recta (D)

Después de 28 horas de la fecundacion a temperatura de 24 + 1°C se presentd el estadio
de larva "D". Estas larvas presentaron la formacién de la primera concha larval, ademés de
tener la presencia de velo retractil el cual presenta una corona de cilios y una par de cilios
ligeramente mas largos que el resto, este velo es funcional para la alimentacion, respiracion
y mediante el cual la larva en esta etapa presenta gran actividad de natacion; ademas de la
formacion clara del estomago, distinguiéndose un color dorado-verdoso por la ingestion de

microalgas durante su alimentacion. (Fig. 7, Ay B).

El tiempo de duracion de este estadio fue de 4 dias, en los cuales se registraron

diferentes tamafios, todos los tratamientos iniciaron con una talla promedio de 141 £ 1 um
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(Fig. 8) y al finalizar este estadio, los tratamientos que fueron alimentados con las dietas
Isochrysis sp y Chaetoceros calcitrans, ambos en medio con fertilizantes agricolas tuvieron
mayor crecimiento en la longitud antero-posterior (161 + 25 um para ambos tratamientos)
(Fig. 8). En cambio en los tratamientos que se le suministré microalgas producidas en
medio /2 presentaron menos crecimiento con valores de 155 + 23 um al alimentarlos con
Isochrysis sp, 143 £ 15 um con C. calcitrans y 148 + 15 um al utilizar como alimento la
mezcla de Isochrysis sp y C. calcitrans (Fig.8), detectandose diferencias significativas
(P<0.05) entre tratamientos (ver tabla I1l). Asi mismo los tratamientos en medio f/2
registraron supervivencia mayores (Isochrysis sp 67%, C. calcitrans 75% y mezcla 64%)
(Fig. 9) que aquellos tratamientos donde las larvas recibieron microalgas cultivadas con

fertilizantes agricolas (Isochrysis sp 66%, C. calcitrans 66% y mezcla 61%) (Fig.9).

c) Larva veliger temprana

Este estadio larval fue observado a partir del 5% dia de cultivo y se caracterizd por un
crecimiento alométrico de la concha en la region del umbo, ocasionando un cambio en la
curvatura de la charnela, que dejo de ser una estructura recta, asumiendo un perfil semi-

curvo en la union de las valvas (Fig. 7, C y D).

El valor promedio de la longitud dorso-ventral inicial para este estadio mostraron
diferencias significativas (ver tabla I11). Los valores mayores en longitud correspondieron a
los tratamientos con fertilizantes agricolas (Isochrysis sp y C. calcitrans con 200 + 25 um y
la mezcla con 183 + 24 um) (Fig. 8). En cambio los tratamiento en medio /2 tuvieron talla
promedio de 155 + 23 um para Isochrysis sp, 178 £ 21 um para C. calcitrans y 18125 um

para la mezcla (Fig. 8). Entre las caracteristicas morfologicas y de comportamiento que se
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manifestaron durante este tiempo fue la disminucion en el tamarfio visible del velo y de la

actividad natatoria. Sin embargo el aparato digestivo se continu6 apreciando con claridad.

Al final de este estadio los porcentajes de supervivencia disminuyeron notablemente,
pero los tratamientos en medio f/2 registraron mayores porcentajes de supervivencia
(Isochrysis sp 56%, C. calcitrans 61% y la mezcla 48%) (Fig. 9) que los tratamientos en
medio con fertilizantes agricolas cuyos valores de supervivencia fueron: 42% para

Isochrysis sp y C. calcitrans y 47% para la mezcla (Fig. 9).

El estadio de larva veliger temprana tuvo una duracién de 4 dias. Los tratamientos que
fueron alimentados con las microalgas producidas con fertilizantes agricolas obtuvieron en
promedio un incremento de longitud dorso-ventral del 12% (Isochrysis sp 222 + 25 pum, C.
calcitrans 208 + 25 umy 240 + 24 um) (Fig. 8) a diferencia de los tratamientos en medio
/2 que obtuvieron un aumento promedio del 18% registrando en Isochrysis sp 187 + 28

pm, en C. calcitrans 209 + 23 um y en la mezcla de 212 + 36 um (Fig. 8).

a) Larva veliger intermedia

Esta fase inicio en el dia 9 de cultivo y tuvo una duracion de 4 dias al igual que la fase
anterior, sin embargo se caracterizo6 por el inicio de la formacion del pie, el cual era visible
en la cavidad corporal, ademas disminuyo la actividad natatoria permaneciendo mas tiempo
en el fondo, sin embargo en esta fase el velo presento gran actividad en los cilios y este se

contrae constantemente (Fig. 7, Ey F).

