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RESUMEN

En esta investigacion se evalu6 el efecto de la temperatura y la dieta microalgal durante el
proceso de acondicionamiento gonadico para la induccion a la maduracion sexual de la almeja
Reina (Dosinia ponderosa) bajo condiciones de laboratorio. El experimento fue el
acondicionamiento de los reproductores fueron alimentados con tres dietas naturales basadas en
las microalgas (Isochrysis sp.), (Tetraselmis suecica) y (Chaetoceros calcitrans), a tres niveles
de temperatura (20, 25 y 30°C). A lo largo del periodo de acondicionamiento la sobrevivencia
se mantuvo por arriba del 50% en los tratamientos 7. suecica y C. calcitrans a 20 y 25°C; sin
embargo, siendo menor con la dieta de Isochrysis sp. para las tres temperaturas evaluadas. A los
22 y 44 dias de acondicionamiento se presentd la mayor proporcion de hembras y machos en
estadio de madurez a 20 y 25°C al suministrarles la dieta de T. suecica y C. calcitrans. La
temperatura e 25°C fomentd significativamente un mayor didmetro tedrico de ovocitos
(81.96 wm)) con la dieta de 7. suecica. Se observé con la dieta de Isochrysis sp. un incremento
lento del diametro tedrico de los ovocitos (74.42 um}, por lo que se asume que esta dieta no
cubrio con los requerimientos de los organismos durante el periodo del bioensayo. Los
resultados no fueron satisfactorios durante la induccién al desove (disminucidn e incremento de
salinidad y shock térmico), ya que con ambas técnicas se registrd una mortalidad del 100%. En
funciéon de los resultados obtenidos se puede asumir que la temperatura Optima de
acondicionamiento gonadal de D. ponderosa es de 20-25°C, éste rango térmico favorecio el
crecimiento de los ovocitos vitelogénicos y el aprovechamiento de nutrientes principalmente
con las dietas basadas en Tetraselmis suecica y C. calcitrans. Bajo las condiciones
experimentales del presente estudio, los resultados obtenidos aportan nuevo conocimiento
cientifico sobre los procesos reproductivos de la especie, asi como elementos zootécnicos para

su manejo en laboratorio, aplicables en la produccion de semilla para acuicultura

Palabras clave: Dosinia ponderosa; Acondicionamiento gonadico y maduracion sexual; Dietas

microalgales; Manejo térmico
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ABSTRACT

In this study was evaluated the effect of temperature and microalgae diet during the gonadal
conditioning process on the induction to sexual maturity and spawning of the white clam
Dosinia ponderosa under laboratory conditions. The conditioning broodstock of D. ponderosa
were fed three natural diet of microalgae (Isochrysis sp., Tetraselmis suecica and Chaetoceros
calcitrans) at three temperature levels (20, 25 and 30 °C). During the conditioning period the
survival was maintained above 50% in the treatments with 7. suecica and C. calcitrans at 20
and 25°C; however, being smaller with the diet of Isochrysis sp. For the three temperatures
evaluated. At the 22 and 44 days of conditioning, the highest proportion of females and males
at maturity stage was presented in 20 and 25°C when fed with diet of 7. suecica and C.
calcitrans. The temperature of 25°C significantly promoted a greater theoretical diameter of
oocytes (81.96 pm with T. suecica diet). A slow increase in the theoretical diameter of oocytes
was observed with the diet of Isochrysis sp. (74.4Z pm}, so, 1t 1s assumed that this diet didn't
cover the requirements of the organisms during the bioassay period. The results weren't
satisfactory during the spawning induction (decrease and increase of salinity and thermal shock),
with both techniques, a mortality of 100% was registered. According on the obtained results, it
is possible to assume that the optimum gonadal conditioning temperature of D. ponderosa is 20
— 25°C, this thermal range favored the growth of vitellogenic oocytes and the mainly utilization
of nutrients with the diets based on 7. suecica and C. calcitrans. Under the experimental
conditions of this study, the obtained results provide new scientific knowledge about the
reproductive processes of the species, as well as zootechnical elements for its laboratory

management, applicable in the production of clam seed for aquaculture.

Key words: Dosinia ponderosa, Gonadal conditioning, Sexual maturity, Microalgae diet,
Temperature
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INTRODUCCION

Los moluscos representan, después de los crustaceos, el filo con mayor nimero de especies
en el mundo. Estos organismos son abundantes tanto en ambientes marinos como
dulceacuicolas y, en menor medida, terrestres. En las lagunas costeras los moluscos son un
importante elemento dentro del funcionamiento del ecosistema, siendo la principal fuente de

alimentacion de muchos organismos, tales como peces, crusticeos, aves, entre otros

(Martinez-Cérdova, 1996).

En México la acuacultura de bivalvos se realiza casi exclusivamente en las costas del
Pacifico de Baja California y en el Golfo de California. Nuestro pais ocupa el cuarto lugar de
produccion en América Latina, después de Chile, Brasil y Pert. Los datos de produccién de
FAO inician en 1987 con 20 toneladas y posteriormente la produccion se incrementa a 2 200
toneladas en 1990. En 1993 la produccion declina a 1 053 toneladas y posteriormente se
incrementa en 1995 a 2 500 toneladas y a 3 038 toneladas en 1997. Después de ese afio la
produccion decrece nuevamente a un promedio de 1 500 toneladas anuales, cifra que se ha

mantenido hasta el 2005 (Maeda-Martinez, 2008).

En la region noroeste de México se explotan alrededor de 25 especies de bivalvos
pertenecientes a varias familias, incluyendo: Pectinidos como la mano de ledn (Nodipecten
subnodosus) y la almeja Catarina (Argopecten circularis); Ostreridos como el ostion de
mangle (Saccostrea palmula), el ostion de roca (Striostea prismatica), el ostiobn japonés
(Crassostrea gigas), el ostion de placer (Crassostrea corteziensis), Pinnidos como el hacha
larga y hacha china (Pinna rugosa y Atrina maura); Arcidos como la pata de mula (4dnadara
tuberculosa); Veneridos como la almeja chocolata roja (M. aurantiaca), la almeja chocolata
negra (Megapitaria squalida), la almeja rofosa (Chione gnidia, C. californiensis, C.
undatella y C. fluctifraga), y la almeja reina (Dosinia ponderosa) (Holguin, 1976; Baqueiro
y Guajardo, 1977; Baqueiro et al., 1982;; Arizpe-Covarrubias, 1992; Martinez-Cordova,
1996).

El conocimiento de la reproduccion de las especies de bivalvos es muy importante para
el manejo de sus pesquerias comerciales (Barber y Blake, 1991) y en la acuicultura (Alfaro
et al., 2001). La produccion de bivalvos en criaderos generalmente consta de dos fases, la

gametogénesis o el periodo de acondicionamiento de reproductores y una etapa de cria de



larvas hasta su fijacion y produccion de juveniles o “semillas” (Helm et al., 2006). Entre los
factores clave que determinan el éxito en ambas fases se incluyen diversos factores fisicos y
biologicos (temperatura, salinidad, calidad del agua, densidad de poblacion y las
enfermedades) y factores nutricionales (tipo de alimento, racion, calidad de alimento)
(Brenko y Calabrese, 1969; Gallager y Mann, 1986; Su et al., 1989; Utting y Millican, 1997,
Helm et al., 2006).

Los factores fisicos y nutricionales, junto con las caracteristicas genotipicas propias de la
especie, determinan el ciclo reproductivo del organismo, lo que da como resultado un patréon
caracteristico de reproduccion en el que se regulan la duracion, intensidad y frecuencia del
mismo. La temperatura y la disponibilidad de alimento han sido sefialadas como los
principales factores ambientales que regulan el ciclo reproductivo de los bivalvos marinos

(Garcia-Dominguez, 2002).



I. ANTECEDENTES
I.1. Generalidades de los Moluscos Bivalvos

Los moluscos bivalvos son invertebrados con simetria bilateral, habitan en las aguas dulces
y marinas del planeta y se caracterizan por la presencia de dos valvas que protegen su cuerpo
blando. A este grupo pertenecen animales como las almejas, las otras o los mejillones. La
especial distribucion corporal de los bivalvos dificulta la division de su cuerpo en secciones
claramente diferenciadas, dificultad que se ve incrementada por las diferentes
especializaciones de cada in de los grupos. En general se puede distinguir una region cefalica,
muy rudimentaria, en la que no aparece la caracteristica radula de otros moluscos; el manto,
en cuyos bordes se localiza la mayor parte de los 6rganos sensoriales; y el pie, quizés la
region corporal mas claramente diferenciada y visible de estos animales que puede presentar
diferentes morfologias en funcién de los habitos de vida de las especies. Este musculoso pie
facilita el desplazamiento del animal en el sustrato en el que habita, aunque existen especies

capaces de avanzar mediante bruscos movimientos de las valvas (Gosling, 2008).

