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RESUMEN

En el presente estudio se evalu6 durante un periodo de 6 semanas el efecto del alimento
vivo (Isochrysis sp. clone T-ISO, M) suplementado con alimento balanceado
microparticulado (F) sobre la maduracion gonadal de adultos de Panopea globosa (930 +
92.04 g). Se utilizaron 5 proporciones de M y F (100:0, 50:50, 25:75, 0:100, 25:0) con
raciones diarias equivalentes a 1.43 x10'° cel Isochrysis sp (clon T-ISO) kg™ almeja d* o
0.4 g kg™ almeja d*. La biomasa total de las almejas se evalué semanalmente. El peso de
la carne, de la concha, de la génada (PG), el indice de condicién y gonadosomatico (IG)
se evaluaron cada 3 semanas. Al final del experimento se evalué la fecundidad (F) y el
porcentaje de eclosién de los huevos fertilizados. Se evalué ademas el efecto del sistema
experimental de recirculacion sobre la disponibilidad del alimento para las almejas, y se
validé la estimacion gravimétrica de tasas de ingestion (IR) vs. la evaluacién por conteo
directo. Se encontré que el 80% de las microparticulas formuladas permanecieron en
suspension hasta 3 h, disminuyendo a 50% a las 5 h y a niveles cercanos a 0 después de
8 h. Se encontré una correlacién positiva (r> = 0.81) y altamente significativa (P=0.001)
entre las IR estimadas con el método de conteo directo de células vs. el gravimétrico,
registrandose IR entre 320,000 (100:0 M) y 508,000 (50:50 M:F) cel T-ISO-equivalentes
g™’ peso vivo™ h™. No se observaron diferencias significativas de la biomasa o el peso de
la carne y concha de las almejas entre tratamientos, pero si en el PG e IG. Los
organismos alimentados con 100% M y 50:50 M.F exhibieron los valores mas altos de PG
(37.6£2.5 g y 35.0+¢3 g) y el maximo indice gonadosomatico. Los 5 tratamientos
experimentales produjeron ovocitos viables y espermas activos al final del experimento,
pero hubo un gradiente de fecundidad, donde los tratamientos 100:0 M y 50:50 M:F
mostraron la mayor fecundidad (6.5 x10° ovo hembra® y 4.3 x10° ovo hembra™
respectivamente) y % de eclosion de larvas “D” (69 y 42.6%). El presente estudio
demostr6 que las microdietas balanceadas podrian ser potencialmente usadas como dieta
complementaria del alimento vivo para el acondicionamiento de P. globosa, siempre que
se utilice un sistema de recirculacién con las caracteristicas de velocidad del agua y

recirculacion como las del presente estudio.

Palabras clave: Panopea globosa, dietas inertes, acondicionamiento de reproductores,

sistemas de recirculacion, tasas de ingestion.
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INTRODUCCION

Las especies del género Panopea se encuentran distribuidas geograficamente en
todo el mundo. México cuenta con dos especies: P. generosa en la Costa del Océano
Pacifico en Baja California y P. globosa en el Golfo de California. Ambas han tenido una
demanda importante y un valor comercial considerable en el mercado nacional e
internacional. Los registros de pesca indican que las capturas anuales se encuentran
alrededor de las 1,200 toneladas por afio lo cual ha generado una ganancia econémica de
mas de 18 millones de délares (Calderén-Aguilera et al., 2010). Debido a su lento
crecimiento y a la alta densidad de captura en la pesca, la disponibilidad de estas
especies en los bancos naturales puede afectarse considerablemente. Una de las
soluciones mas viables es la produccion de semilla en laboratorio con fines de acuacultura
y repoblamiento, por lo que desde el afio de 2007 en el Instituto de investigaciones
Oceanoldgicas (110) de la Universidad Autonoma de Baja California (UABC), se han
realizado estudios enfocados al desarrollo de la biotecnologia, reproduccion y produccion
de semilla de P. generosa y P. globosa.

En condiciones naturales los moluscos bivalvos se alimentan filtrando particulas
inorganicas, microalgas, detritus, bacterias y otras microparticulas organicas (Bayne y
Newell, 1983). Cuando se cultivan en laboratorio se utilizan dietas a base de microalgas,
debido a que la produccion de microalgas es muy costosa, en los Ultimos afios también se
han utilizado dietas microparticuladas inertes como dietas alternativas para reducir la
dependencia del alimento vivo en el cultivo de moluscos bivalvos. Una dieta
microparticulada es aquella con un intervalo de tamafio de 2-30 um (Guillard, 1958). Las
dietas inertes utilizadas hasta la fecha constan de almidén de maiz (Mazén-Suéstegui,
1988), germen de trigo (Nevejan et al., 2008), microalgas secas (Curatolo et al., 1993),

emulsiones lipidicas (Caers et al., 1999), harina de Kelp (Garcia-Esquivel y Felbeck,



2006), levaduras (Coutteau et al., 1994a) y bacterias (Nell y Wisely, 1983). El problema en
el uso de estas dietas es que es muy dificil obtener el tamafio de particula adecuado para
los bivalvos, su baja estabilidad en el agua, que se aglutinan facilmente y en algunos
casos pueden ser poco digeribles. Debido a lo anterior ninguna de las dietas inertes
propuestas han logrado la sustituciéon total de alimento vivo, y por lo tanto solo han sido
utilizadas como suplementos.

Mas recientemente se han desarrollado microparticulas de composicién especifica
para estudiar los requerimientos de los organismos, como microcapsulas de proteina
microenlazada que sirven como medio para transportar lipidos, proteinas y carbohidratos
(Langdon, 2003). Asi como también capsulas con cubierta lipidica, microesferas lipidicas
y liposomas para transportar moléculas de bajo peso molecular y micronutrientes tales
como vitaminas y minerales (Langdon y Waldock, 1981; Soudant et al., 2000). El
inconveniente en el uso de estas microcapsulas es que son nutricionalmente incompletas
ya que solo aportan un nutriente a los organismos en cultivo, por lo que Unicamente
pueden utilizarse como suplemento del alimento vivo. No obstante, se han logrado
importantes avances para hacer microparticulas de tamafio adecuado especificamente
para larvas de moluscos bivalvos.

Una consideracion adicional fundamental es que las dietas inertes tienden a la
sedimentacion, por lo que es necesario implementar sistemas de cultivo que mantengan
las particulas en suspensién y disponibles para los moluscos bivalvos en cultivo (Langdon
y Siegfried, 1984), considerando también que estos son sésiles y no pueden ir en busca
del alimento. Las técnicas utilizadas hasta ahora para la suspension de particulas inertes
se basan en el suministro de aire en el fondo del tanque de cultivo (Langdon y Siegfried,
1984; Knauer y Southgate, 1997; Albentosa et al., 1999; Badillo-Salas, 2009), en el uso de
bombas centrifugas para la recirculacion del agua (Garcia-Esquivel et al., 2013) o

mediante bombas de agua por inyeccion de aire (“airlifts”) (Cotteau et al., 1994a). Sin



embargo, ninguna de estas técnicas han sido reportadas en lograr la maxima eficiencia en
la suspensién de las particulas, ni en otros aspectos importantes como: distribucién
uniforme de las particulas en el tanque de cultivo, limitacion del lavado de nutrientes o
acumulacién de solidos (heces y alimento) en zonas de bajo movimiento de agua. El
hecho de no contar con un sistema de recirculacion especifico que asegure la suspension
del 100% de las particulas, posiblemente sea el motivo principal por lo que ain no se ha
logrado la sustitucion total del alimento vivo en el cultivo de moluscos bivalvos.

Por otra parte, se ha documentado que la temperatura y la alimentacién son los
principales factores exégenos que controlan la tasa de maduracion gonadal de moluscos
bivalvos (Utting y Millican, 1997). Por lo tanto, se requieren raciones alimenticias y
regimenes de temperatura adecuados durante el periodo de acondicionamiento para
asegurar la provisiéon de nutrientes para la formacion y maduraciéon de ovocitos (Fearman
et al., 2009). La racién diaria de alimento para bivalvos marinos se ha estimado entre 2 y
6% del peso de tejido seco (Helm et al.,, 1973). La cantidad correcta generalmente se
determina con la medicién de tasas de ingestiébn. Panopea globosa requiere una racién
relativamente baja de alimento vivo equivalente al 0.04% del peso vivo d* (Garcia-
Esquivel et al., 2013). Durante los ultimos 3 afios en el laboratorio del [IO-UABC se ha
producido larva y semilla de las dos especies de Panopea con resultados exitosos, sin
embargo, aun existe el problema de los elevados costos de produccién debido a la alta
cantidad de alimento vivo que demandan los reproductores en la fase de
acondicionamiento, por lo cual existe la necesidad de encontrar una dieta inerte
alternativa de bajo costo y con las mismas cualidades nutritivas de las microalgas como
otra opcion de alimentacion a los reproductores. La presente investigacion se llevéd a cabo
con el fin de evaluar la efectividad de una dieta balanceada microparticulada sobre la
madurez gonadal de P. globosa utilizando un sistema de recirculacion como método para

ofrecer la maxima disponibilidad del alimento.