Durante el tiempo de esta fase la longitud dorso-ventral se mantuvo similar en todos los
tratamientos, registrando valores para los tratamientos con fertilizantes agricolas de 277 +

55 um en Isochrysis sp, 259 £ 31 um en C. calcitrans y para la mezcla 280 £36 um (Fig.
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8), asi mismo para los tratamientos en medio f/2 los valores fueron de 256 + 39 um, de 277
+ 32 umy de 276 + 44 um en la mezcla (Fig. 8). Los tratamientos que presentaron menor
incremento en longitud fueron aquellos alimentados con Isochrysis sp en medio /2 y C.
calcitrans en medio con fertilizantes agricolas (Fig. 8). Al inicio de esta fase no hubo
diferencias significativa (P<0.05), sin embargo, al final se encontraron diferencias

significativas (ver tabla I).

La supervivencia de esta fase, en los tratamientos alimentados con Isochrysis sp
producida con fertilizantes agricolas fue 25%, mientras que en medio f/2 fue de 43%. Sin
embargo los tratamientos alimentados con C. calcitrans muestran diferencias significativas
debido a que el tratamiento en fertilizantes agricolas presentd un 19% de supervivencia, en
cambio el tratamiento en medio f/2 presentd 52% de supervivencia este valor fue el mayor
de todo los tratamientos. Los tratamientos alimentados con la mezcla de ambas microalgas
tanto en fertilizantes agricolas como en medio /2 presentaron valores similares (39%) (Fig.

9).
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Figura 7. Desarrollo larval de Panopea globosa alimentada con diferentes dietas de
microalgas. A) Inicio de larva de charnela recta o0 "D”; B) final de larva de charnela recta
0 "D"; C) Inicio de larva veliger temprana; D) final de larva veliger temprana; E) inicio de
larva veliger intermedia; F) final de larva veliger intermedia. V: velo; e: estomago; m.a:
musculos abductores.
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b) Larva pediveliger

Previo a la fase de metamorfosis se presenté el estadio pediveliger el cual inici6 en el dia
13 de cultivo y tuvo una duracion de 4 dias. El valor promedio de la longitud dorso-ventral
en los 6 tratamientos de 303 = 24 um. Los tratamientos con Chaetoceros calcitrans en
medio /2 y fertilizantes agricolas presentaron la menor longitud en este estadio (294.27 um
y 260.55 um respectivamente) (Fig. 8). Los tratamientos alimentados con la dieta mixta de
microalgas tanto en medio f/2 y fertilizantes agricolas presentaron mayor supervivencia
previo a la metamorfosis (34.3%) y la dietas antes mencionadas mantuvieron los valores
post metamorfosis (21.3% y 20.3% respectivamente) (Fig. 10) y los tratamientos
alimentados con Isochrysis sp la cual se cultivd en medio f/2 y fertilizantes presentaron
valores de 22.3% y 13% respectivamente, no obstante post metamorfosis se presentaron
valores del 14.3% y 10% (Fig. 10), diferencias significativas entre los tratamientos con
Chaetoceros calcitrans en /2 y fertilizantes obteniendo este Ultimo supervivencia previo a
la metamorfosis de 3.33% y post metamorfosis de 1% a diferencia del tratamiento con f/2 el

cual obtuvo 33% y 12% respectivamente (Fig. 10).

Las caracteristicas propias de este estadio fue la presencia de un pie funcional el cual se
extendia hacia fuera a través de las valvas en busca de sustrato, ademas se noto la visible
disminucion del velo y de los cilios. Asi mismo en esta fase se inicia la formacion de los

septos branquiales (Fig. 11, ay b).

c) Postlarva
La fase de postlarva es el siguiente estadio despues de la metamorfosis, en esta fase el
organismo tiene caracteristicas definidas como lo es la formacion interna de branquias, y la

concha deja de ser de aragonita para pasar a formarse de calcita (Arambula et al., 2008). La
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presencia de un sifon ya es notoria aunque todavia faltan de realizarse cambios

morfologicos que daran paso a la fase de semilla (Fig. 11, c y d).