La concha de los bivalvos estd formada por dos valvas que generalmente son desiguales
y ocupan las regiones izquierda y derecha del animal. La estructura de esta concha consta de
tres capas diferenciadas: una organica externa, llamada periostraco, y otras dos de carbonato
de calcio que se encuentran englobadas en una matriz organica. El conjunto de las tres capas
confiere una gran resistencia a la estructura, que actua como elemento exoesquelético y de
proteccion de los drganos internos del animal. Los principales componentes de la concha son
la conquiolina y el carbonato de calcio. La primera es una proteina queratinoide segregada
por las células especializadas del manto, mientras que el carbonato de calcio es una
concrecion de materiales inorganicos calizos, que aparecen principalmente en forma de
calcita o aragonito. En muchas especies la concha permite aproximar la edad del animal
debido a que en su superficie aparecen lineas concéntricas marcadas en torno al vértice,
llamado umbo, que corresponden a los periodos de crecimiento. Las dos valvas estan unidas
en la region dorsal por un ligamento cérneo formado por conquiolina. Este ligamento es
elastico, de manera que tiene tendencia a mantener las dos valvas abiertas por la region
ventral, es decir, por el borde, cuando la musculatura del animal esta relajada. En la zona en

que aparece el ligamento se localiza la charnela, cuya mision es la de articular ambas partes



de la concha. En muchas especies esta charnela presenta dientes de variadas morfologias que
encajan unos en otros y evitan el desplazamiento lateral de las valvas. Las especies que

carecen de dientes en las charnelas reciben el nombre de adentados (Ruppert y Barnes, 1996).

El manto, responsable de la formacidn de la concha de estos animales, es una caracteristica
anatobmica comun a los moluscos, que en los bivalvos ha tenido hacia la fusion de los
margenes. Se trata de un epitelio secretor con dos grandes 16bulos laterales, cada uno de ellos
conectado a una de las valvas; su mision fundamental es la de englobar y proteger las visceras
del animal. La tendencia evolutiva de este grupo hacia la fusion de los dos 16bulos del mano
se ha logrado en mayor o menor medida segun las diferentes especies o grupos, y en funcion
de los habitos de vida de los organismos en cuestion. Resultado de esta fusion son, en gran
medida, los sifones exhalantes e inhalantes que aparecen en muchas especies y con los que
crean las corrientes de agua necesarias, tanto para la respiracion como para alimentacion. En
los bivalvos adaptados a sustratos blandos, sin embargo, el desarrollo del pie es considerable,
y su morfologia variada, aunque parece predominar el tipo cuneiforme o pelecipodo, es decir,
en forma de hacha. El movimiento de la musculatura del pie permite la penetracion de éste
en el sustrato blando y, mediante la retraccion muscular, también del cuerpo completo del

animal (Ruppert y Barnes, 1996; Gosling, 2008).

Los bivalvos respiran mediante branquias, unos finos filamentos muy irrigados que se
localizan en la cavidad paleal, sostenidos por unas estructuras denominadas ctenidios. Las
corrientes de agua generadas por los sifones inhalantes y exhalantes obligan al liquido
oxigenado a circular a través de estos pliegues, de manera que el liquido interior del animal

pueda captar el oxigeno del agua (Ruppert y Barnes, 1996).

Generalmente, los aspectos reproductivos de los bivalvos, suelen ser dioicos y en
escasas ocasiones son hermafroditas funcionales. En todos los moluscos bivalvos, existen
diferentes fases en un ciclo de gametogénico. En ¢l se incluyen periodos de reposo en la
actividad reproductiva, (periodos vegetativos) periodos de diferenciacion celular, de
crecimiento citoplasmatico, de vitelogénesis (maduracion), de puesta (liberacion de gametos
al medio ambiente) y de reabsorcion de los restos de los gametos que no se liberaron (Barber
y Blake, 1991). Las gonadas se localizan por lo general en la base del pie, junto a la masa

visceral, y se abren al exterior por los conductos denominados gonoductos que, en las formas



menos evolucionadas, se unen a los organos excretores para verter sus productos por el
mismo poro. En las formas mds evolucionadas, los conductos renales y gonadales son
independientes y sus productos se vierten al exterior por diferente abertura. Cuando los
bivalvos alcanzan la madurez sexual, liberan sus gametos al mar, en donde tiene lugar la
fecundacion. La fecundacion, aunque es externa, puede llevarse a cabo en la cavidad paleal
o incluso en las cavidades suprabranquiales. Los évulos fecundados sufren una segmentacion
total y espiral, en un complejo proceso de desarrollo en el que pasan por diversos estadios
larvarios. La mayoria de ellos pasan por un estadio de larva trocofora muy similar a la de los
anélidos, pero con la particularidad de presentar una glandula de la concha. La concha inicial
segregada por la glandula larvaria es tnica, y se va haciendo bivalva a medida que el manto
se diferencia en los dos 16bulos laterales (Maeda-Martinez, 2002; Gosling, 2008, Baqueiro-
Cardenas, 2014).

I.2. Taxonomia de Dosinia ponderosa

Reino: Animalia
Filo: Mollusca
Clase: Bivalvia
Orden: Veneroida
Familia: Veneridae
Género: Dosinia

Especie: Dosinia ponderosa (Gray, 1838)

I.3. Aspectos Bioldgicos

La almeja reina (también conocida como almeja blanca), Dosinia ponderosa (Gray, 1838),
es un recurso natural que es objeto de pesca artesanal en las costas del Golfo de California.
Esta especie vive enterrada en los fondos arenosos donde el movimiento del agua es
constante; su distribucion estd determinada principalmente por el tipo de sustrato de arena

fina y los sustratos areno limosos. La especie se distribuye a lo largo de una gran parte del



Pacifico Centro Oriental, desde el Golfo de California, México hasta las costas del Ecuador
y se encuentra primordialmente en zonas arenosas de la zona submareal hasta

aproximadamente los 30 m de profundidad (Keen, 1971; Baqueiro y Stuardo, 1977).

En cuanto a su morfologia externa, la especie presenta una concha de color blanco con
franjas concéntricas de color café; y alcanza una talla méxima de 150 mm. Su placa dentaria
es solida y relativamente ancha posteriormente, con 3 dientes cardinales divergentes en cada
valva y un diente lateral anterior en forma de tubérculo en la valva izquierda. Los bordes
internos de la concha son lisos, y su superficie interna es de color blanco (Arreola-Hernandez,
1997). El cuerpo blando, consta de sifon inhalante y exhalante, branquias, pie y la masa
visceral, que se ve inmersa con el tejido gonadal, tracto digestivo y estdbmago; los muisculos

abductores se encuentran embonados en las valvas representando sus bisagras de las mismas
(Figura 1).
D. ponderosa es un recurso comercial; su pesca artesanal que se encuentra registrada

dentro de la Norma Mexicana: PROY-NMX-FF-056-SCF-2009 pesca-moluscos-especies

comestibles de importancia comercial (Castillo-Rodriguez, 2009).

Figura 1. Vista externa (izquierda) y vista interna (derecha), de D. ponderosa.



1.4. Mecanismo de Alimentacion

La alimentacion, digestion y la asimilacion en los bivalvos, son procesos coordinados cuya
funcion principal es satisfacer la demanda de energia necesaria para todos y cada uno de los
procesos fisiologicos del organismo, asi como para la produccion de gametos y su
reproduccion (Gosling, 2008). La principal fuente de alimento de los bivalvos es el seston, o
materia organica particulada que se encuentra suspendida en la columna de agua , compuesta
en su gran mayoria por fitoplancton, seguido de bacterias, protozoarios, zooplancton,
particulas inorganicas y detritos, los cuales varian de acuerdo a la interaccion de ciertos
factores fisicos y bioldgicos como los ciclos estacionales, fluctuaciones anuales, temperatura,
fotoperiodo, marea, presencia de patdégenos y consumidores primarios, entre otros (Luna-
Gonzalez et al., 2000; Maeda-Martinez, 2002). La filtracion en los bivalvos es el proceso
mediante el cual estos moluscos captan su alimento. El mecanismo particular de los
venéridos, se inicia al absorber grandes volimenes de agua de mar por medio de una
prolongacion el manto llamada siféon inhalante, para retener el suficiente fitoplancton y
seston. Al ingresar una corriente de agua, ésta circula por la cavidad del manto, y pasa por
los ctenidios (branquias) donde se lleva a cabo la retencion y seleccion de particulas de
alimento suspendidas en el agua, ademas de la captacion de oxigeno disuelto (Gosling, 2008).
Cuando el agua pasa a través de los ctenidios, la accién conjunta y sincronizada de los cilios
que se encuentran cubriéndolos y el moco segregado, permite que las particulas sean
trasladadas hacia los cilios de los margenes dorsales y ventrales de los ctenidios, y se
conduzcan hacia los palpos labiales los cuales dirigen e introducen el alimento a la boca y de
ahi pasa al estomago. Por otro lado, al realizar el proceso de filtracion por medio de los cilios
laterales, los bivalvos tienen la capacidad de rechazar parte del alimento que se ingiere en
grandes cantidades. Las particulas grandes son agregadas por mucosidad y retenidas, para ser
evacuadas de la cavidad paleal a través del sifon exhalante en forma de pequefias masas
empaquetadas (particulas indeseables y moco), que se conocen como ‘“pseudoheces”

(Ruppert y Barnes, 1996).



L.5. Reproduccion de D. ponderosa

La especie incluye organismos didicos sin dismorfismo sexual, la gonada se encuentra
inmersa junto con los intestinos, la glandula digestiva y parte del pie. Los machos presentan
una gonada de color blanquecina y de textura espesa, en contraparte las hembras presentan

una gonada granulosa de color amarillenta (Figura 2).