ANTECEDENTES

Reproduccion de Panopea globosa en el habitat natural

Los bivalvos llevan a cabo un ciclo reproductivo anual que incluye un periodo de
gametogeénesis seguido por eventos de desove que puede presentarse una sola vez de
manera extendida o varias veces durante el ciclo, seguido por un periodo de restitucion
gonadal (Gosling, 2003). P. globosa tiene un ciclo reproductivo muy corto de 3 a 5 meses
y una fase extendida de descanso en donde las almejas no presentan caracteristicas
reproductivas (Calderon-Aguilera et al., 2010). Las almejas del género Panopea son
organismos dioicos y no presentan dimorfismo sexual. La gbnada forma un conjunto de
organos con el intestino, el estbmago y la glandula digestiva (Arambula-Pujol, 2008).

En organismos de P. globosa del Golfo de California se ha reportado la madurez
sexual con una talla promedio de 14-15 cm de longitud de la concha (Aragon-Noriega et
al., 2007; Arambula-Pujol et al, 2008). Estos autores mediante andlisis histoldgicos
observaron 5 fases de desarrollo gonadico en esta especie: 1) Actividad temprana, 2)
Actividad tardia, 3) Madura, 4) Parcialmente desovado y 5) Desovado. El desarrollo
gametogénico inicia cuando la temperatura superficial del mar es alta (28°C). Los desoves
ocurren entre enero y febrero (invierno) cuando la temperatura es la mas baja (18°C)
(Aragon-Noriega et al., 2007). Otro estudio reporté que el desove intenso de esta especie
ocurre a principios de diciembre, cuando la temperatura se estabiliza alrededor de 18.5 -
19 °C por un periodo aproximado de 20 dias en organismos de San Felipe, B.C. México
(Sanchez Ledn-Hing, 2012). En esta misma zona Tapia-Morales (2014) observé un
desfase en el inicio y término de la gametogénesis de P. globosa en el periodo
comprendido de septiembre de 2011 a febrero 2012, donde las hembras desovaron en
noviembre y los machos en diciembre, un mes antes de lo reportado. El autor sugiere que

dicho desfase se debié principalmente a la temperatura, debido a la condicion an6mala



“La Nina” presentado en ese periodo de trabajo. Calderén-Aguilera et al. (2010)
observaron que la actividad productiva de P. globosa comenzé con la disminucion de la
temperatura y con la alta productividad de microalga en el alto Golfo de California. Mas
recientemente, se estudié el desarrollo gametogénico de esta especie y se realizé por
primera vez la caracterizacién histolégica, histoquimica y el perfil de diferentes
componentes bioquimicos incluyendo el de la proteina tipo vitelogeninalvitelina de
diversos tejidos de P. globosa de San Felipe, B.C. México (Arcos-Ortega et al., 2015).
Estos autores determinaron que la vitelogenina presente en la hemolinfa y la gbnada es
un indicador sensible del grado de madurez de los ovocitos de esta especie. Y que el nivel
de carbohidratos en hemolinfa y ovocitos se puede utilizar como una alternativa para
determinar el grado de madurez de P. globosa. También Tapia-Morales (2014) en
organismos muestreados en la misma zona determind que el glucogeno es movilizado
para ser utilizado durante la maduracién gonadal de P. globosa y propuso el porcentaje de
cobertura de esperma como indicador cuantitativo del estadio de desarrollo gonadal de

esta especie.

Reproduccion y alimentacién de moluscos bivalvos en el laboratorio

Diversas técnicas se han utilizado en laboratorio para lograr el desove de
moluscos bivalvos (Utting y Millican 1997). La temperatura del agua influye en el
desarrollo gonadal mientras que la cantidad/calidad de alimento determina la fertilidad y
calidad de los gametos (Loosanoff y Davis, 1963). En estudios previos se ha logrado
incrementar el desarrollo gametogénico y reducir el tiempo de acondicionamiento
utilizando un régimen de temperatura y dietas monoalgales o mixtas de microalgas vivas
en distintas especies de bivalvos, como en Tapes philippinarum (Mann, 1979b),
Crassostrea gigas (Robinson, 1992) y Ostrea edulis (Mann, 1979a). En el caso de las

especies de Panopea solo hay dos trabajos previos de maduracién y reproduccion en



laboratorio. Marshall et al. (2012) acondicionaron reproductores de P. generosa durante
20 semanas a temperaturas de 7, 11 15 y 19 °C, utilizando Isochrysis sp. (Clon T-Iso) y
Chaetoceros muelleri como alimento. EI mayor indice gonadosomatico y porcentaje de
ovocitos maduros se obtuvo a una temperatura de 7 °C en un periodo de 15 semanas. Asi
mismo, Garcia-Esquivel et al. (2013) acondicionaron adultos de P. globosa durante 8
semanas (22-18 °C) y determinaron el efecto de la alimentacién con microalga sola (T-Iso)
y suplementada con harina de Kelp (70% T-Iso + 30% Kelp) y aceite de pescado (70% T-
ISO + 30% aceite) en el desarrollo gonadico de esta especie. Las almejas alimentadas
solamente con microalga ademas de que tendieron a madurar primero tuvieron gbénadas
mas pesadas y el mayor porcentaje de desove. Por lo que en dicho estudio se concluyé
gue es posible madurar en laboratorio a adultos de P. globosa en un plazo de 6 a 8
semanas utilizando la microalga Isochrysis sp. (Clon T-1ISO) como dieta Unica.

En cuanto al uso de dietas microparticuladas inertes en el acondicionamiento de
reproductores de moluscos bivalvos se han utilizado diversos suplementos, pero aun el
reto principal en su uso radica en que deben tener tamafio adecuado para los bivalvos y
gue deben mantenerse en suspension en el sistema de cultivo.

Se han utilizado suplementos en forma de emulsiones lipidicas, microcapsulas
(paredes lipidicas, gelatina-acacia y micro-gel) y microesferas (Robert y Trintignac, 1997).
Estos por si solos no son adecuados para la alimentacién de reproductores, pero pueden
aumentar el porcentaje de desove de bivalvos cuando se combinan con microalgas vivas
(Nevejan et al.,, 2003b). En almejas Argopecten purpuratus cultivadas en tanques
cilindricos (50 L) con bombas de acuario para la recirculacién del agua, el uso de
microalgas suplementadas con &cidos grasos saturados mejoré la fecundidad, redujo el
periodo de acondicionamiento, y aumento los niveles de acidos grasos esenciales en la
gonada en comparacion con las almejas no suplementadas (Nevejan et al., 2003b). Del

mismo modo, reproductores de Crassostrea gigas acondicionados con la microalga



Dunaliella tertiolecta (pobre en acidos grasos esenciales) tuvieron casi el doble de
fecundidad y porcentaje de larvas “D” cuando se complement6 con emulsiones de EPA y
DHA (Caers et al.,, 2002), en este estudio solo se utilizaron piedras difusoras para el
movimiento de las particulas. En cuanto a las microcdpsulas, estas se han logrado
fabricar de tamafio adecuado para bivalvos, el cual se ha reportado que va de 20 hasta 75
um (Dunphy et al., 2006) en etapa adulta. Por ejemplo, Langdon, (1989) elabor6
microcapsulas de proteina compuestas de proteina purificada de cangrejo, carboximetil
celulosa y lecitina de soya con tamafio de particula de 6.06 = 2.37 um. Mediante
experimentos in vitro este autor indic6 que las capsulas eran susceptibles a la digestion
por la actividad de las proteasas, por lo que podrian utilizarse para transportar y
suministrar proteinas en dietas para C. gigas. Del mismo modo, Heras et al., (1994)
fabricaron microesferas lipidicas compuestas de aceite de pescado, lecitina de soya,
aceite vegetal y vitamina E, con tamafio de particula de 1-20 um para la alimentacién de
adultos de Ostrea edulis, En este caso las particulas se mantuvieron en movimiento con
aireacion y en vasos de precipitado (2 L, 1 ostra por vaso). Ya que las ostras fueron
capaces de ingerir y digerir las microesferas, se propusieron como alternativa para
suplementar las microalgas, principalmente como fuente de acidos grasos poliinsaturados.
Aunque este tipo de microcapsulas tienen la ventaja de tener tamafio adecuado y de no
lixiviarse ni aglutinarse en el agua, son nutricionalmente deficientes por lo que solo se han
utilizado a nivel experimental como complemento del alimento vivo en el cultivo de
moluscos bivalvos.