Esta fase se present6 en el dia 17 de cultivo dando fin al desarrollo larval y tuvo una
duracion de 2 dias. La menor supervivencia (3%) que se registro en esta fase pertenece al
tratamiento alimentado con C. calcitrans en medio con fertilizantes agricolas a diferencia
del tratamiento con C. calcitrans en medio f/2 que registro 33%. En contraste la
supervivencia los tratamientos con Isochrysis cultivada con fertilizantes agricolas fueron de
13% y 22% en medio f/2. En cambio, los tratamientos alimentados con la dieta mixta de

microalgas mantuvieron valores del 36% de supervivencia en ambos tratamientos (Fig. 10).

d) Semilla

En la etapa de semilla, los organismos presentaron un tamafio promedio de 377 + 36 pum.
Los tratamientos alimentados con C. calcitrans en medio f/2, Isochrysis sp con fertilizantes
y la mezcla con fertilizantes registraron tamafios de 406.4 = 63 um, 409.14 + 70 pum, y 400
+ 55 pm respectivamente (Fig. 8).El tratamiento alimentado con C. calcitrans producido
con fertilizantes agricolas no aumento significativamente el tamafio en comparacion con la

etapa anterior (pediveliger) registrando 312 um en la etapa de semilla.

En este estadio termino la evaluacion, obteniéndose porcentajes finales de supervivencia
de 1% para el tratamiento de C. calcitrans producido con fertilizantes agricolas, siendo este
el valor mas bajo, a diferencia de C. calcitrans en medio f/2 que obtuvo 12% (Fig. 8), los
tratamientos con Isochrysis sp obtuvieron 10% y 14% (Fertilizantes agricolas y medio /2
respectivamente) (Fig. 10). Los tratamientos que registraron mayor supervivencia fueron
los alimentados con la dieta mixta de microalgas (21%fertilizantes agricolas y 20% medio
f/2) (Fig. 10).
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La principal caracteristicas de las semillas de Panopea globosa fue la visible apreciacion
de las branquias, presencia de sifén y pie movil, ademas de estar completamente formado el

sistema digestivo (Fig. 11, e y f).
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Figura 8. Cambios en la longitud dorso-ventral de Panopea globosa alimentada con

Isochrysis sp, C. calcitrans y su mezcla cultivadas en medio f/2 y fertilizantes agricolas
-F.
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Figura 9. Cambios en la longitud antero-posterior de Panopea globosa alimentada con
Isochrysis sp, C. calcitrans y su mezcla cultivadas en medio /2 y fertilizantes agricolas
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Figura 10. Supervivencia larval promedio de Panopea globosa alimentada con
diferentes dietas de microalgas cultivadas en medio f/2 y fertilizantes agricolas -F. La
barra vertical indica el error estandar (n=3).
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Figura 11. Final del desarrollo larval e inicio de postlarvas de Panopea globosa. a)
inicio de larva pediveliger; b) final de larva pediveliger; c) inicio de pos-larva; d) final
de pos larva; e y f) semilla de 4 dias. p: pie; e: estomago; s: sifon; m.a: musculo
abductor; m: manto.

Tabla Ill. Significancia segun el contraste analizado por dia en los diferentes
tratamientos de Isochrysis sp, C. calcitrans y su mezcla, cultivados en medio f/2 de
Guillard (1975) y fertilizantes agricolas (Valenzuela et al., 1999).

df=5
Dia Valor F Valor P p <0.05
0 0.211 0.957 NS
1 4.117 <0.001
3 4974 <0.001
5 7.106 <0.001
7 5.196 <0.001
9 1.212 0.305 NS
11 9.37 <0.001
13 9.044 <0.001
15 3.474 0.006 NS
17 3.031 0.019 S

Contrastes analizados por dia: Isochrysis F vs Isochrysis f/2, Isochrysis vs Chaetoceros f/2,
Isochrysis F vs Mezcla /2, Isochrysis F vs Chaetoceros F, Isochrysis F vs Mezcla F, Chaetoceros F
vs Isochrysis f/2, Chaetoceros F vs Chaetoceros f/2, Chaetoceros F vs Mezcla f/2, Mezcla F vs
Isochrysis /2, Mezcla F vs Chaetoceros f/2, Mezcla F vs Mezcla /2, Mezcla F vs Chaetoceros F,
Isochrysis f/2 vs Chaetoceros /2, Isochrysis f/2 vs Mezcla /2 y Chaetoceros vs Mezcla /2.