Figura 2. Gonada femenina (izquierda) y génada masculina (derecha) de D. ponderosa.

Se han realizado estudios sobre su reproduccion en el Pacifico Mexicano, y en Baja
California Sur. Arreola-Herndndez (1997) estudi6 el ciclo gametogénico de D. ponderosa
por medio de técnicas histoldgicas y su relacion con pardmetros ambientales como la
temperatura del agua y el fotoperiodo. Su ciclo gonadico fue caracterizado por Arreola (1997)
en cuatro estadios: Desarrollo, Madurez, Desove y Postdesove, estas etapas fueron
determinadas tanto para las hembras como para los machos, en donde no encontraron ningiin
organismo indiferenciado, ni hermafrodita. Sus resultados en relacion al indice gonadico
confirman que el tamafio de los ovocitos es mayor en los meses de mayor porcentaje de
individuos sexualmente maduros (Marzo y Abril). El autor observéd que existe una relacion
entre el desove y la temperatura, ya que los porcentajes mas altos de organismos en desove
se presentaron en los meses mas calidos del afio (Julio a Octubre), y no encontr6 relacion

directa con otros pardmetros ambientales como fotoperiodo o concentracion de clorofila.

El indice gonadosomatico mostro valores mas altos en enero y el mas bajo en agosto,

lo que no demuestra una relacion clara con la madurez o desove y, por lo tanto, este indice



no se recomienda para determinar el evento reproductivo de la especie. Por otro lado, en la
Bahia de Zihuatanejo se realizé un andlisis de las caracteristicas de longitud, altura y peso
total de las poblaciones de D. ponderosa, donde encontraron que la reproduccion es constante
durante todo el afio, con tres periodos de desove maximo que coinciden con la presencia de

juveniles en la poblacion, dos meses después (Baqueiro—Cardenas, 1977).

1.6. Acondicionamiento gonadico de Bivalvos Reproductores

El éxito en la industria acuicola depende en gran medida de la disponibilidad de organismos
reproductores que asegure el suministro suficiente y oportuno de juveniles (“semillas™) de
alta calidad, que puedan crecer rapidamente hasta un tamafio comercial. El conocimiento del
ciclo de vida, permite comprender sobre la distribucion y estructura poblacional de cierta
especie, mas importante dentro de la acuacultura es posible efectuar reclutamientos de
poblaciones adultas para la obtencidon de semillas para la produccion (Seed, 1976; Arsenault
y Himmelman, 1998). La explotacion de pesquerias al igual que la acuacultura, se basan en
el manejo de ciertas especies la cual es indispensables previos estudios sobre sus ciclos de

vida (Farias et al., 2001).

El acondicionamiento gonadico de reproductores incluye técnicas aplicables para
acelerar, mantener o retrasar la madurez sexual en un grupo de organismos reproductores
fuera de su ambiente natural, y bajo condiciones controladas de laboratorio (Mazdn-
Suastegui, 1987, 2005; Mazon-Suastegui et al., 2011). El proceso de acondicionamiento de
reproductores se inicia con la seleccion de los reproductores en el medio natural, ya sea de
bancos naturales o cultivos en la etapa de engorda. La seleccion se realiza tomando en cuenta
el buen aspecto, forma adecuada, buena relacion tamafio/edad, y en el caso especifico de los
pectinidos, el color de concha (Maeda-Martinez, 2002; Mazon-Suéstegui et al., 2011).
Debido a lo anterior, el acondicionamiento se utiliza para tener un conocimiento general de
los aspectos de la respuesta fisioldgica bajo condiciones de laboratorio (Martinez-Guzman,
2008; Loor-Mera, 2012). Existen muchos factores, tanto endéogenos como exdgenos, que
afectan el desempeno de reproductores, larvas y juveniles tempranos y tardios. Son tres las
etapas principales en las cuales puede manifestarse el efecto de esos factores: (1) desarrollo

de las gonadas y gametos, (2) desove y fecundacion, desarrollo, y (3) crecimiento de la



progenie. Considerando que los factores endogenos son mas dificiles de manejar
experimentalmente, los esfuerzos destinados a obtener organismos maduros para la
produccion de semillas, se han dirigido a los de naturaleza exdgena, principalmente a
aquellos que se refieren a la dieta y temperatura (Martinez-Guzman, 2008). La maduracién
puede tomar de 2 a 5 semanas dependiendo de la especie, el estadio de madurez de los
reproductores en el momento de la colecta y de las condiciones de temperatura y alimentacion
(Villalaz, 1994; Mazon-Suastegui et al., 2011). Avilés y Mucifio (1988), documentan que
lograron el acondicionamiento de 4. ventricosus en 20 dias a 18 y 35°C. Para analizar la
actividad reproductiva de bivalvos en acondicionamiento, es recomendable utilizar analisis:
(a) cualitativos, que proporcionan informacién exacta para clasificar los estadios del
desarrollo gonadal, y (b) cuantitativos, como la frecuencia de los distintos estadios
reproductivos en la poblacion estudiada y el diametro tedrico de los ovocitos, como uno de
los indicadores mas confiables para determinar el grado de madurez de bivalvos
reproductores (Lannan, 1980; Lango-Reynoso et al., 2000; Mazon-Suastegui, 2005;
Rodriguez-Jaramillo et al., 2008).

I.7. Uso de Temperatura en el Acondicionamiento de Bivalvos

La temperatura se considera el factor ambiental mas importante que controla la reproduccion
de los bivalvos (Sastry, 1968). Una temperatura 6ptima proporciona un mejor desarrollo de
las gonadas y la produccion de gametos, incluyendo la reduccion del tiempo requerido para
la maduracion sexual de los reproductores (Mann, 1979; Fabioux ef al., 2005), un aumento
en el nimero de huevos (Honkoop y van del Meer, 1998), y la rapida acumulacion de lipidos
y proteinas en la gonada (Martinez et al, 2000). La temperatura dptima para el desarrollo de
las gbénadas en un criadero debe ser acorde a los objetivos que se persiguen, ya que podria
ser necesario inhibir el inicio de la gametogénesis (baja temperatura), o promover de manera
programada su desarrollo, sin causar la degeneraciéon de los productos sexuales y la
reabsorcion de las gonadas (altas temperaturas) (Sastry,1968). Flores-Vergara et al., (2004),
documentaron que los incrementos de temperatura pueden repercutir de manera negativa en
cuanto a una disminucion de proteinas y carbohidratos; y sin embargo, en contraparte el

contenido de lipidos tiende a aumentar. Lo anterior se ve reflejado con el estudio de Chavez-

10



Villalba et al., (2002b), quienes reportan que se incrementa el tamafo de los ovocitos cuando
se mantiene de una manera constante y estable de temperatura y ademas se tiene abundante

alimento.

1.8. Uso de Microalgas en el Acondicionamiento de Bivalvos

Las microalgas son la dieta basica para los bivalvos que se alimentan por filtracion y en
acuicultura las especies utilizadas son seleccionadas por su facilidad de -cultivo,
digestibilidad, tamafo de célula y valor alimenticio (Webb y Chu 1981). La alimentacién de
los reproductores en condiciones de laboratorio es beneficiosa, ya que aumenta la produccioén
gamética. Sin embargo, los beneficios dependen en gran medida de la cantidad y la calidad
del alimento suministrado. Es indispensable considerar como factores nutricionales
importantes, la racion diaria (células/organismo/dia), la especie de microalga proporcionada,
y sus condiciones de cultivo, composicion bioquimica del alimento y forma de presentacion,
particularmente si se trata de fitoplancton vivo, o fitoplancton conservado de alimentacion
(Utting y Spencer, 1991). Jaramillo et al., 1993, consideran que es mas probable que el

suministro de alimento esté¢ mas relacionado con el desarrollo gonadal que la temperatura.

En relacion a la calidad del alimento para el acondicionamiento gonadico de
reproductores de bivalvos, es necesario satisfacer los requerimientos nutricionales de energia
que sera utilizada durante el proceso de la gametogénesis. El desarrollo gonadal demanda
cantidades importantes de energia que deben proveerse mediante la transmision de proteinas,
lipidos y carbohidratos, principalmente de los musculos abductores y de la glandula digestiva
(Brown et al., 2002; Mathieu y Lubet, 1993). Las condiciones de cultivo y la cepa de
microalga utilizada puede repercutir en la calidad del alimento disponible en el laboratorio
para el acondicionamiento gonadico de los bivalvos, ya que se ha documentado que puede
haber la variacion en la composicion bioquimica entre diferentes cepas microalgales (Robert
et al., 2004). La calidad del alimento varia también en funciéon de la edad del cultivo
(Lourengo et al., 1997; Zhu et al., 1997), asi como del contenido celular de lipidos en las
distintas fases de crecimiento poblacional en las que las microalgas son cosechadas
(Fernandez-Reiriz et al., 1989; Tonon et al., 2002) e influyen en la nutricion de estos

organismos.
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Se ha reportado que durante el proceso de almacenaje de reservas en los ovocitos
(principalmente para los invertebrados), se presenta una acumulacion de carbohidratos, los
cuales posteriormente son empleados como una fuente de energia, y un continuo almacenaje
de lipidos; sin embargo, para el caso de las proteinas, estas se anexan a los ovocitos al final
del proceso (Raven, 1961). Lo anterior se relaciona con investigaciones previas Gabbott,
(1975) y Barber y Blake, (1991), quienes evidenciaron que en varias especies de bivalvos la
incorporacion de las proteinas al final de la gametogénesis. Se ha documentado ampliamente
que el almacenaje de lipidos en tejido gonadal es importante para el proceso de la
gametogénesis y maduracion sexual en moluscos bivalvos (Gosling, 2008). La acumulacién
de los acidos grasos es un patron que se refleja en la energia necesaria para su incorporacion
directa en los tejidos somaticos o mediante la sintesis de los carbohidratos acumulados en el
musculo abductor via lipogénesis; posteriormente al incorporarse los lipidos se utilizan para

el desarrollo de los gametos (Palacios et al., 2007).