En el caso de suplementos a base de harinas y microalgas secas aun no se
cuenta con la tecnologia de molienda adecuada para obtener el tamafio de particula que
requieren los bivalvos. Generalmente los estudios realizados con estas dietas no evalian
el tamafio de particula del alimento, pero realizan el tamizado de las microparticulas a

través de una luz de malla de 100 pm. Se han obtenido resultados muy variables, por



ejemplo, la fecundidad de Tapes philippinarum alimentadas con microalgas secas
(Tetraselmis suecica) fue de 25 a 50% menor que la fecundidad de las almejas
alimentadas con microalgas vivas (Laing y Lépez-Alvarado, 1994). Asi mismo, Arney et al.
(2015) reportd que la sustitucion de 25 y 50% de alimento vivo por la microalga seca
Schizochytrium sp. y la cianobacteria Spirulina (Arthrospira platensis) resulté en una
disminucién significativa del crecimiento de juveniles de P. generosa. Por otra parte, los
suplementos a base de granos generalmente no son eficientes en mejorar el desarrollo
gonadico de bivalvos. Por ejemplo, la harina de germen de trigo (rica en Ac. linoleico) en
la alimentacion de adultos de Mytilus galloprovincialis causé una alta reduccién de DHA y
EPA en los tejidos de esta especie (Pirini et al., 2007). El almidén de maiz como
suplemento de microalgas vivas incrementé el consumo de energia en Ruditapes
decussatus (Albentosa et al., 2003). En adultos de A. purpuratus, el almidéon de maiz
también produjo un porcentaje de organismos maduros similar a los alimentados con
microalgas (I. galbana y C. gracilis) y con microalgas + lipidos (emulsiones de DHA)
(Martinez et al., 2000a). Sin embargo, el estudio realizado por Martinez et al. (2000a)
encontré que la calidad de los huevos de A. purpuratus no fue tan alto con la dieta
suplementada con almidon, y a pesar de las altas tasas de fertilizacién (88-89%), la
sobrevivencia de larvas “D” fue menor (50%) en comparacion con los controles de
microalgas vivas (88%). El almidon tiene el inconveniente de ser nutricionalmente
incompleto, pero puede ser importante como fuente de alimento en las primeras etapas de
acondicionamiento de bivalvos cuando la acumulacion de reservas de carbohidratos es
importante (Gabbott, 1983). Las técnicas utilizadas para la suspension de las particulas
de los estudios mencionados anteriormente solo se basan en el suministro de aire en el
fondo del tanque de cultivo, pero algunos autores también han utilizado otras técnicas,
como Laing (1987), quien realiz6 el cultivo de 5 especies de larvas de bivalvos en tanques

de 50 L alimentadas con dietas microencapsuladas y con microalga. La recirculacién del



agua consistié en columnas de surgencia en conjunto con un sistema de airlift interno. La
dieta de microalga dio un mejor incremento de peso diario, equivalente al 32% del peso
inicial. Con la dieta atrtificial, el incremento en peso diario varié de 13,3% a 7,5% del peso
inicial. Asi mismo, juveniles de Mercenaria mercenaria fueron cultivadas por Coutteau et
al. (1994a) en un sistema de recirculacion con airlifts. Se utiliz6 una dieta a base de
levadura. La sustitucion de 50% y 80% de la racién de microalga por levaduras no resulté
en una disminucion significativa de crecimiento en relacion a los controles alimentados
con microalgas. Estos dos estudios tampoco hacen mencién del grado de eficiencia del
sistema de recirculacion en mantener las particulas disponibles para los organismos, ni
evaluaron el comportamiento de las mismas dentro del tanque de cultivo. En las especies
de Panopea también existe la necesidad de implementar un sistema de recirculacion
eficiente en mantener la mayor cantidad de particulas en la columna de agua sin que se

acumulen en alguna zona especifica del tanque de cultivo.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de una dieta balanceada microparticulada sobre la maduracion

gonadal de adultos de P. globosa bajo condiciones controladas de laboratorio.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Implementar y probar un sistema de recirculacion que permita mantener
disponibles y en suspension las particulas inertes microparticuladas para adultos
de P. globosa.

e Evaluar un método gravimétrico para la medicion de tasas de ingestion de P.
globosa.

e Determinar el efecto de la alimentacién con distintas proporciones de alimento vivo
(M) y alimento formulado (F) (100:0, 50:50, 25:75, 0:100 M:F) sobre el peso total,
peso de gbnada, indice de condicion e indice gonadosomatico de adultos de P.
globosa.

e Determinar el efecto de la alimentacién con microalgas vivas o suplementadas con
alimento microparticulado formulado sobre el porcentaje de eclosién y fecundidad

de adultos de P. globosa.
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MATERIALES Y METODOS

Recepcion de organismos y estabilizacién

Para el presente estudio, se adquirieron 100 organismos adultos de Panopea
globosa (930 £ 92.04 g) de una planta empacadora ubicada en Ensenada B.C., los cuales
fueron trasladados al laboratorio de Biotecnologia de Moluscos del Instituto de
Investigaciones Oceanoldgicas. Una vez en el laboratorio fueron colocados en cajas de
plastico perforadas (55 x 38 cm, alto x ancho) con 10 compartimientos internos cada una.
Las cajas (5 por tanque) fueron distribuidas dentro de dos tanques rectangulares de fibra
de vidrio de 700 L (50 orgs por tanque) donde permanecieron durante 5 dias para la
estabilizacién de los organismos. Durante este periodo se us6 un 100% de renovacion de
agua de mar por dia y aireacion constante, se redujo la temperatura gradualmente (1°C
dia®) de 26 a 19 °C usando un enfriador de agua (Cyclone, 0.5 Hp) por tanque. Las
almejas se alimentaron con la microalga Isochrysis sp. (clon T-ISO) a una racion del
0.04% del peso corporal vivo de los organismos (Garcia-Esquivel et al., 2013). Una vez

estabilizados los organismos fueron transferidos a los sistemas experimentales.

Disefio experimental, mantenimiento y muestreo de organismos

Un total de 90 adultos de P. globosa (936.6 £ 104.5 g) fueron distribuidos de forma
aleatoria en 15 unidades experimentales consistentes en canastas de plastico perforadas
(30 x 42 cm, alto x ancho) colocadas dentro de tambos de plastico de 100 L (77 x 52 cm,
alto x ancho) y de fondo plano (6 orgs por canasta, una canasta por tambo). En cada
unidad experimental se incluyé un biofiltro que consistié en un costal cebollero con coral y
gravilla, ademas de un sistema de airlift. El biofiltro fue activado antes de iniciar el
experimento durante cuatro semanas con agua de mar cruda, con el fin de promover el

crecimiento de bacterias nitrificantes (Simmonel et al., 2002). El sistema airlift hecho con
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tubo de PVC de 1 %" estaba conformado por una base cuadrada apoyada en el fondo del
tambo y un tubo de descarga (Fig. 1). La base del airlift tenia orificios alternados
orientados hacia el centro y el fondo del tanque, lo cual permitié succionar el agua desde
el fondo hasta la zona de descarga en la parte superior del tambo. El efluente del airlift fue
colocado en posicion tangencial a la pared del tanque para mantener un movimiento

uniforme de la columna de agua (Timmons y Ebeling, 2007).

Vista
lateral
Suministro H
de aire g J.L
Recirculacion
b) j:, de agua
Nivel/agua ,

Vista
superior

Con orificios

Coral G
orientados al
Gravilla centroy
fondo del
tanque

Fig. 1 Sistema experimental de P. globosa. Los 3 elementos principales son: tanque de
100 L (a), airlift (b) y sistema de biofiltro (c). En el interior del tambo estan las canastas
con organismos. Las flechas representan la direccion de flujo de agua.

Se utilizaron 5 tratamientos por triplicado de la combinacién microalga Isochrysis
sp. clon T-ISO (M) y alimento formulado (F): dieta A= 100:0 M:F; dieta B= 50:50 M:F; dieta

C= 25:75 M:F, y dieta D= 0:100 M:F. Se incluyé un tratamiento como control, que



13

consistio en 25% de la racion correspondiente a la dieta A, la cual representa una racion
sub-optima (Albentosa et al., 1999) (Tabla 1). Las unidades experimentales se
mantuvieron a temperatura constante de 18 °C (x 1 °C) dentro de un area con aire
acondicionado. A lo largo del experimento se monitoreo la temperatura (°C), oxigeno (mg
L™ y amonio (NH4, mg I™Y) antes de realizar los recambios de agua diario. Por medio de
sifoneo diariamente se retiraban los desechos soélidos (heces y alimento microparticulado
remanente) depositados en el fondo del tanque y entre los espacios del coral y la gravilla.
Después se retiraba el biofiltro y se enjuagaba levemente con agua de mar. Se hizo un
20% de recambio de agua diario. El tiempo dedicado para la limpieza de los tanques y
alimentacién fue aproximadamente de 1 a 2 hrs diarias. El resto del tiempo los

organismos estuvieron bajo oscuridad total.

Tabla 1. Raciones experimentales y proporcibn de microalga viva (M): alimento
microparticulado formulado (F) ofrecidas diariamente a los adultos de P. globosa durante
el periodo de acondicionamiento. A= 100:0; B=50:50; C=25:75; D=0:100; E= 25% de A.