31



7.4. Larvas deformes

Al inicio de la fase veliger temprana, se observd la presencia de larvas que no
presentaban caracteristicas morfologicas (Fig. 12) y longitudes dorso-ventrales propias de
larvas en dicha fase, por lo cual fueron catalogadas como larvas deformes y separadas del
resto de los cultivos y fue hasta el término del desarrollo larva que se presentaron larvas

deformes.

Los tratamientos alimentados con la dieta de Isochrysis cultivada en medio /2
presentaron un 27% total de larvas deformes a diferencia del tratamiento en medio con
fertilizantes agricolas con un 21% (Fig. 13). En cambio los tratamientos con Chaetoceros
calcitrans en medio f/2 y fertilizantes agricolas presentaron 20 y 32% total de larvas
deformes. El porcentaje total de larvas deformes en los tratamientos alimentados con la

mezcla de microalgas en los dos medio de cultivo fue del 25% (Fig. 13).

1))

Figura 12. Larvas deformes presentes en el cultivo de Panopea globosa alimentadas con
diferentes dietas de microalgas.
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Figura 13. Porcentaje total de larvas deformes presentes en los diferentes tratamientos del
cultivo de Panopea globosa.

8. Discusion

Actualmente los estudios de Panopea globosa se han centrado en la evaluacién de las
poblaciones naturales asi como de las diferencias genéticas entre dichas poblaciones y las

diferencias entre las especies del género Panopea. Pero pocos estudios han evaluado el uso
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de medios alternativos para conocer la factibilidad del uso de nutrientes agricolas y el

efecto del alimento en el desarrollo ontogénico de esta especie.

En este estudio se observé que el desarrollo embrionario de Panopea globosa tiene una
duracion de 14horas a una temperatura de 22°C. En comparacion con otros moluscos
bivalvos el tiempo de fecundacion de P. globosa es relativamente rapido, debido que en
Mytilus galloprovinciallis este desarrollo dura 29 horas (Ruiz et al., 2008) y en la almeja
Gari solida el tiempo del desarrollo embrionario es de 23-24 horas (Contreras et al., 2014).
Es importante sefialar la diferencia de temperatura de los estudios citados ya que P. globosa
se cultivé a 22°C, Mytilus galloprovinciallis a 17°C y Gari solida a 15°C. El incremento en
la temperatura modifica la actividad metabolica por lo tanto los organismos se desarrollan
mas rapidamente, sin embargo, Arney et al. (2015) indica que durante el desarrollo
embrionario se tiene la capacidad de tolerar cambios, pero si estos cambios son con
temperatura baja alargara el proceso de desarrollo embrionario. Por otra parte, el tamafio
del 6vulo de Panopea globosa presentado en este estudio coincide con las caracteristicas
morfoldgicas que describe Goodwind y Pease (1989) en P. generosa lo cual indica que
entre las dos especies no se presentan caracteristicas morfoldgicas diferentes entre ambas

especies.

En el cultivo larval de Panopea globosa la fuente primaria de alimentacion son
microalgas, por ello diferentes investigaciones se han dedicado a la bdsqueda de microalgas
que satisfagan la demanda nutricional que estos organismos requieren, no obstante, es
necesario que cumplan ciertos requerimientos nutricionales pero que a su vez sea un cultivo
rentable, es por ello que el uso de fertilizantes agricolas como fuente de nutrientes para el

cultivo de diferentes especies de Isochrysis spp y Chaetoceros spp utilizadas para la
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alimentacion larval de Panopea globosa han sido comparado por autores como Valenzuela
et al. (1999) y Pacheco-Vega et al. (2010), los cuales afirman que el uso de fertilizantes
agricolas no altera la densidad celular obtenida en cultivo. Por su parte Breezy et al. (2000)
y Gonzalez-Reyes (2000) evaluaron el cultivo de Isochrysis sp y Chaetoceros calcitrans
utilizando como fuente de nitrégeno, urea y nitrato de amonio. Los resultados de dichos
autores difieren entre si, debido a que Breezy et al. (2000) registr6 densidades celulares
para ambas especies de microalgas muy similares a las registradas en esta investigacion y
Gonzalez-Reyes (2000) obtuvo menor densidad celular. Sin embargo, la diferencia entre los
estudios antes mencionados Yy el presente es la adicién de CO2, siendo este un componente
fundamental para el proceso de fotosintesis celular. En un estudio reciente, Garcia-Vicente
(2010) menciona que la ausencia de didxido de carbono afecta la division celular debido
principalmente a la disposicion de carbono inorganico para la fotosintesis algal, ya que, al
incrementar la densidad celular, las células microalgales consumen mayor cantidad de CO>

y la ausencia de éste modifica la composicién celular.