1.9. Induccion al Desove

El desove es uno de los eventos mas importantes en el ciclo reproductivo de los
invertebrados. Frecuentemente el desove es abrupto y puede ocurrir en poblaciones
completas en un lapso de tiempo corto (Maeda-Martinez, 2002). Existen varios métodos para
inducir el desove en los reproductores bivalvos madurados en laboratorio, mediante
estimulos fisicos, quimicos, biologicos, mecanicos o una combinacion de ellos. Dentro de
los estimulos fisicos, los mas utilizados son el incremento y disminucion de la temperatura y

la salinidad.

La estimulacion térmica es quizds el método méas comunmente empleado en los
laboratorios de produccion de semillas por la facilidad de producirla y los buenos resultados
que generalmente produce (Maeda-Martinez, 2002; Mazon-Sudstegui, 2005; Mazon-
Suéstegui ef al., 2011). Lora-Vilchis et al., 1997, obtuvieron desoves de A. ventricosus con
variaciones escalonadas de temperatura, aumentando de 24 a 26°C y manteniéndola en ese
nivel durante 45 minutos. Luego la temperatura se increment6 gradualmente a 27°C, en donde

se mantuvo durante 20 minutos hasta que ocurri6 la emision de espermatozoides.
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1.10. Posicion Actual de Dosinia ponderosa en la Acuacultura

Existen escasas investigaciones actualizadas sobre D. ponderosa; sin embargo, algunos
trabajos se han realizado en los ultimos anos. Gutiérrez-Reyes, 2015, registra a D. ponderosa
como una especie con potencial de biorremediacion para la remocién de la materia
particulada en suspension en cuerpos de agua impactados por efluentes acuicolas, siendo
mejor su desempeio a temperaturas elevadas, caracteristicas de la region de Sonora, México.
Asi mismo, Ramos-Corella et al. (2014), demostraron que los especimenes de D. ponderosa
colectados en las areas impactadas por descargas de efluentes, exhibieron proporciones mas
altas de filtracion bajo condiciones de laboratorio, comparado con aquellas que se colectaron
en areas no impactadas. En relacion con lo anterior, Martinez-Porchas et al. (2016), registran
que las descargas de los efluentes de las granjas camaroneras tienen un impacto negativo en
la calidad ambiental y las condiciones fisiologicas de D. ponderosa dentro de un radio de por
los menos 150 m de la salida de los efluentes. Por otra parte, Encinas-Arzate (2015), ha
documentado que el balance energético de D. ponderosa es positivo con el uso como
alimento de microalgas criopreservadas sin afectar las tasas fisioldgicas (filtracion y
clarificacion). Recientemente, Gonzalez-Vega (2016), establecié que al suministrar dietas
monoalgales de Chaetoceros muelleri e Isochrysis sp. como alimento para D. ponderosa se
impactan de manera positiva en los parametros de calidad, valor nutricional y desarrollo

gonadal.

En este estudio se pretende establecer una relacion entre las variaciones de la
temperatura y el consumo de diferentes dietas naturales a base de fitoplancton con el
desarrollo gonadal de la almeja reina D. ponderosa a fin de generar nuevo conocimiento, y
contribuyendo al establecimiento de las estrategias aplicables para definir técnicas para el
manejo adecuado de los reproductores durante su acondicionamiento gonadico y maduracién
sexual bajo condiciones controladas de laboratorio, con el proposito de producir semillas de

la especie y promover su cultivo en las costas de Sonora.
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II. JUSTIFICACION

La almeja reina (Dosinia. ponderosa) es una especie sobreexplotada en las costas de Bahia
de Kino, Sonora y para evitar el declive de sus bancos naturales de ésta especie a corto o
largo plazo, es indispensable desarrollo técnicas su cultivo. La produccion de semilla en el
laboratorio es una de las alternativas para ello, y es de gran importancia definir los
requerimientos fundamentales para el acondicionamiento gonadico de reproductores que
puedan ser desovados para obtener larvas y semillas. En el presente estudio se pretende
establecer una relacion entre las variaciones de la temperatura y el consumo de diferentes
dietas microalgales con el acondicionamiento gonadal, madurez sexual y desove de la almeja
reina. Este conocimiento a futuro ayudard al manejo adecuado de los reproductores bajo
condiciones controladas, sentando asi las bases para un cultivo exitoso de la especie en las

costas de Sonora.

Pregunta de Investigacion

(Cuadl es la combinacion mas adecuada de alimento y temperatura para el acondicionamiento
gonddico y maduracion sexual de reproductores, de la almeja reina (Dosinia ponderosa) bajo

condiciones de laboratorio?
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III. HIPOTESIS

Es factible encontrar una dieta microalgal, que en combinacién con una temperatura en
particular, tenga el mejor efecto positivo en el acondicionamiento gonadico y maduracion

sexual de reproductores de la almeja reina (Dosinia ponderosa).
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IV. OBJETIVOS

IV.1 Objetivo General

Evaluar la combinacion de tres niveles de temperatura y tres dietas microalgales sobre el
acondicionamiento gonadico y maduracion sexual de reproductores, de almeja reina (Dosinia

ponderosa) bajo condiciones de laboratorio.

IV.2. Objetivos Especificos

Evaluar el efecto de la dieta monoalgal durante el acondicionamiento gonadico de

reproductores de almeja reina D. ponderosa.

e Evaluar el efecto de la temperatura durante el acondicionamiento gonddico de

reproductores de la almeja reina D. ponderosa.

® Determinar mediante histologia los estadios de desarrollo gonadal en hembras y
machos de D. ponderosa, acondicionados mediante diferentes tratamientos de dieta

y temperatura.

e Determinar, el didmetro tedrico de ovocitos y frecuencia de categorias ovocitarias
en hembras de D. ponderosa acondicionadas mediante diferentes tratamientos de

dieta y temperatura.

e Evaluar el efecto de temperatura y dieta en el desove de D. ponderosa inducido

mediante shock térmico y cambios de salinidad.
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V. METODOLOGIA

V.1. Origen y Obtencion de Organismos Experimentales

Se colectaron 226 especimenes (adultos reproductores) del molusco venérido conocido
regionalmente (Sonora, México) como almeja reina D. ponderosa por buceo autdbnomo en la
zona costera de Bahia de Kino, Sonora (28°49'00”"N 111°56'00"W). Los ejemplares midieron
entre 10 y 15 cm de longitud. Los organismos se trasladaron usando una hielera y en seco a
las instalaciones del Departamento de Investigaciones Cientificas y Tecnologicas de
Hermosillo, Sonora al Laboratorio Himedo de la Academia de Acuacultura. Las almejas se

limpiaron y se les realiz6 una biometria (longitud, altura de la concha y peso hiimedo) (Figura
3).

Figura 3. Medidas biométricas de D. ponderosa

V.2. Bioensayos

Como unidades experimentales se utilizaron acuarios rectangulares de plastico con 60L de
capacidad, con agua de mar filtrada (1um}) por medio de un sistema de biofiltro, con una
salinidad de 35ups y aireacidon continua (Figura 4). Los organismos fueron aclimatados a las
temperaturas experimentales (20, 25 y 30°C) y sin alimentacién, por un lapso de 48 horas
con la finalidad de depurar su sistema digestivo y a su vez para cambiar paulatinamente las
caracteristicas del agua del nuevo medio para el acondicionamiento, ya que son organismos

sensibles a las variaciones bruscas en temperatura y salinidad (Maeda-Martinez, 2002).
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Durante el acondicionamiento los acuarios se limpiaron cada manana, retirando las heces
mediante sifoneo manual antes de alimentar. Se realizaron recambios de agua totales (100%)

en cada acuario cada tres dias.

Figura 4. Unidades experimentales utilizadas durante el bioensayo.

V.3. Cultivo de Microalgas

El cultivo de microalgas se realizo en el Cepario de Acuacultura (DICTUS), utilizando agua
de mar filtrada y esterilizada, con una salinidad de 35 ups, para las especies Isochrysis sp.,
Tetraselmis suecica y Chaetoceros calcitrans (Figura 5). Para preparar el medio de cultivo
el agua de mar se esterilizo6 mediante dos procesos: para tubos y matraces se empled una
autoclave y para garrafones y columnas se aplicaron 3 mleL"! de hipoclorito de sodio
comercial, dejando reposar durante 24 horas, y al culminar éste periodo, se neutralizo el cloro
restante del agua de mar afiadiendo 0.175 greL™! de tiosulfato de sodio y se proporciond
aireacion continua durante dos horas. Posteriormente el agua de mar se enriquecid con los
nutrientes requeridos por cada microalga, que deben ser incluidos en los medios de cultivo;
entre ellos se encuentran los macronutrientes, micronutrientes y vitaminas de acuerdo al
medio de F/2 (Guillard y Ryther, 1962). Los cultivos de cada una de las cepas se realizaron
de manera escalonada iniciando en tubos de 15 mL, durante 5 dias de crecimiento. Al término
de éste tiempo las cepas se transfirieron a matraces de 250 mL y posterior al mismo tiempo

de desarrollo celular se pasaron a matraces de un litro, después a garrafones de 18 L y por
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ultimo a columnas de 70L. Se utilizé la técnica de cultivo semicontinuo manteniendo el
cultivo de cada dieta en fase exponencial (Lopez y Voltolina, 1993). Los cultivos se
mantuvieron al interior del cepario, con iluminacién de focos fluorescentes de luz blanca

(F96T12/D) de 75 W, con aireacion continua y a una temperatura de a 21 £ 1 °C.