Tratamiento Numero de Cantidad de T- Cantidad de T- Cantidad de
Iso (cel kg™ Iso (g cel kg  alimento formulado
M:F repeticiones  almejad™) almeja d-1) (g kg™ almeja d™)
A. 100:0 3 1.43 x10%° 0.4 0.0
B. 50:50 3 7.15 x10° 0.2 0.2
C. 25:75 3 3.57 x10° 0.1 0.3
D. 0:100 3 0.0 0.0 04
E. 25% de A 3 3.57 x10° 0.1 0.0

Los organismos se mantuvieron 6 semanas (octubre-diciembre) en los sistemas
experimentales y se alimentaron con una racion diaria equivalente a 1.43 x 10 cel T-ISO
kg™ (0.4 g cel almeja™ d™), que corresponde al 0.04% del peso vivo de los organismos
(Garcia-Esquivel et al., 2013). Solamente al tratamiento de organismos sub-alimentados

se le dio menor racién (Tabla 1). El alimento fue dividido en 2 raciones diarias. Cada
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racion se mezclé y diluyé en agua de mar, se vertié y afor6 a 11 L en garrafones
invertidos y se ofrecié por goteo durante 10 horas diarias (1/2 racion cada 5 horas, 2
raciones dia™). Este método de alimentacion se descart6 a partir del dia 15 debido a que
la dieta balanceada taponaba la vélvula del garrafén disminuyendo o deteniendo
eventualmente el flujo. A partir del dia 16 el esquema de alimentacidn consistié en dividir
la cantidad total de alimento diario en 5 raciones, vertiendo estas directamente en el
sistema experimental aproximadamente cada 2 horas. Los horarios de alimentacion no
fueron exactos iniciando con la primer racién de 10 a 11 am y terminando con la ultima
racion de 6 a 7 pm, esto por los distintos tiempos de demora en la limpieza de los tanques
experimentales.

El esquema de alimentacién mencionado se estableci6 a partir de resultados de un
experimento preliminar realizado sobre el tiempo de permanencia del alimento en la
columna de agua (ver adelante). En la cuarta semana del experimento también se
cuantificaron tasas de ingestion con el fin de corroborar la ingesta tanto de microalga
como de alimento balanceado microparticulado (ver adelante).

Semanalmente se pesaron los organismos experimentales para evaluar el cambio
de biomasa o peso total (Pt). La diseccién de organismos se llevé a cabo al inicio (25 oct)
(6 organismos) y a las 3 (15 nov) y 6 semanas (4 dic) (3 organismos por cada unidad
experimental y cada fecha de muestreo) con el fin de evaluar el peso de la concha (PC),
peso de la carne (PR, tejido diseccionado sin concha) y el peso de la génada (PG). Al final
del experimento también se realiz6 el raspado de las gbnadas y se fertilizaron los 6vulos
obtenidos de cada una de las hembras con el fin de evaluar la fecundidad y porcentaje de

eclosion larval.
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Formulacién y elaboracion de dieta experimental

El alimento microparticulado se prepar6 utilizando como referencia los ingredientes
de una dieta balanceada utilizada en abulén Haliotis rufescens (Garcia-Esquivel y
Felbeck, 2009). Se utilizaron dos fuentes principales de proteinas (Tabla 2): harina de
pescado y harina de soya en una proporcion de 2:1 (Garcia-Esquivel y Felbeck, 2009). El
aceite de pescado y aceite de maiz fueron usados como fuente de lipidos en una
proporcion de 7:1 (Garcia-Esquivel y Montes-Magallon, 2007). Se agreg6 harina de Kelp
(Macrocystis pyrifera) como fuente de celulosa, almidén como fuente de carbohidratos,
gelatina y alginato como agentes aglutinantes, asi como concentrado de microalga
(Isochrysis sp. clon T-ISO) como atrayente para los organismos. Mezclas de vitaminas y
minerales también fueron afiadidos a la dieta. La cantidad de proteinas y carbohidratos
totales fue similar a la de Isochrysis sp. (clon T-ISO), solo en el caso de los lipidos la
cantidad agregada a la dieta fue menor que lo reportado en Isochrysis spp para evitar
problemas de secado y molienda.

Los ingredientes fueron homogeneizados en una mezcladora Kitchen Aid (Hobar,
Troy, OH, USA) y se agregaron en el siguiente orden (Badillo-Salas, 2006): los
componentes mayoritarios en seco (harina de pescado, soya y harina de kelp), después
se agregd agua caliente. Por separado se disolvieron las vitaminas, la metionina y el
cloruro de colina. Después se mezclaron los aceites, BTH, tocoferol, stay C y gelatina
(previamente hidratados en agua caliente). Posteriormente la mezcla con vitaminas,
metionina y cloruro de colina, mas la mezcla de gelatina con los aceites fueron vaciados
inmediatamente con los componentes mayoritarios. Finalmente se peletizé la muestra a
un tamafio de 5 mm. Los pellets obtenidos fueron secados a una temperatura de 65 = 5
°C durante 18 h en un horno de conveccion. Después de enfriados los pellets se trituraron

en un molino de café mas una molienda extra con un mortero y después se registré el
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tamafio de particula bajo el microscopio. La dieta seca fue almacenada a -20 °C en bolsas

de plastico ziploc®.

Tabla 2. Composicibn de las dietas (%) formulada (F) vy
microalga (M) usados para la alimentacion de adultos de P.
globosa durante el experimento.

Ingredientes F M
H. Pescado’ 33.9 -
H. proteina de soya’ 17.0 -
Nutrikelp? 5.0 -
H. Kelp? 4.0 -
Aceite de pescado’ 12.9 -
Aceite de maiz® 1.8 -
Almidén’ 11.4 -
Microalga seca® 2.5 -
Microalga viva’ - 100
Ingredientes comunes™® 115 -

Composicién

Materia seca 98.5+0.3 99.3+0.1

Proteina cruda 44.3 £0.2 46 +0.4

Lipido crudo 229+16 30.6+0.4

Carbohidratos 224+1.1 13+0.3

Ceniza total 10.7+0.2 10.5+£0.06

Energia bruta 6.0+0.8 56+0.8
(Kcal g)

Valores expresados en base seca; carbohidratos= extracto libre de nitrégeno (ELN). "Harina
de pescado Rangen (proteina: 72%, lipidos: 12%, cenizas: 16%), “concentrado de
proteina de soya (proteina: 71%, lipidos: 5%, cenizas: 5%), 3 Nutrikelp de Albiomar
México (proteina: 2%, lipidos: 0.1%, fibra: 1%, cenizas: 4%, ELN: 92.9%),
*Macrocystis pyrifera proporcionado por Productos del Pacifico, S.A. de C.V., ®aceite
de pescado (100%), Rangen U.S.A, ® Mazola (100%), México, ' Fanpage Maizena ®
(97%), México, ®microalga seca y °viva (Isochrysis spp. clon T-1SO), °celulosa, 4.2,
mezcla de vitaminas, 1.3 (ICN Biomedical, cat. #904654), mezcla de minerales, 2.0
(ICN Biomedicals, Inc. Cat. #905455), Stay-C, 0.4 (DSM productos nutricionales
Inc.),metionina 0.2 (Sigma, cat. #M-9500),benzoato de sodio, 0.2 (Sigma, cat. #C-
7527), cloruro de colina, 0.1 (Sigma, cat. #T-3634), BTH, 0.1 (Sigma, cat. #B-1378),
alfa-tocoferol, 0.01 (Sigma, cat. #T-3634), gelatina, 3.0 (275 bloom, Duche).
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Evaluaciones

Crecimiento, indice de condicidn e indice gonadosomatico

Durante los muestreos cada organismo se pesoé vivo en una balanza electrénica
(CE 5200 +0.1g). Posteriormente se disectaron y drenaron para obtener el peso de la
carne y peso de la concha. La masa visceral (génada +sistema digestivo) también se peso6
separadamente (Fig. 2). Con los datos obtenidos se estimé el indice de condicién (IC) y
gonadosomético (IG) utilizando las ecuaciones reportadas por Garcia-Esquivel., et al

(2013) para P. globosa:
e indice de condicion (IC, %) = (peso de la carne x 100) / peso seco de la concha

e indice gonadosomatico (IG, %) = (peso de la génada x 100) /peso seco de la

concha.

Es importante notar que Garcia-Esquivel et al. (2013) reportaron el PG en conjunto
con el sistema digestivo, ya que al situarse adyacentes uno con el otro hace muy dificil su
separacion. Sin embargo, al inicio del presente estudio las almejas estaban inmaduras y
no tenian génada visible. Por lo mismo, se consideré que el peso inicial de gonada +
sistema digestivo representaba solamente el peso del dltimo. Con este dato, se decidi6
eliminar el ruido del sistema digestivo en muestreos subsecuentes restando el peso inicial

del mismo al peso de gonada + sistema digestivo de tal forma que:

PG = (PG + sistema digestivo) — (sistema digestivo inicial)
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Fig. 2 Medidas biométricas registradas durante los muestreos en P. globosa en los 5
tratamientos experimentales (100:0, 50:50, 25:75, 0:100, 25:0 M:F). Peso total (A), peso
de la carne (inciso B), peso de la génada (C) y peso de la concha (D). Las lineas
discontinuas describen la longitud total y ancho de la concha.