Por otra parte, Hernandez-Reyes (2010) y Nieves-Soto et al. (2011) mencionan que la
fuente de nitrogeno influye directamente en la concentracion celular, siendo el amonio un
nutriente que puede ser consumido con mayor rapidez y convertido a nitrégeno organico
por la células debido al bajo costo energético de asimilacion que éste presenta, no obstante,
en el presente trabajo se encontré que la fuente de nitrégeno no ocasiona cambios
significativos en la densidad celular de Isochrysis sp y C. calcitrans, por lo tanto, la fuente
del nutriente puede promover o disminuir el crecimiento celular pero esto depende del
estado de oxidaciéon de la fuente de nitrogeno usada para el cultivo. También, estudios

realizados por Christine y Band (1997) y Pacheco-Vega et al. (2010) indican que
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Chaetoceros sp, Chaetoceros muelleri, Nannochloropsis sp y Dunaniella sp no tienen
cambios en la concentracién y tipo de lipidos, carbohidratos y proteinas al ser cultivadas
con medio /2 de Guillard y fertilizantes agricolas.

Asi mismo, Ochoa-Castillo (2006), Valenzuela-Espinoza et al. (1999) y McAnally-Salas
et al. (1992); analizaron el cultivo de microalgas en fertilizantes agricolas y su efecto en el
cultivo larval de Oreochromis sp, Litopeneaus vannamei y Mytilus edulis
(respectivamente). Los resultados de estos estudios fueron positivos, registrando que el uso
de fertilizantes agricolas no altera la supervivencia larval de dichos organismos acuicolas y
mencionan porcentajes se supervivencia superiores al 80%. Ademas McAnally-Salas et al.
(1992) menciona que la cantidad de lipidos, proteinas y carbohidratos no se ve afectada por
el uso de fertilizantes agricolas, permitiendo esto proporcionar a los organismos en cuestion
la nutricién adecuada para llevar a cabo actividades fundamentales y llegar a la etapa de
metamorfosis.

Informacion acerca del efecto de proporcionar dietas mixtas de microalgas al cultivo de
P. globosa es limitada. Montes-Orozco (2014) estudio el efecto de estas dietas en P.
generosa, registro que el uso de dietas mixtas de microalgas (Isochrysis sp y Chaetoceros
calcitrans, igual a este estudio) son aptas para el uso en la alimentacion de esta especie, sin
embargo, citado estudio menciona que la dieta monoalgal de Isochrysis sp se generé mayor
crecimiento en larvas. Estos resultados difieren con lo encontrado en el presente estudio, ya
que la dieta que brindo mayor crecimiento en longitud de concha y mayor sobrevivencia
fue la dieta mixta de Isochrysis sp y C. calcitrans cultivadas con fertilizantes agricolas
(21%), en cambio la dieta con Isochrysis sp tuvo valores inferiores (14%). Por otra parte
Ren et al. (2015) Evaluo en juveniles de P. generosa el efecto de dietas mixtas de

Isochrysis (T-1s0) y Chaetoceros muelleri, concluye que el uso de dietas mixtas es apto
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para el cultivo de estas especie y que produce mayor crecimiento y supervivencia debido a
la proporcion de acidos grasos que las microalgas contienen, siendo estos resultaos
similares a los presentados en este estudio.