Figura 5. Cultivo de las microalgas de Isochrysis sp., Tetraselmis suecica y Chaetoceros

calcitrans en recipientes de 18 L.

V.4. Acondicionamiento de D. ponderosa

En el bioensayo de acondicionamiento gonadal, los organismos se expusieron a tres
tratamientos combinados de dieta y temperatura mantenidos durante un periodo de 6
semanas; cada tratamiento se experimentd con cuatro unidades experimentales y en cada una
con seis reproductores de D. ponderosa. Con lo anterior, las dietas monoalgales (Isochrysis
sp., Tetraselmis suecica y Chaetoceros calcitrans) se combinaron cada una con tres
diferentes temperaturas de acondicionamiento (20, 25 y 30°C) con la finalidad de
experimentar con nueve tratamientos totales. Para mantener la temperatura de 20°C se ajustd
con el sistema de aire acondicionado del laboratorio, sin embargo, para mantener constante
y estable las temperaturas de 25 y 30°C respectivamente se colocaron en los acuarios
calentadores de inmersion (ViaAqua Titanium Aquarium Heater, 300-Watt) con regulador

incluido.
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Se suministro una racion de 1.5 litros diarios de dietas monoalgales a una concentracion
de 100 000 células-L™! de Isochrysis sp., Tetraselmis suecica 'y Chaetoceros calcitrans como
alimento para los reproductores de D. ponderosa para cada tratamiento. Para obtener la
concentracion de microalgas requerida, previamente se tomd una muestra (ImL) de los
cultivos de las columnas y garrafones para realizar un conteo celular con un hematocitémetro
y observando la muestra con un microscopio optico compuesto (Carl Zeiss Axiostar Plus,
Model No. 1169-149) utilizando los objetivos de 40x. El ntimero celular fue cuantificado

mediante la siguiente formula:

No. Celulns totales x 10,000

No.celfml =

Noode cuadros contados

Al obtener los datos del conteo celular se procedi6 a realizar soluciones de las
diferentes dietas monoalgales con la finalidad de obtener la concentracion de 100 000

células-L! necesaria para la alimentacion de D. ponderosa.

V.5. Técnica de Histologia (Hematoxilina-Eosina)

Para los andlisis de histologia, al inicio, a los 22 y 44 dias de acondicionamiento se
sacrificaron cinco organismos aleatoriamente de cada tratamiento con el fin de determinar la
proporcioén de sexos y realizar los cortes histoldgicos utilizando la técnica de tincion de
hematoxilina y eosina (Humason,1962). La madurez en la que se encontraban los
especimenes al inicio del proyecto correspondiente y posteriormente para los dias de
acondicionamiento anteriormente mencionados fue evaluada, removiendo de su concha el
tejido visceral de los organismos y se fijdndolo en solucién Davidson durante 24 horas.
Posteriormente al término de este tiempo se transfirio el tejido visceral en alcohol etilico al
70% mediante un lapso de 48 horas. Se llevaron a cabo cortes del tejido de manera transversal
y longitudinalmente de 1 cm por triplicado sobre las visceras de los organismos en los cuales
abarcaba parte de las branquias, pie, gonada y glandula digestiva, continuamente éstos se
colocaron en pequefios casetes de plastico con su correspondiente etiquetado por tratamiento

(Figura 6).
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Consecutivamente se deshidrataron y se clarificaron los tejidos con un aumento de
concentracion de etanol que va del 70 al 100% y xilol, por tltimo, se realizé la infiltracion
(55°C) e inclusiom de parafina para procesarlos como bloques de parafina. Se realizaron de
2-3 cortes de 5 um de espesor (repeticiones) con un microtomo de rotacion (Kedee KD-2258)
con cada una de las muestras de las gonadas; posteriormente se montaron en lamillas y se
tifieron con hematoxilina-eosina de acuerdo a lo propuesto por (Humason,1962). Finalmente,
tefiidas las muestras, estas se montan con la adicion de una gota de resina (Entellan®) y un
cubreobjetos, con el fin de darle nitidez al tejido al ser observados bajo un microscopio
compuesto y a su vez interpretar cada muestra para la identificacion de la fase de madurez

en la que se encontraban los especimenes.

Figura 6. Corte transversal y longitudinal (1 cm) del tejido visceral de D. ponderosa.

V.6. Analisis Cualitativo

Para los analisis cualitativos, las laminillas tefidas se observaron mediante el uso de un
microscopio Optico compuesto (Carl Zeiss Axiostar Plus, Model No. 1169-149) que ademas
tenia integrada una camara digital (Dino-Eye Digital Eyepiece Camera AM423X).
Empleando los objetivos de 10 y 40x de aumento del microscopio se obtuvieron las
proporciones de sexo de los organismos y ademas se identificaron las fases de maduracién

gonadal utilizando el software analizador de imagenes Image Pro. Plus v. 4. 5.1.

Para determinar la interpretacion y caracterizacion de las fases de desarrollo gonadal
de los organismos se tom6 como referencias la informacion propuesta por Rodriguez-

Jaramillo et al., 2008 (Tablas 1y 2).
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Tabla 1. Caracterizacion de los estadios de desarrollo gonddico en hembras de Dosinia

ponderosa.

Estadio de desarrollo

Hembras

Referencias

Estadio 0
Indiferenciado

Estadio 1
Previtelogénesis

Estadio Il
Vitelogénesis

Estadio II1
Postvitelogénesis
(Madurez)

Estadio IV
Desove parcial

Estadio V
Postdesove

En el area gonadal, se caracteriza por la
ausencia de foliculos o estan en proceso de
formarse, y sin evidencia de gametos por lo que
no es posible determinar el sexo.

Goénada ligeramente desarrollada con presencia
de ovogonias y foliculos pequefios. Formacion
de ovocitos rodeados de células foliculares sin
estar libres.

Evidencia de ovocitos pedunculados unidos a
pared del acino y ovocitos de diferente tamafio
(previtelogénicos y postvitelogénicos).

Incremento del area gonadal por delgadas
bandas interfoliculares y ausencia de tejido
conectivo. Ovocitos de forma esférica y ovalada
de tamafio homogéneo, libres en el acino.

Foliculos semivacios y su diametro disminuye,
con pocos ovocitos previtelogénicos, presencia
de espacios vacios dentro de los acinos.

Acinos vacios y no se aprecia el tejido
conectivo. Presencia de ovocitos residuales y en
algunos casos se observan  ovocitos
previtelogénicos, se reabsorben los gametos que
no fueron expulsados.

Rodriguez-Jaramillo
et al., 2008.

Rodriguez-Jaramillo
et al., 2008.

Rodriguez-Jaramillo
et al., 2008.

Rodriguez-Jaramillo
et al., 2008.

Rodriguez-Jaramillo
et al., 2008.

Rodriguez-Jaramillo
et al., 2008.
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Tabla 2. Caracterizacion de los estadios de desarrollo gonadico en machos de Dosinia

ponderosa.

Estadio de desarrollo

Machos

Referencias

Estadio 0
Indiferenciado

Estadio 1
Espermatogénesis
temprana

Estadio I1
Espermatogénesis
avanzada

Estadio 111
Madurez

Estadio IV
Desove parcial

Estadio V
Postdesove

El area gonadal, se caracteriza por la ausencia de
foliculos o estan en proceso de formarse. Sin
evidencia de gametos por lo que no es posible
determinar el sexo.

Escaso desarrollo de la gonada, presencia de
espermatogonias adheridas a pequefios foliculos
dispersos. Abundante tejido conectivo.

Espermatocitos visibles han repoblado los foliculos
casi totalmente y tejido conectivo reducido.

Tejido conectivo sustituido por los foliculos del
tejido  gonadico alargados y llenos de
espermatocitos.

Foliculos presentan liberacion de esperma y
aparecen espacios vacios en el interior de los tiibulos
seminiferos, se evidencian escasos espermatozoides
hacia el centro.

Acinos  vacios, quedando  sb6lo  escasos
espermatozoides residuales, se reabsorben los
gametos que no fueron expulsados. Abunda el tejido
conectivo interfolicular.

Rodriguez-Jaramillo
et al., 2008.

Rodriguez-Jaramillo
et al., 2008.

Rodriguez-Jaramillo
et al., 2008.

Rodriguez-Jaramillo
et al., 2008.

Rodriguez-Jaramillo
et al., 2008.