Composicién bioquimica de las dietas

El contenido de proteinas se estimé a partir del nitrdgeno determinado por el
método de microKjeldahl, utilizando un factor 6.25. Los lipidos totales se determinaron por
el método de Folch et al. (1957). La humedad se determind secando las muestras a 105
°C a peso constante (AOAC, 1995) y el contenido de cenizas calcinando las muestras a
550 °C durante 6 hrs (AOAC, 1995). El extracto libre de nitrégeno (ELN) se consider6
como contenido de carbohidratos y se obtuvo después de restarle al 100% de la muestra,
la suma de los porcentajes de humedad, proteina, lipidos y cenizas (FAO, 1993). El
contenido calérico de las dietas se estimé a partir de la composicién proximal del
alimento, utilizando los siguientes equivalentes caloricos (Brett y Groves, 1979): 5.64 Kcal

g™ (proteinas), 9.44 Kcal g™ (lipidos) y 4.11 Kcal g™ (carbohidratos).
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Tiempo de permanencia de las particulas en la columna de agua

El tiempo de permanencia del alimento balanceado en la columna de agua se
determiné con el fin de establecer el esquema de alimentacion que seria utilizado durante
el experimento. Para ello se utilizaron dos tanques experimentales de 100 L con airlifts,
uno con biofiltro y el otro sin biofiltro (control), ambos sistemas sin organismos. Se
aforaron los tanques a 80 L con agua de mar y se agregaron 2 g de alimento (0.4 g kg™
org™) en la orilla del tanque. Del centro y del fondo del tambo se tomaron muestras de 100
ml de agua en los siguientes tiempos: 1 min, 180 min (3 hrs), 300 min (5 hrs) y 480 min (8
hrs), utilizando una manguera de 0.8 cm de didmetro previamente fijada a los puntos de
muestreo. Las muestras de agua se filtraron con una bomba manual de vacio (NALGENE)
a 5 Ibs de presion con filtros de 0.45 um (Whatman®) previamente secados y pesados.
Los filtros con muestra se secaron durante 24 hrs a 60 °C y el peso de la muestra seca se

estimo por diferencia entre el peso del filtro y el peso del filtro mas muestra.

Tamaio de particula del alimento balanceado

Se evalio el tamafio de particula presente en los tanques experimentales
dosificados con el garrafon invertido (método 1) y sin garrafon (método 2). La evaluacién
se realizé en cubetas de 20 L. En el primer caso se colocé el airlift (tubo PVC 1”) dentro
de la cubeta y el garrafén dosificador (11 L), sin organismos. La cubeta se afor6 a 16 L
con agua de mar filtrada. Se colocé el garrafon invertido en la parte superior de la cubeta
conteniendo 11 L de mezcla de agua de mar + 0.32 g de alimento microparticulado
previamente mezclado y diluido en agua de mar. Una vez agregado el alimento se abrié la
valvula del garrafén y se ajustd el flujo que descargaba hacia la cubeta. Cada hora
durante 5 horas se tomaron muestras de agua (300 ml aprox.) por medio de succién con
una manguera colocada en el centro de la cubeta. En caso de que la valvula del garrafon

estuviese obstruida por el alimento, esta se abria para desfogar y se tomaba la muestra.
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Con este procedimiento se traté de emular la forma de alimentacion utilizada durante el

acondicionamiento de las almejas. Para el método 2, el alimento balanceado (0.32 Qg)

previamente mezclado y diluido en agua de mar se agregé directamente a la cubeta, cada

hora se tomaron muestras de agua (300 ml aprox.) con una manguera colocada en el

centro por medio de succion. El tamafio de particulas presentes en las muestras se midio

directamente bajo el microscopio (10x).

Tasas de ingestion

Se midieron las tasas de ingestion (IR) de P. globosa directamente en los tanques de

acondicionamiento aplicando el siguiente protocolo:

1.

3.

Se limpiaron los tanques experimentales, se llenaron con agua de mar filtrada y se
activo el sistema de recirculacion (airlift) dentro de los tanques. Se utilizé aireacion
adicional para asegurar la homogeneizacion completa del alimento dentro de los
tanques experimentales.

La canasta con organismos experimentales fue colocada dentro de cada tanque y
se dej6 estabilizar durante 15 min.

Se afadio el alimento vivo (Isochrysis sp. clon T-ISO) a una concentracion final de
100 cel pl*. Después de 10 min se tom6 una muestra de 100 ml con una
manguera fijada en el centro del tanque. La muestra se tamizé por 41 um y la
concentracion celular fue cuantificada con un contador de particulas Coulter
Multisizer 3 (Beckman). Muestras adicionales se tomaron cada 10 min durante 40
min (T10, T20, T30 Y T4oMin). Las tasas de ingestion promedio (IR, No. cel g* h ™) se
calcularon a partir de los datos obtenidos entre cada intervalo de tiempo con la

ecuacion de Paffenhofer (1971) indicada abajo. Solamente se consideraron datos
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en los que el consumo disminuyé la concentracién de alimento entre el 10 y 30%
del valor inicial.

IR = (V/Wt) (C]_ — C2)

Donde V= volumen del tanque, W = peso vivo de los organismos, y C;y C, =

concentracion del alimento en el intervalo de tiempo (t) transcurrido.

4. Se realizé una prueba preliminar con el fin de validar un método gravimétrico para
medir IR de la siguiente manera: se tomaron muestras simultaneas del tratamiento
100:0 M:F (solamente microalga) en los tiempos indicados arriba. Una de las
muestras se traté de acuerdo a la metodologia descrita arriba (1 a 3). La otra
muestra se retuvo en filtros de membrana de 0.45 pm (Whatman®), previamente
secados y pesados utilizando una bomba manual de vacio. Los filtros con muestra
se secaron a 60 °C durante 24 hrs y el peso seco de la muestras se convirtié a
namero de células Isochrysis-equivalente utilizando la siguiente relacion: 1 cel= 28
picogramos. Los datos gravimétricos obtenidos se graficaron vs. las muestras
cuantificadas directamente en el contador de particulas y se verificd el grado de
correlacion entre ambas.

5. Con el paso anterior se validé la aproximacién gravimétrica para estimar las IR de
los organismos sometidos a las mezclas de microalga y alimento formulado (50:50

y 0:100 M:F), expresando los resultados obtenidos como Isochrysis-equivalente.

Proporcidn de sexos, fecundidad y eclosién

El dltimo muestreo también se aprovechdé para evaluar la fecundidad de los
organismos de todos los tratamientos asi como el porcentaje de eclosion larval. Primero
se disectd la gonada + sistema digestivo y se determind su peso con una balanza

electronica (Scout PRO 200g). El volumen total de la gonada + sistema digestivo se
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determiné después de sumergir el tejido en agua de mar contenida en una probeta
graduada y medir el volumen desplazado. Con los datos anteriores se estimé el volumen
corregido de la génada restandole el del tejido digestivo. Una seccion de la gbnada
(aprox. 1 cm) se colocé dentro un tubo cénico volumétrico 15 ml (Falcon®), sin agua y se
determind el volumen del tejido + gametos. El tejido se raspo y los gametos obtenidos de
la seccibn de gbnada se concentraron en el tubo y se transfirieron a un recipiente de
plastico més grande, aforandolos un volumen final de 500 ml. Se tomaron submuestras de
1 ml y se contabilizaron los 6vulos bajo el microscopio con el fin de estimar el total de
Ovulos presentes en los 500 ml, que correspondia a la seccion de génada muestreada.
Una vez conocida la cantidad de 6vulos presentes, se diluyeron estos a una densidad de
10 6vulos ml™ en un volumen total de 500 ml para proceder a su fertilizacién con una
mezcla de esperma, utilizando una relacion de 5-10 espermatozoides por ovocito. En el
caso de los machos, los espermas de las submuestras se contabilizaron directamente en
el contador de particulas Multisizer Ill. Los recipientes con 6vulos fertilizados se incubaron
en bafio Maria (23 °C) durante 24h, tiempo después del cual se fijaron y se estimé el

porcentaje de eclosion (H, %) utilizando la ecuacion de Garcia-Esquivel et al. (2013).
e H (%) = (No. de larvas “D” x 100) / No. inicial de ovocitos

La fecundidad estimada en la muestra (F.,, No. ovocitos mI™* génada) de la seccién de

gonada muestreada se estimd de la siguiente manera:
o [, = (total de 6vulos o esperma) / vol. de la seccién de gbénada.

La fecundidad total por individuo (F, No. ovocitos o espermas org™) se estimé con la

siguiente ecuacion:

e F = (vol. total corregido de la génada) x (total de ovocitos o espermas ml™ gonada)
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Analisis de datos

Antes del andlisis estadistico se efectu6 la prueba de normalidad vy
homocedasticidad de la varianza. Para comparar el efecto de los tratamientos sobre las
variables biométricas, indice de condicién e indice gonadosomatico, se aplic6 ANOVA de
una via. De igual manera para el desarrollo gonadico y sexo (machos y hembras) se
aplicé un analisis de varianza (ANOVA) de una via. Se utilizé una prueba a posteriori
Tukey con un nivel de significancia de 0.05 para detectar diferencias especificas entre
medias.

Para el manejo de todos los datos se utilizaron software estadisticos (SigmaStat

version 3.5 y SigmaPlot version 10.0).
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RESULTADOS

La temperatura de los sistemas experimentales fluctio entre los 18 °C y los 19 °C,
mientras que las concentraciones de oxigeno tuvieron variaciones entre los 7 - 7.5 mg I™.
Los niveles de amonio se mantuvieron en un intervalo de 0-0.1 mg I* en todas las

unidades experimentales.