Ademas de suministrar dietas mixtas de microalgas, en este estudio también se evalué el
efecto de dietas unialgales de Isochrysis sp y Chaetoceros calcitrans sobre el desarrollo de
P. globosa. En el tratamiento donde se usé como alimento C. calcitrans cultivado con
fertilizantes agricolas obtuvo el menor porcentaje de supervivencia y en longitud dorso-
ventral (1% y 290 + 40 um). Resultados similares a este estudio, también han sido
reportados por Montes-Orozco (2014) en P. generosa (4% de supervivencia 'y 294 + 9.8 um
de longitud dorso-ventral), con la diferencia que el autor antes citado cultivo C. calcitrans
en medio f/ de Guillard (1975) y en el presente trabajo el mismo tratamiento tuvo mejores
resultados, aunque estos resultados son menores a los registrados para las dietas unialgales
de Isochrysis sp y las mezclas 1:1 en este estudio. El uso de la especie Chaetoceros sp ha
sido utilizada para la alimentacion de diversos moluscos bivalvos proporcionando
resultados que otras especies de microalgas (Helm et al., 2006), Ren et al. (2015) menciona
gue una microalga para proveer calidad nutricional debe tener ciertas caracteristicas de
digestibilidad dictadas por su tamafio celular, presencia o ausencia de espiculas o diversas
cualidades celulares que impidan que se sea digestible para los organismo. En este caso C.
calcitrans presenta 4 setas y una capa de silice en la membrana celular pudiendo ser esta la
razon de su baja digestibilidad y probablemente esto ocasiona el retraso en crecimiento
longitudinal y supervivencia de P. globosa.

De acuerdo a Aranda-Burgos et al. (2014) y Marshall et al. (2010) una forma para
comprobar la calidad nutricional presente en microalgas como alimento es evaluar la

supervivencia larval, crecimiento en concha y metamorfosis en organismos bivalvos. Por
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esta razon se evaluaron estas tres caracteristicas en el presente estudio, obteniendo un
porcentaje de supervivencia maxima del 21% y una longitud dorso-ventral de 339£40um.
Al comprar los resultados de este trabajo con otros estudios de Panopea globosa, Buitimea-
Alvarez registro un 28% de supervivencia y Ferreira-Arrieta un 38% siendo estos mayores
a los del presente estudio, no obstante, es importante aclarar que Ferreira-Arrieta (2012)
evalué la capacidad digestiva en larvas de P. globosa, por lo que estas fueron alimentadas a
saciedad durante tiempos determinados a diferencia de Buitimea-Alvarez (2011) quien
alimento larvas de Panopea globosa de la misma manera como se realizo en este estudio
aumentando la racion alimenticia conforme a los estadios larvales que presentaba el cultivo.
De igual manera fueron evaluadas la longitud dorso, siendo el presente estudio el que
coincide con la longitud dorso-ventral previo a la metamorfosis con Ferreira-Arrieta (2012)
(339 um y 332 um respectivamente).

Por otra parte, el tiempo del desarrollo larval de Panopea globosa fue 15 dias en este
estudio. Sin embargo, ha sido reportado que para esta especie el tiempo de desarrollo larval
es de 14 dias pudiéndose extender a 15 dias dependiendo de las condiciones en las que se
encuentre el cultivo. También, se indica que la temperatura optima de cultivo es de 26°C
(Buitimea-Alvarez, 2011 y Ferreira-Arrieta, 2012).

La presencia de larvas deformes en un cultivo puede ser indicador de deficiencia
nutricional en los organismos. En el presente estudio se reporta la presencia de larvas
deformes, las cuales fueron apreciadas hasta la etapa de larva pediveliger temprana y su
presencia termino una vez culminada la fase de metamorfosis. Pocos estudios han reportado
estas observaciones relacionadas con la especie. De estas observaciones se infiere que la
presencia de estos organismos son debidos a la nutricién de los reproductores, ya que

Garcia-Esquivel et al. (2013) sefiala que la nutricién en los reproductores es fundamental
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para la obtencion de gametos de buena calidad y por lo tanto larvas en buen estado. Asi
como también el tiempo de reproduccion es un factor critico para la obtencion de gametos
viables (Arambula et al., 2008) y si se considera que el producto gonadal de los organismos
se este estudio se realizo durante el mes de enero, tiempo en el cual P. globosa se encuentra

al final se su periodo reproductivo.

9. Conclusiones

e Desarrollo embrionario de Panopea globosa tiene una duracion de 19 horas a 22°C
y es similar que otros moluscos bivalvos.

e El uso de fertilizantes agricolas produce densidades celulares similares de Isochrysis
sp y C. calcitrans que el medio /2.

e El costo de produccion con fertilizantes agricolas es 56% menor que el medio /2 de
Guillard (1975).

e Dietas mixtas de Isochrysis sp y C. calcitrans cultivadas con fertilizantes agricolas

y medio /2 de Guillard produce mayor supervivencia que dietas unialgales.
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