Rodriguez-Jaramillo
et al., 2008.
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V.7. Analisis Cuantitativo

En relacion a los analisis cuantitativos, cuando se determina la actividad reproductiva de
bivalvos en acondicionamiento se obtienen datos precisos que permiten realizar
comparaciones estadisticas. Se llevo el conteo de los organismos muertos de las unidades

experimentales de cada tratamiento para determinar a sobrevivencia.

V.7.1. Frecuencia de Estadios de Desarrollo

Para evaluar las determinaciones de los estadios de maduracion, el porcentaje de la frecuencia
de fases de desarrollo gonadico de los organismos (Seed, 1976) fue considerado para hembras
y machos de la almeja reina. En la cual se suma la frecuencia de especimenes seglin su grado

de desarrollo gonadal.

[FI (a) + FII (b) + FIII (¢) + FIV(d) + FV(e) + FVI ()]

En donde FI= Frecuencia del estadio de indiferenciacion, FII= Frecuencia del estadio
de desarrollo prematuro (Previtelogénesis y/o Espermatogénesis temprana), FIII= Frecuencia
del estadio de desarrollo avanzado (Vitelogénesis y/o Espermatogénesis avanzada), FIV=
Frecuencia de estadio de madurez (Postvitelogénesis y/o Madurez), FV= Frecuencia de

estadio de desove parcial, FVI= Frecuencia de estadio de postdesove.

V.7.2. Diametro de ovocitos

Para la medicion del didmetro tedrico de los ovocitos, se utilizaron imégenes digitalizadas a
40x obtenidas de las preparaciones histologicas de hembras en estadio de Postvitelogénesis
(Madurez) con la finalidad de evaluar el crecimiento de los ovocitos. En cada imagen se
midieron 100 ovocitos con nucleo visible de tres zonas seleccionadas al azar de las
preparaciones histoldgicas, siguiendo la formula propuesta por Saout et al., 1999; Grant y

Tyler, 1983 a,b; y Rodriguez-Jaramillo et al., 2008.
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DT = Vad/n

En donde A es el area de la gonada y w=3.1416

V.8. Induccion al Desove

Al término de las 6 semanas de acondicionamiento, los organismos fueron inducidos al
desove mediante la aplicacion de dos técnicas: shock térmico y cambios de salinidad, las
cuales son procedimientos estandar utilizados en el Centro Reproductor de Especies Marinas
del Estado de Sonora (CREMES). Para llevar a cabo la evaluacion de los estimulos se
seleccionaron al azar 5 organismos de cada tratamiento (Figura 7). A continuacion, se

describen el procedimiento:

Técnica por shock térmico. Este consistio en calentar el agua de mar contenida en un
recipiente de 20 L mediante el uso de un calentador de agua (ViaAqua Titanium Aquarium
Heater, 300-Watt) para alcanzar un incremento de 10°C a la temperatura del agua de
acondicionamiento de cada experimento. Asi mismo en otro recipiente de 20L se dispuso de
agua de mar disminuyendo en 5°C la temperatura del agua de acondicionamiento de cada
experimento. Posteriormente se sumergieron los organismos en el recipiente con agua célida
por un lapso de 40 minutos; pasado este tiempo de manera continua se colocaron los
organismos en el recipiente con agua fria por otro lapso de 40 minutos. Esta técnica fue

aplicada de manera alternada (caliente-frio-caliente-frio) durante un periodo de 3 horas.

Técnica por cambios de salinidad: Para esta técnica se dispusieron dos recipientes de
20 L de agua dulce y otro de agua de mar (35ups). Se sumergieron cinco organismos en el
recipiente de agua dulce por un lapso de 10 minutos; al transcurrir este tiempo de manera
continua se sumergieron las almejas en el recipiente de agua de mar por el mismo lapso de
10 minutos. Esta técnica fue empleada de manera alternada durante un periodo de 2 horas.
La temperatura de los recipientes se mantuvo de manera constante y estable a la temperatura
de acondicionamiento de cada tratamiento. Por otro lado, también se aplicaron turnos de 15

minutos por un tiempo de 2 horas.
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Figura 7. Induccion al desove de D. ponderosa por choque térmico.

V.9. Analisis Estadistico

Los datos obtenidos de la medicion de los diametros tedricos de los ovocitos, sobrevivencia,
y frecuencia de fases de desarrollo se sometieron a pruebas de normalidad y
homocedasticidad. Se realiz6 una ANDEVA de una via utilizando un disefio de bloques
aleatorios para detectar diferencias significativas en la sobrevivencia, los diametros de los
ovocitos y la frecuencia de fases de desarrollo gonadico en funcidn de la dieta y temperatura.
Los valores reportados como porcentajes fueron transformados a la funcién arcoseno. Se
tomaron como diferencias significativas entre los tratamientos con valores de probabilidad
P<0.05 mediante pruebas de comparaciones multiples de Duncan. Todos los anélisis fueron

realizados con el programa IBM SPSS Statistics version 22.0.
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VI. RESULTADOS

VI.1. Biometria y Proporcion Sexual

Inicialmente se registraron las tallas de los organismos, en los cuales su altura vari6 entre
10.12 y 10.20 cm, una longitud entre 10.83 y 11.06cm, en cuanto al peso humedo, se
registraron valores entre 356.66 y 387.20 gramos. Se encontrd una proporcion sexual de las
almejas similar para cada uno de los experimentos sin presentar diferencias significativas;
con Isochrysis sp. (55% hembras y 45% machos), en 7. suecica (60% hembras y 40%
machos) y para C. calcitrans (57% hembras y 43% machos) (Tabla 3).

Tabla 3. Promedio y desviacion estandar (£ d.e.) de las tallas y proporcion de sexos de D.
ponderosa, para cada uno de los experimentos.

Altura (cm) Longitud (cm) Peso (g) Hembra (%) Macho (%)

Experimento 1 10.12+1.45 10.83£1.06  356.66+87.76 55 45
(Isochrysis sp)
Experimento 2 10.18+1.12 11.06+1.38 387.20+77.41 60 40

(Tetraselmis suecica)

Experimento3 10.20+1.39 10.961+1.37 371.68+89.42 57 43

(Chaetoceros calcitrans)

V1.2. Sobrevivencia

Bajo las condiciones experimentales se obtuvieron diferencias significativas entre las
temperaturas empleadas para cada uno de los tratamientos. La sobrevivencia fue mayor a
20°C (90%), en comparacion a la temperatura de 30°C (29%) en el tratamiento de 7. suecica
(Figura 4). Con respecto a los tratamientos de C. calcitrans a 20 y 25°C se mantuvo la
sobrevivencia a lo largo del periodo de acondicionamiento por arriba del 50%, sin embargo,
fue menor en 30°C (37%). En el tratamiento de Isochrysis sp. se evalud una gran mortalidad
a la temperatura de 30°C antes de finalizar las 6 semanas del experimento, cabe destacar que
para las otras temperaturas fue menor de 50% de sobrevivencia con respecto a esta dieta,

20°C (47%) y 25°C (18%) (Figura 8).
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Figura 8. Sobrevivencia de D. ponderosa en funcion a la dieta y la temperatura durante un
periodo de acondicionamiento gonadico de seis semanas.
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VI. 3. Analisis Cualitativo y Cuantitativo de Histologia
V1.3.1. Estadios y Frecuencia de Desarrollo Gonadico

La descripcion de los estadios de desarrollo gonadico se encuentra resumida en la Tabla 1
para las hembras y en la Tabla 2 para los machos. Tanto al inicio, asi como a los 22 y 44 dias
de acondicionamiento fue posible identificar los 6 estadios de desarrollo gonadico de

reproduccion de las hembras (Figura 9) y de los machos (Figura 10).

Al inicio del experimento las almejas colectadas del medio natural se encontraron
indiferenciadas, para las hembras un (25 %) y para los machos (25 %); sin embargo, también
se observaron hembras en estado de desove parcial (35%) y en postdesove (40%), por otro
lado, en los machos se observé la presencia de organismos en estado de espermatogénesis

(7%), desove parcial (20%) y en postdesove (48%) (Figura 11).

A los 22 dias de acondicionamiento de hembras, se observaron organismos
indiferenciados en el tratamiento de Isochrysis sp. a 25 y 30°C (9% y 3%). La mayor
proporcion de hembras en estadio de desove parcial se registrd para Isochrysis sp. a 25°C
(38%), seguido por C. calcitrans a 30°C (16%). Las almejas acondicionadas a la temperatura
de 25°C presentaron un mayor desarrollo gonadico de madurez (65%) al suministrarles la
dieta de T. suecica, seguido de C. calcitrans a 25°C (59%) y T. suecica a 20°C (58%); tanto
la temperatura y dieta empleadas promovieron una maduracion gonadica a la mitad del
experimento. El estadio de hembras que se presentd en menor proporcion de hembras
maduras fue con Isochrysis sp. a 20, 25 y 30°C (15%, 17% y 19%) (Figura 11). El estadio de
hembras maduras que dominé a los 44 dias de acondicionamiento fue en 7. suecica a 20 y
25°C (60% y 50%), la menor cantidad de organismos en fase de maduracion correspondid a
Isochrysis sp. a 20°C (22%) (Figura 11). Se observo la mayor proporcion de organismos con
desove parcial con 7. suecica a 25°C (22%) y en Isochrysis sp. a 25°C (20%), por otro lado,

los valores de menor proporciodn se registraron con Isochrysis sp. a 20°C (7%).