Tiempo de permanencia en la columna de agua del alimento balanceado

Las particulas de alimento balanceado tuvieron un comportamiento inversamente
proporcional en la superficie y el fondo del sistema de acondicionamiento. Una alta
cantidad de alimento balanceado (1.5 - 2 g) se mantuvo en la columna de agua durante
las primeras 3 hrs aproximadamente. Después de 5 hrs el 50% (1 g) de las particulas se

encontraba en el fondo y en 8 hrs se precipit6 totalmente (2 g) (Fig. 3).

2.5 ~
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—&— Columna de agua
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£
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0.5 A
0.0 4

Tiempo (hrs)

Fig. 3 Representacion gréfica del cambio de la cantidad de alimento balanceado

(promedio + error estandar) presente en la columna de agua y en el fondo del tanque
experimental durante 8 horas.
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Tamarfo de particula

Se registré un amplio rango de tamafio de particula de alimento balanceado (1-900
um) durante las 5 horas de su permanecia en el garrafén dosificador. En el primer
muestreo (hora 1) predominaron particulas en el rango de 1-100 um de didmetro, a partir

de las dos horas el tamafio de particula predominante fue de 301-500 pum (Fig. 4 y 6).

60 -~ 1-100
101-300
3 301-500
50 4 501-700

701-900

No. de particulas
8

20 ~ N
10 -

0 NE I I,E Ia |E

Tiempo (hrs)

Fig. 4 Cambios temporales (1, 2, 3, 4 y 5 horas) en la distribucion del tamafio de las
microparticulas formuladas (um) en la columna de agua, cuando se dosificé el alimento
utilizando garrafones.
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El rango de tamarfio de las particulas en el tanque experimental también fue muy
amplio (1-900 pum), sin embargo, el mayor nimero de particulas registradas en cada hora
de muestreo fue del rango de 1-100 um, el cual se mantuvo relativamente constante a lo

largo de las 5 horas de su inclusion en el agua (Fig. 5y 7).
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7/ 7777]
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Fig. 5 Cambios temporales (1, 2, 3, 4 y 5 horas) en la distribucion del tamafio de las
microparticulas formuladas (um) en la columna de agua, cuando se agreg6 directamente
el alimento al tanque experimental.
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Fig. 6 Registro fotogréfico de las
particulas en la columna de agua
cuando se dosific6 el alimento
utilizando garrafones. 1 hora (a), 2
horas (b), 3 horas (c), 4 horas (d) y 5
horas (e).



28

Fig. 7 Registro fotogréfico de las
particulas en la columna de agua
cuando se agregd directamente el
alimento al tanque experimental. 1
hora (a), 2 horas (b), 3 horas (c), 4
horas (d) y 5 horas (e).
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Tasas de ingestidn

Se encontrd una correlacion positiva (r* = 0.81) y altamente significativa (P=0.001)
entre el método de conteo de células directo y el método gravimétrico (Fig. 8). Las IR
promedio entre los tratamientos variaron de 320,000 a 508,000 cel T-ISO-equivalentes g™
peso vivo™ h* sin diferencias significativas entre los tratamientos cuando se expresaron

como Isochrysis-equivalente (P=0.525) (Fig. 9).
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Fig. 8 Relacion entre la cantidad de células estimadas gravimétricamente y mediante
conteo directo con el contador Multisizer 3.
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Fig. 9 Tasas de ingestiéon (promedio + error estandar) estimadas para P. globosa
alimentados con los tratamientos 100:0, 50:50, y 0:100 (alimento vivo: alimento
formulado).

Crecimiento, indice de condicién y gonadosomatico

Durante el acondicionamiento se obtuvo el 100% de sobrevivencia y no se
observaron diferencias significativas del peso total promedio (Pt) de los organismos
sometidos a los distintos tratamientos (P>0.05), aunque esta variable tendié a disminuir en

la Gltima semana del experimento en todos los tratamientos (Tabla 3).
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Tabla 3. Cambio semanal del peso total de P. globosa alimentados con distintas
proporciones de alimento vivo y alimento formulado: 100:0, 50:50, 25:75, 0:100 y 25:0
M:F. Valores promedio y error estandar.

Tratamientos

Fecha de

muestreo  100:0 M 50:50 M:F 25:75 M:F 0:100 F 25:0 M
25-oct  978% +30.2 953* £52.6  934% £20.1 943 +£31.1 1000% +46.1
3l-oct  976% £37.8 949% £38.2 973 £19.5 964% £39.1 994° +47.4
07-nov  969* +38.4 925 +25.3 973 +£16.4 929* +31.5 980° +485
15-nov  1024* +145  974* +22 966® +42.7 957° +43.9 985 +455
21-nov  1000* £17.2  977* +20 963% £48.7 939° £50.2 1036% +113
28-nov  1145* £38.7  975° +56 968® +32.4  972° +44 1028 +132
04-dic  980% +£44.2 927* £+225  818* £169 900° £27.3 952° +125

Tampoco se detectaron diferencias significativas entre tratamientos con respecto

al peso de la concha (P= 0.588) o el peso de la carne (P= 0.868) a lo largo del

experimento. Los valores de estas variables mostraron valores finales promedio de 176.2

+£6.1a191.8+2.79gyde356.5+21.8a364.0+8.1grespectivamente (Tabla 4).
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Tabla 4. Cambio temporal (promedio + error estdndar) del peso de la concha (PC), peso
carne (PR), peso de la génada (PG, sin sist. digestivo), indice de condicion (IC) e indice
gonadosomatico (IG) registrados en la segunda y tercer fecha de muestreo para los
tratamientos 100:0, 50:50, 25:75, 0:100 y 25:0 M:F. Al inicio del experimento (25-Oct) los
organismos se encontraban indiferenciados y sus valores iniciales fueron: PC=193 + 13 g,

PR=279 £17 g, IC=144 + 6.

_ Tratamientos
variable 0.0 m 50:50 M:F 25:75 M:F 0:100 F 25:0 M
15-nov
PC(g)  189.2°+5.3 188.6* +6.3 186.1°> +3.8 177.7* +7.3  186.5* +6.0
PR(g) 344.0° +23.6 318.8* +23.6 351.1* +11.6 328.7° +7.4  300® +11.0
PG(g) 23.9*+093 155%+56 19.4%+2.1 16.7% + 4.1 9.6% + 2.4
IC 180.8* + 16.5 170.1* + 1.0 188.7* +6.9 1855% + 50 161.2* + 7.8
IG 12.7% + 0.8 84 + 31 103 + 09  9.4° + 21 51% +1.3
04-dic
PC(g) 191.8° +2.7 176.2*> +6.1 184.5° +7.1 185.6* +9.6  189.5° +7.4
PR(g) 360.2° +6.1 363.6* +8.1 363.0° +54 356.5° +21.8 387.6° +24.14
PG (g) 37.6% 2.5 35.0°+ 3 21.6° +1.8 22.0° +3.2 17.2° £15
IC 187.8% + 3.9  206® + 3.3 197.5* +10.9 194.22 + 20.7 203.8% + 16.9
IG 19.6% + 1.7 19.9* +2.8 11.7° +05 11.8° +1.0 9.0° +0.5

El peso de la génada fue significativamente diferente entre tratamientos en la
ultima fecha de muestreo (P <0.001), de tal forma que el valor promedio mas alto (37.6 +
2.5 g) se observé en el tratamiento 100:0 M, seguido del tratamiento 50:50 M:F (35.0 + 3)
y el mas bajo (17.2 = 1.5 g) en los organismos expuestos a sub-alimentacién (25:0 M)
(Tabla 4). ElI IG también mostré diferencias significativas hasta la ultima fecha de
muestreo (6 semanas), asi el IG de los organismos alimentados con 100:0 M y 50:50 M:F
(19.6 a 19.9) fue significativamente mayor (P< 0.001) que el del resto de los tratamientos

(Tabla 4). Por el contrario, el indice de condicién mostré valores relativamente constantes
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y sin diferencias significativas durante el transcurso del experimento (P=0.503, 3* semana
y P=0.855 6™ semana). Cuando el peso de la génada se grafico en funcion del sexo se
observd un rapido crecimiento en las primeras 3 semanas de experimentacion, asi como
un efecto significativo de los tratamientos en hembras y machos (P=0.005 y P=0.001) en
la dltima fecha de muestreo. Los organismos alimentados con 100:0 M y 50:50 M:F
mostraron génadas mas pesadas, en los tratamientos 25:75 M:F, 0:100 M y 25:0 M el
peso de la génada se mantuvo relativamente constante en ambos sexos a partir de la

segunda fecha de muestreo (Fig. 10).
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Fig. 10 Cambios temporales (promedio * error estandar) del peso de gonada de hembras
(A) y machos (B) de P. globosa durante el periodo de acondicionamiento. Los organismos
fueron alimentados con los tratamientos 100:0, 50:50, 25:75, 0:100 y 25:0 (alimento vivo:
alimento formulado).

Proporcién de sexos, fecundidad y eclosién

Considerando el total de organismos experimentales, se observd una proporcion
de sexos de 1.5:1 (100:0 M), 1.5:1 (50:50 M:F), 2.2:1 (25:75 M:F), 0.9:1 (0:100 M:F) y

2.5:1 (25:0 M) (Tabla 5).