Se registraron machos a los 22 dias de acondicionamiento indiferenciados en los
tratamientos de Isochrysis sp. a 20y 25°C (4% y 3%). El mayor nimero de machos en estadio
de espermatogénesis avanzada que se registrd fue en los tratamientos con 7. suecica y C.
calcitrans a 20°C (47% y 44%), la menor frecuencia se presentd en C. calcitrans a 25°C

(22%).
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Los estadios de madurez con una mayor proporcion se registraron en C. calcitrans 'y T.
suecica a 25°C (57% y 49%). El menor porcentaje de madurez se registrd con Isochrysis sp.
y T. suecica a30°C (18% y 19%) (Figura 11). Con la dieta de Isochrysis sp. a 30°C se observo
una alta frecuencia de organismos parcialmente desovados (30%), seguido de 7. suecica a
30°C (22%) e Isochrysis sp. a 20°C (20%). A los 44 dias de acondicionamiento la fase de
espermatogénesis avanzada que se registraron mayor cantidad de organismos se registrd en
los bivalvos alimentados con Isochrysis sp. a 20°C (49%), C. calcitrans a 20°C, 30°C (44%
y 40%) y T. suecica a 25°C, 30°C (40% y 43%). El estadio madurez donde se presentd con
mayor porcentaje fue con la dieta de C. calcitrans a 25°C (44%), seguido de la dieta de T.
suecica a 20°C (39%), sin embargo, la menor frecuencia del estadio de madurez se registrd
en el tratamiento de Isochrysis sp. a 25°C (23%) (Figura 11). Los unicos tratamientos que no
se observaron organismos en postdesove fue en aquellos alimentados con 7. suecica a 20°C

e Isochrysis sp. a 25°C.

30



B (40X)

Figura 9. Estadios de desarrollo gonadico de hembras de D. ponderosa en funciéon de la
dieta y la temperatura. A) Indiferenciado, B) Previtelogénesis, C) Vitelogénesis, D)
Postvitelogénesis, E) Desove Parcial, F) Postdesove. OVT. Ovocito vitelogénico temprano,
OVG. Ovogonia, TC. Tejido conjuntivo, GD. Gonoducto, OV. Ovocito vitelogénico, OVP.
Ovocito postvitelogénico, OVA. Ovocito atrésicos OVR. Ovocito residual.
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Figura 10. Estadios de desarrollo gonadico de machos de D. ponderosa en funciéon de la
dieta y la temperatura. A) Indiferenciado, B) Espermatogénesis, C) Espermatogénesis
avanzada, D) Madurez, E) Desove parcial, F) Postdesove. TC. Tejido conjuntivo, GD.
Gonoducto. OV. Ovocito vitelogénico, ESPR. Espermétidas, ESP. Espertamozoides, ER.
Espermatozoides residuales.
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Figura 11. Frecuencia de fases de desarrollo gonddico de hembras y machos de D.
ponderosa, sometidos a diferente dieta y temperatura.
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VI1.3.2. Diametro Tedrico de Ovocitos

En la Tabla 4, se presentan los resultados obtenidos del tamafo de los ovocitos con la dieta
de Isochrysis sp. A los 22 dias de acondicionamiento a una temperatura de 20°C mostriy un
valor significativamente menor (P<0.025) del didmetro tedrico de los ovocitos (74.42 pm}
lo cual detond una menor acumulacion del vitelo en contraste con las almejas expuestas a

las otras dos temperaturas.

El mayor valor del didmetro tedrico de los ovocitos fue a una temperatura de 25°C
(76.75um}); sin embargo, no se observaron diferencias significativas con respecto a la
temperatura de 30°C. Al concluir los 44 dias de acondicionamiento ¢l mayor valor de
didmetro tedrico de ovocito correspondio al tratamiento de 20°C (77.50 g}, aunque no fue

significativamente diferente (P>0.189) del valor obtenido bajo el tratamiento a 25°C.

De los datos obtenidos con la dieta de Tetraselmis suecica a los 22 dias de
acondicionamiento se encontraron diferencias significativas entre los diferentes niveles de
temperatura (P<0.001}; la temperatura de 25°C incrementd significativamente mayor
didmetro tedrico de ovacitos (81.96 wm ). Sinembargo, con la temperatura de 30°C se registro
el menor valor (77.30 wm}) (Tabla 5). Igualmente, a los 44 dias de acondicionamiento el
analisis de varianza realizado demostr6 que hubo diferencias significativas del didmetro
teorico de los ovocitos entre los tratamientos (P<0.0M%). En las hembras mantenidas a una
temperatura de 30°C este valar fue estadisticamente menor (76.64 pm) en comparacion con

los registrados a 20°C (80.94 urm) v 25°C (81.84 pm).

Los valores registrados del didmetro tedrico de los ovocitos de D. ponderosa con la
dieta de Chaetoceros calcitrans se presentan en la Tabla 6. En el caso del acondicionamiento
de 22 dias, ¢l didmetro tedrico de los ovocitos a la temperatura de 20°C, registr6 un valor de
79.03 wm, menor en comparacion con las temperaturas de 25 y 30°C, el analisis estadistico
reveldo la significancia de estas diferencias (P<0.001). Respecto a los 44 dias del
acondicionamiento los valores de los diametros teoricos de ovocitos fueron similares entre

las tres temperaturas; el analisis demostré que no hubo diferencias significativas (P>0.429).
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Tabla 4. Diametro

ovocitos de

D. ponderosa
Isochrysis sp. bajo tres niveles temperaturas durante su periodo de acondicionamiento.

Efectos Principales

Diametro Teorico (um)

Diametro Teorico (um)

22 Dias 44 Dias
Temperatura (°C)
20 74.42°+1.06 77.5012.44
25 76.75°+0.95 76.4210.83
30 75.70°t1.70
Bloque
B1 75.8512.36 76.97£2.55
B2 75.65+1.18 76.00£1.60
B3 75.96£1.20 76.4110.84
B4 75.03%+1.37 78.46x1.47
ANOVA PR>F
Bloque .594 .209
Temperatura 0.025 .189

alimentada

Los valores promedio de bloque son de 4 réplicas experimentales *desviacion estandar. Los
valores del efecto temperatura corresponden + desviacion estandar de 4 réplicas Promedio
de las columnas con la misma letra no son significativamente diferentes, analisis pos hoc de
Duncan (P>0.05).
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Tabla 5. Diametro tedrico de ovocitos de D. ponderosa alimentada con Tetraselmis suecica

a tres niveles temperatura, al concluir su periodo de acondicionamiento gonadico.

Diametro tedrico (um)

Diametro tedrico (um)

Efectos principales 22 dias 44 dias
Temperatura (°C)
20 80.7310.93 80.94%t1.15
25 81.96°+1.87 81.84%12.85
30 77.30°£0.46 76.64°+1.27
Bloque
B1 79.41+2.39 80.8913.41
B2 80.40£2.65 78.24£3.07
B3 80.01+2.32 80.08+3.39
B4 80.16+2.23 79.02+1.81
Anova Pr>F
Bloque 0.660 0.537
Temperatura 0.001 0.009

Los valores promedio de bloque son de 4 réplicas experimentales *desviacion estandar. Los
valores del efecto temperatura corresponden + desviacion estandar de 4 réplicas Promedio

de las columnas con la misma letra no son significativamente diferentes, analisis pos hoc de
Duncan (P>0.05).
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Tabla 6. Diametro teérico de ovocitos de D. ponderosa en funcién a la dieta (Chaetoceros
calcitrans) a tres niveles temperatura, al concluir su periodo de acondicionamiento gonadico.

Efectos principales Diametro tedrico (um) Diametro tedrico (um)
22 dias 44 dias
Temperatura (°C)
20 79.03%%1.22 78.62°+1.44
25 81.49°+1.44 79.82°+1.03
30 81.05°+0.76 79.32°+2.85
Bloque
B1 81.13%+1.73 78.6912.67
B2 80.72%1.67 78.84£1.90
B3 79.84+1.10 80.36£1.30
B4 80.40£1.68 79.13£1.48
Anova Pr>F
Bloque 0.081 0.398
Temperatura 0.001 0.429

Los valores promedio de bloque son de 4 réplicas experimentales tdesviacion estdndar. Los
valores del efecto temperatura corresponden + desviacion estandar de 4 réplicas Promedio

de las columnas con la misma letra no son significativamente diferentes, analisis pos hoc de
Duncan (P>0.05).
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VII. DISCUSION

En la mayoria de los bivalvos, la madurez sexual depende del tamafio del animal mas que de
su edad, y el tamafio que alcanzan en la madurez sexual varia de una especie a otra y segiin
la distribucioén geografica. La produccion de évulos y esperma es un proceso denominado
gametogénesis, cuyo inicio es consecuencia de varios factores, como la talla del bivalvo, la
temperatura y la calidad y cantidad de alimento que recibe (Helm et al., 2006). Se ha
reportado que las variables de temperatura y disponibilidad de alimento en el medio natural
tienden a ciertas fluctuaciones a lo largo del afio, es por ello que ambas guardan una estrecha
relacion con la fisiologia reproductiva de organismos reproductores (Barber y Blake, 1991).
La madurez sexual de D. ponderosa depende en gran medida del rango anual de temperaturas
caracteristicas del Golfo de California, las cuales varian entre los 18 a 32°C (Arreola-

Hernandez, 1997).