Tabla 5. Numero de machos (M), hembras (H), organismos indiferenciados (I) vy
proporcion de sexos de P. globosa registrados en cada fecha de muestreo. Los
organismos fueron acondicionados bajos 5 tratamientos experimentales (100:0, 50:50,
25:75, 0:100 y 25:0 M:F).

FECHA DE TRATAMIENTOS

MUESTREO VR AELE
100:0 M 5050 M:F  75:25M:F  0:100 F 25:0 M

M 1 4 6 2 5

15-nov H 5 2 2 6 0
I 2 3 1 1 3

M 8 5 5 6 5

04-dic H 1 4 3 3 4
I 0 0 0 0 3

Razén M:H 151 151 2.2:1 0.8:1 2.5:1
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A la mitad del experimento, solo 10 organismos de los 45 muestreados se
encontraban indiferenciados (Tabla 5). Al final del experimento los organismos de todos
los tratamientos se encontraban maduros, con ovocitos viables y espermas activos. Solo
en los organismos del tratamiento control (25:0 M) se registr6 un total de 3 organismos
inmaduros en los cuales también se observd flacidez y transparencia del manto. Estas
caracteristicas en el manto también se observé en 2 organismos del tratamiento 0:100 F.

La fecundidad de las hembras de los distintos tratamientos varié de 1.7 a 6.5
millones de huevos mientras que la de machos vari6é de 15 x10° a 22 x10° espermas org™
(Tabla 7). La eclosién de ovocitos, medida como porcentaje de huevos que alcanzaron la
fase larval de charnela recta o “D” varié de 69 a 13% (Tabla 6). No se observaron eventos

de desove natural durante el transcurso del experimento.
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Tabla 6. Fecundidad de hembras (H) y machos (M) de P. globosa después de 6 semanas de acondicionamiento y sometidas a 5
tratamientos experimentales (100:0, 50:50, 25:75, 0:100 y 25:0 M:F). Promedio * error estandar.

VOL. VOL. TOTAL VOL. NO. FECUNDIDAD FECUNDIDAD
TRATAMIENTO | SEXO n* TOTAL CORREGID  MUESTRA OVO/ESPERMA MUESTRA™ ORGANISMO™
GONADA O GONADA  GONADA MUESTRA™ GONADA
(ML) (ML) (ML) GONADA
A.100:0 H 1 550 33.3 0.2 39 x10° 195 x10° 6.5 x10°
M 8 449+23 2158+12 0.38+0.02 32x10"+10x10° 79x10" +24x10" 15x10°+ 42 x10°
B.50:50 H 4 453+50 233%25 0.4 +0.04 73 x10°% + 3 x10* 184 x10° + 6 x10* 4.3 x10°%°+ 1 x10°
M 5 36.2+54 17.97+34 035+0.05 45x10'+10x10" 12x10%+22x10" 22 x10°+51 x10°
C.25:75 H 3 383+44 180+3.0 0.4 +0.03 66 x10°+ 3 x10° 153 x10°+ 1 x10* 2.7 x10° + 7 x10°
M 5 408+25 17.3+23 0.33+0.02 30x10’+75x10° 97x10"+25x10° 15 x10°+ 46 x10°®
D.0:100 H 3 49+79 242 +8.9 0.3+0.06 46 x10°+ 9 x10° 149 x10%+ 1 x10* 3.6 x10°+ 1 x10°
M 6 392+46 16.6+3.9 0.28+0.07 26x10"+71x10° 95x10"+17x10° 16 x10°+ 46 x10°®
E.25:0 H 4 495+41 17.9+27 0.2 +0.02 21 x10°+4 x10° 90 x10°+ 2 x10* 1.6 x10°+ 5 x10°
M 5 39+35 15.83+2.8 0.17+0.01 22x10°+23x10° 13 x10%+20x10" 20x10°+41 x10°®

*NUmero de organismos disectados.
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Tabla 7. Porcentaje de eclosion de adultos de P. globosa registrados en los 5
tratamientos experimentales (100:0, 50:50, 25:75, 0:100 y 25:0 M:F).

NO. OVO NO. LARVAS
TRATAMIENTOS n* FERTILIZADOS RECUPERADAS % ECLOSION
HEMBRA™

A.100:0 1 5,000 3,451 69.0
B. 50:50 4 5,000 2056 + 750 426+12.6
C. 25:75 3 5,000 1264 + 744 25.2+14.8
D. 0:100 3 5,000 1903 + 795 38.0+ 15.9
E. 25:0 4 5,000 654 + 209 13.0+ 4.19

*NUmero de organismos disectados.

DISCUSIONES

Durante las 6 semanas que estuvieron acondicionandose las almejas
experimentales se obtuvo un incremento en peso vivo y en peso de la gbnada asi como
una sobrevivencia del 100%, lo cual sugiere que los organismos fueron capaces de ingerir
el alimento microparticulado gracias a que este se mantuvo en suspension. Esto se pudo
comprobar no solamente por el incremento en peso sino también por el tiempo de
permanecia del alimento en la columna de agua. Por lo tanto, el disefio especifico del
sistema de recirculacion utilizado en el presente estudio parece ser eficiente en mantener
las particulas en suspension durante 5 horas, aunque después tendian a sedimentarse de
forma natural. Dicha eficiencia del sistema se debié a que los orificios de la base

cuadrangular del airlift orientados en distintas direcciones logré succionar la mayor parte
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de las particulas que llegaban al fondo del tanque, llevarlas hasta la zona de descarga del
airlift y regresarlas nuevamente a la columna del agua, logrando asi mantener las
particulas en suspension con una velocidad del agua de 18 cm min™. Esta velocidad se
encuentra dentro del rango de 15-30 cm min™ para mantener un movimiento uniforme y
homogéneo de las particulas en la columna del agua (Timmons y Ebeling, 2007).

En el presente estudio ademas del biofiltro de roca también se incluyé un biofiltro
de coral con el fin de aumentar la superficie de colonizacién bacteriana. Esta combinacion
permiti6 mantener los niveles de amonio por debajo de 0.1 mg I'*. Hasta donde sabemos
esta es la primera vez que se utiliza este sistema de recirculacién en moluscos bivalvos, y
se demostrd que este fue eficiente en mantener las particulas de alimento balanceado en
suspension y disponibles para los organismos en cultivo. El disefio del sistema de
recirculacion con el biofiltro de roca fue disefiado originalmente por Malone y Burden
(1988b) para el cultivo de cangrejo. Otros autores han utilizado el sistema de airlift para la
recirculacion del agua en el cultivo de otros moluscos bivalvos, pero sin incluir una base,
un biofiltro de coral y roca y utlizando solamente microalga viva (Widman, 1998;
Christophersen et al., 2006; Pfeiffer y Rusch, 2000).

Por otra parte, esta es la primera vez que se utiliza y valida el método gravimétrico
para evaluar IR en moluscos bivalvos. El hecho de obtener una correlacién positiva
(r’=0.81) entre el método directo de conteo de células y el gravimétrico nos permite
sugerir que este Ultimo podria ser una alternativa para evaluar tasas de ingestiéon cuando
se utilizan alimentos inertes. Los valores de IR obtenidos con ambos métodos fue similar
a lo reportado por Garcia-Esquivel et al. (2013), quienes evaluaron IR en almejas de la
misma especie con peso similar, en las mismas condiciones de cultivo, (racion alimenticia,
temperatura) y en tanques de forma cilindrica (200 L). Lo anterior sugiere que los valores
obtenidos en el presente estudio con el método gravimétrico y directo fueron consistentes

con lo reportado anteriormente. Otros autores han cuantificado IR en otros moluscos
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bivalvos (Albentosa et al., 1999; Navarro et al., 1991; Wilson, 1980). Sin embargo sus
datos no son comparables con el presente estudio ya que ademas de que utilizaron
solamente microalga, las especies de bivalvos y microalgas, y el tamafio de los
organismos fueron diferentes a los del presente estudio.

A pesar que las IR se evaluaron correctamente con ambos métodos se obtuvieron
diferencias en crecimiento. Lo anterior se debié a dos posibles causas: a) por la
sedimentacion natural de las particulas inertes, b) porque las particulas no estuvieron
100% disponibles para los organismos por la parte que se aglutiné (Figs. 4 y 5). En
relacion al primer punto, las particulas inertes estuvieron disponibles para los organismos
solamente durante un periodo de 5 horas mientras que las microalgas estuvieron
disponibles todo el tiempo ya que son organismos flagelados vivos. Por lo anterior, es
probable que la falta de movilidad de las particulas inertes sea la posible causa de que se
utilicen generalmente solo como suplemento sustituyendo un 50% al alimento vivo
(Castell y Trider, 1974; Masson, 1977; Badillo et al., 2009). En relacion al segundo punto
las particulas tendian al proceso de aglutinaciéon una vez que se disolvian en el agua,
registrandose particulas hasta de 800 pum cuando se alimenté con los garrafones
dosificadores. Después el proceso de aglutinacion disminuyé cuando se agreg6 el
alimento directamente al tanque experimental, predominando particulas con tamafos de
10-100 um. Se ha reportado que los adultos de moluscos bivalvos pueden ingerir
particulas hasta de 75 um (Dunphy et al., 2006). Por lo tanto, el hecho de que en el
presente estudio predominaran particulas en el rango de tamafio de 10 a 100 um (excepto
los primeros 15 dias) pero que también se registran particulas mayores a 100 pum, sugiere
que los organismos solamente ingirieron una parte del total de la racion alimenticia. Dado
lo anterior, algunos autores han utilizado el doble de la raciéon de alimento inerte basado
en el peso seco de los organismos (Jones, 1979; Badillo et al., 2009) considerando que

parte de las particulas obtenidas no serian de tamafio adecuado para moluscos bivalvos.
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Otros estudios mencionan que la mayor eficiencia de retencion de particulas en etapa
adulta de bivalvos marinos se encuentra en el rango de 3 a 20 um (Haven y Morales-
Alamo, 1970), por lo que en el presente estudio también es probable que las particulas
méas grandes se hayan rechazado como pseudoheces antes de la ingestion. Algunos
autores mencionan que particulas mayores a 30 um (Bernard, 1974) o0 40 um (Defossez y
Hawkins, 1997) posiblemente se asienten en el manto y sean expulsadas como
pseudoheces en moluscos bivalvos. En nuestro grupo de trabajo, Badillo et al., (2009)
lograron obtener particulas menores a 30 um de alimento balanceado triturandolo con un
moledor analitico para la alimentacion de postlarvas de C. gigas. En el presente estudio
no fue posible utilizar este tipo de moledor debido al alto contenido de lipidos de la dieta.
En el presente estudio se tratd de simular la cantidad de proteinas, lipidos y
carbohidratos presentes en |. galbana, con el objetivo de obtener una dieta de alta calidad
nutricional. Se utilizaron dos fuentes de lipidos y proteinas para garantizar la
disponibilidad de acidos grasos y aminoacidos esenciales para P. globosa. Asi la dieta tal
vez estaria limitada en cantidad pero no en calidad. Se sabe que el aceite de maiz es rico
en &cido linoleico (18:2n-6), mientras que el aceite de pescado es rico en &acido
eicosapentanoico (EPA 20:6n-3) y acido docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3) pero contiene
acido linoleico bajo (Hertrampf y Piedad-Pascual, 2000). Del mismo modo el perfil de
aminoacidos de la harina de pescado y harina de soya incluida en la dieta fueron
complementarios, la tipica deficiencia de metionina y lisina en la proteina de soya estuvo
cubierto por la alta cantidad de estos aminoacidos presentes en la harina de pescado
(Hertrampf y Piedad-Pascual, 2000). En las formulaciones de dietas balanceadas
generalmente se utilizan una o dos fuentes de aglutinantes, en el presente estudio
ademas de almidén y gelatina también se afiadié alginato (Nutrikelp®) con el fin de
aumentar la hidroestabilidad de las microparticulas en el agua. En las especies del género

Panopea spp. no se conocen los requerimientos nutricionales, pero se ha reportado que



41

crecen y maduran mejor cuando son alimentadas con la microalga Isochrysis sp (clon T-
ISO) (Garcia-Esquivel et al., 2013).

En el presente estudio el tiempo de acondicionamiento no fue suficiente para
detectar un efecto significativo de las dietas sobre el peso vivo durante las 6 semanas de
acondicionamiento. Esto coincide con estudios anteriores donde se ha observado un
incremento significativo en peso vivo solo a partir de la 72 semana de acondicionamiento
(Garcia-Esquivel et al., 2013). En contraste, el efecto de las dietas se vio reflejado en el
peso de la génada (PG) y fecundidad, asi como en el grosor del manto. Asi los
organismos alimentados con los tratamientos 100:0 M y 50:50 M:F tuvieron el mayor PG y
fecundidad que el resto de los tratamientos. Por otra parte, algunos organismos
alimentados con 100% alimento inerte exhibieron un manto delgado y transparente. Esta
caracteristica en el manto también se observé en los organismos del tratamiento control
(25:0 M), en este caso comprobandose que realmente estuvieron sub-alimentados y que
la inadecuada racion de alimento resulté en la utilizacién de reservas corporales, viéndose
reflejado en el bajo peso de la génada y en la obtencibn de algunos organismos
inmaduros al final del experimento. Es importante notar que los organismos del
tratamiento 0:100 F desarrollaron génadas mas pequefias que aquellos alimentados con
microalgas, sin embargo lograron desovar, lo cual indica que la dieta inerte fue ingerida
aungue no en cantidades suficientes.

En resumen, el presente estudio mostr6 que las dietas balanceadas
microparticuladas podrian representar una importante alternativa como fuente de
alimentacién para el acondicionamiento de adultos de bivalvos en laboratorio. Alun es
necesario eficientizar el método de preparacion del alimento para que este no se aglutine
y también para obtener un tamafio de particula més uniforme. Es probable que algun
esquema de alimentacion alternativo pudiera mejorar la disponibilidad del alimento para

los organismos.
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CONCLUSIONES

1.- El sistema de recirculacion utilizado permiti6 mantener el alimento balanceado
microparticulado en suspensién y disponible para P. globosa durante 3 a 5 hrs.

2.- Se validé el método gravimétrico para medir tasas de ingestion en P. globosa, lo que
representa una nueva alternativa para cuantificar IR en moluscos bivalvos cuando se
utilizan dietas inertes o mezclas.

3.- Los organismos alimentados con 50% o 100% microalga exhibieron mayor peso de
gonada y el mayor indice gonadosomatico que el resto de los tratamientos.

5.- La mayor fecundidad y porcentaje de eclosion de P. globosa se obtuvo en los
tratamientos 100:0 M y 50:50 M:F.

6. Se necesitan estudios mas detallados sobre esquemas de alimentacion con

microparticulas inertes para moluscos bivalvos.
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Anexo 1. ANOVA de una via para probar el efecto de los tratamientos sobre el peso de la
concha de P. globosa en la segunda fecha de muestreo (los datos incluyen ambos sexos).

Fuente de variacion o] SC F P
Peso 4 273.813 0.830 0.536
Residual 10 825.041

Total 14 1098.854

Anexo 2. ANOVA de una via para probar el efecto de los tratamientos sobre el peso de la
carne de P. globosa en la segunda fecha de muestreo (los datos incluyen ambos sexos).

Fuente de variacion o] SC F P
Peso 4 4938.974 0.825 0.538
Residual 10 14957.852

Total 14 19896.826

Anexo 3. ANOVA de una via para probar el efecto de los tratamientos sobre el peso vivo
de P. globosa en la segunda fecha de muestreo (los datos incluyen ambos sexos)

Fuente de variacion gl SC F P
Peso 4 5402.922 0.435 0.783
Residual 39 121186.05

Total 43 126588.97

Anexo 4. ANOVA de una via para probar el efecto de los tratamientos sobre el peso vivo
de P. globosa en la tercera fecha de muestreo (los datos incluyen ambos sexos)

Fuente de variacion gl SC F P
Peso 4 11855.085 0.780 0.563
Residual 10 38009.852

Total 14 49864.937
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Anexo 5. ANOVA de una via para probar el efecto de los tratamientos sobre el peso de la
gonada de P. globosa en la segunda fecha de muestreo (los datos incluyen ambos
Sexos).

Fuente de variacion gl SC F P
Desarrollo gonadal 4 332.608 2.310 0.129
Residual 10 359.964

Total 14 692.573

Anexo 6. ANOVA de una via para probar el efecto de los tratamientos sobre el peso de la
gonada de P. globosa en la tercer fecha de muestreo (los datos incluyen ambos sexos)

Fuente de variacion o] SC F P
Desarrollo gonadal 4 977.105 21.507 0.001
Residual 10 113.579
Total 14 1090.684

Prueba de Tukey 100:0 50:50

Anexo 7. ANOVA de una via para probar el efecto de los tratamientos sobre el IG de P.
globosa en la segunda fecha de muestreo (los datos incluyen ambos sexos)

Fuente de variacion gl SC F P
Desarrollo gonadal 4 91.453 2.106 0.155
Residual 10 108.537

Total 14 199.990

Anexo 8. ANOVA de una via para probar el efecto de los tratamientos sobre el IG de P.
globosa en la tercer fecha de muestreo (los datos incluyen ambos sexos)

Fuente de variacion o] SC F P
Desarrollo gonadal 4 301.964 21.361 0.001
Residual 10 35.341
Total 14 337.304

Prueba de Tukey 100:0 50:50 M:F
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Anexo 9. ANOVA de una via para probar el efecto de los tratamientos sobre el IC de P.
globosa en la segunda fecha de muestreo (los datos incluyen ambos sexos)

Fuente de variacion o] SC F P
Peso 4 1561.907 0.892 0.503
Residual 10 4375.354

Total 14 5937.261

Anexo 10. ANOVA de una via para probar el efecto de los tratamientos sobre el IC de P.
globosa en la tercer fecha de muestreo (los datos incluyen ambos sexos)

Fuente de variacion o] SC F P
Peso 4 673.512 0.325 0.855
Residual 10 5182.039

Total 14 5855.551