Algunos estudios realizados en localidades cercanas a Sonora, México, con bivalvos
Veneridae como C. californiensis, C. fluctifraga, M. squalida, muestran comportamientos
relativamente similares que D. ponderosa, coincidiendo aproximadamente con el inicio de
los estadios de gametogénesis, de madurez sexual y desove en el medio natural (Martinez-
Cérdova, 1988; Garcia-Dominguez et al., 1993; Villalejo-Fuerte et al., 2000). También en el
medio natural, se ha documentado que los moluscos bivalvos durante el periodo de bajas
temperaturas tienden a almacenar reservas nutricionales y energéticas en la masa visceral, asi
como en los musculos abductores, las cuales utilizan para iniciar el proceso de la
gametogénesis cuando comienza la temporada de temperaturas calidas (Baqueiro-Cérdenas
& Aldana-Arana, 2000; Maeda-Martinez, 2002). Bajo condiciones de laboratorio, en varios
trabajos realizados con bivalvos se ha demostrado que empleando temperaturas estables y
proporcionando dietas adecuadas de microalga, se obtiene una madurez gonadica y un
acelerado desarrollo gametogénico (Sastry, 1963; Sastry, 1968; Chavez-Villalba et al., 2002;
Rodriguez-Jaramillo, 2004). Asi, el mantener una temperatura constante y estable otorga a
que la energia de los organismos sea utilizada para su reproduccion y evita que se desvie a
otros procesos fisiologicos (Rodriguez-Jaramillo, 2004; Sicard et al., 2006; Lopez-Sanchez

et al.,2009).
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En el medio natural existen gran cantidad de especies de microalgas y particulas que
son adquiridas como alimento por los bivalvos (Gosling, 2008). En el acondicionamiento de
los bivalvos es fundamental documentar los requerimientos nutricionales utilizando dietas de
microalgas, ya que juegan un papel muy importante en la obtencion de 6ptimos resultados
para la maduracion gonadal de los reproductores en cautiverio (Helm et al., 2006). Por otra
parte, para asegurar el optimo aprovechamiento del alimento por los moluscos bivalvos, es
esencial elegir la cantidad y la calidad de la dieta de microalgal ya que es importante para
que los organismos obtengan los nutrientes y reservas energéticas necesario para asegurar el

€xito en la etapa de maduracion (Sastry, 1968; Sastry, 1970; Gallager y Mann, 1986).

Sin embargo, cuando los bivalvos son alimentados con gran cantidad de células de
microalgas, aunque estos tiendan a engordar y el incremento en el peso se vea reflejado en el
peso himedo y de la masa visceral, en el caso del tejido gonadal no necesariamente tendra
un impacto positivo ya que puede no cubrir la demanda de requerimientos nutricionales para
el proceso de gametogénesis que conlleva a la maduracion sexual y a la produccion de
gametos viables. Al respecto, se tiene evidencia que el suministrar gran cantidad de alimento
fomenta a que los bivalvos produzcan pseudoheces indicando a su vez un bajo

aprovechamiento de nutrientes esenciales para el desarrollo de tejido gonadico.

En el presente estudio se utilizé una racion de alimento de 100,000 céls/mL para cada
de una de las dietas empleadas en los experimentos, debido a que se desconoce por completo
la racidon y requerimientos Optimos de alimento para el crecimiento, reproduccion y
acondicionamiento gonadal de D. ponderosa mantenidos bajo condiciones de laboratorio. La
concentracion de microalgas ofrecidas a los reproductores se determino también atendiendo
las recomendaciones de Ramos-Corella et al., (2014) para D. ponderosa de acuerdo a su
capacidad filtradora, ello con la finalidad de evitar que la almeja produjera pseudoheces y
favoreciera asi un mejor aprovechamiento de los nutrientes de cada una de las dietas

suministradas.

En la seleccion de las microalgas utilizadas como alimento para organismos
reproductores, el contenido de 4cidos grasos (lipidos), en especial al &cido eicosapentaenoico
(EPA) es de gran importancia (Brown y Blackburn, 2013). Aunque el contenido de acidos

grasos no se analizo en este estudio, el EPA en moluscos bivalvos estd vinculado con la
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maduracion sexual de reproductores (Siinhel ez al., 2012), la tasa de crecimiento, (Leonardos
y Lucas, 2000) y la sobrevivencia (Siinhel et al., 2012). Algunos autores como Soudant et
al., 1996 y Martinez-Pita et al., 2014, han sugerido que el dcido graso EPA en moluscos esta
vinculado a las reservas energéticas para la gametogénesis (fuente de energia); ademas su
maximo contenido estd relacionado a funciones especificas mediadas por algunos

fosfolipidos de membranas (Hall ez al., 2002).

Se han empleado varios métodos en los bivalvos para determinar el momento en que
los bivalvos alcanzan la madurez y estan listos para desovar. Es frecuente el empleo de
indices gonadales, que expresan la proporcion de peso de la gonada con respecto al peso total
del animal. Consiste en disectar la génada y posteriormente pesarla, sin embargo, cuando la
gonada recubre también glandula digestiva es complicado realizarlo (Maeda-Martinez,
2002). Con lo anterior, Luna-Gonzalez, 1997, considera que los indices gonadosomaticos no
son completamente fiables debido a la acumulacion de agua en las gonadas en desove;
ademas, indica el grado de desarrollo del ciclo gametogénico en el que se encuentra la gonada
en términos porcentuales o de peso, mas no el grado de madurez de los gametos. El método
mas preciso consiste en hacer cortes histoldgicos de la gobnada (Howard y Smith, 1983).
Existe amplia informacion en trabajos de investigacion la cual respalda que la técnica cléasica
de histologia que mayormente se utiliza es con la tinciéon de Hematoxilina — Eosina la cual
se emplea para identificar cualitativamente las fases de desarrollo gonadal de moluscos
bivalvos (Humason, 1962). Asi mismo, para darle fortaleza al andlisis cualitativo de la
histologia, es importante realizar analisis complementarios, tales como la cuantificacion de
ciertos indices que evaluan el desarrollo gonadal durante el tiempo de acondicionamiento
estudiado o establecido para los bivalvos reproductores (Rodriguez-Jaramillo, 2004). El
diametro tedrico de los ovocitos y las frecuencias de fases de desarrollo gonadico son
importantes indicadores que en conjunto determinan la madurez sexual en el que se

encuentran los organismos (Lango-Reynoso ef al., 2000; Rodriguez-Jaramillo, 2008).

Los resultados de los andlisis histologicos demuestran que el presente bioensayo con
reproductores de D. ponderosa que se encontraban con una alta frecuencia de estadios de
postdesove, y en desove parcial con la finalidad de obtener éxito en su madurez sexual. Cabe
mencionar que lo anterior concuerda con Matias et al. (2009), quienes reportan que el

acondicionamiento requerido para llevar a un organismo reproductor a la etapa optima de
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desarrollo gonadal depende de la etapa de desarrollo gonadal al comienzo del
acondicionamiento. En el presente estudio se logré obtener organismos maduros en un lapso
de tiempo similar en comparacioén con otros organismos; asi como en estudios con C. gigas
donde se determind que a temperaturas entre 16 y 22°C se acelera el crecimiento de los
ovocitos, detectando los primeros ovocitos maduros luego de 27 dias a 16°C, 23 dias a 19°C,

19 dias a 22°C y 22 dias a 25°C (Chavez-Villalba et al., 2002a).

Arreola-Hernandez (1997), para D. ponderosa reporta dos picos de maduracion en el
medio natural en las estaciones de primavera-verano, de los cuales el mas importante fue en
abril ya que el crecimiento de la gonada y la formacion de gametos ocurre a una temperatura
de 20.5°C, identificando valores maximos de didmetro promedio mensual de ovocitos de
57um. Esas tallas son menores a las registradas en los organismos acondicionados en el
laboratorio bajo las condiciones experimentales de la presente investigacion, demostrandose
que el efecto de la temperatura y la dieta monoalgal repercute favorablemente en el didmetro
de los ovocitos de los reproductores bajo los tratamientos evaluados. No obstante, esa
marcada diferencia del didmetro de los ovocitos reportados por Arreola-Hernandez, (1997);
es probablemente que se deba a que su estudio fue realizado en Bahia Concepcion en Baja
California, por lo que se asume que el patron reproductivo de D. ponderosa puede variar en

las poblaciones separadas geograficamente y presentar diferencias en la gametogénesis.

El acondicionamiento con la dieta de Isochrysis sp. se presentd a lo largo de las seis
semanas una alta mortalidad, registrando la menor frecuencia de madurez en hembras y
machos, y a su vez se obtuvieron los menores diametros tedricos de ovocitos (74 um) en
hembras, por ello se puede aludir que los reproductores no obtuvieron una cantidad necesaria
de 4cidos grasos tanto para su crecimiento como para la gametogénesis, considerando que
Isochrysis contiene una baja cantidad de EPA (pero alto en DHA) (Hendriks et al., 2003).
Velasco y Barros, 2007, observaron un nulo progreso en la madurez gonadal para Argopecten
nucleus y Nodipecten noclosus acondicionados con una dieta compuesta por Isochrysis
galbana; el cual fue atribuido al bajo nivel de EPA de la microalga. Por otro lado, la menor
sobrevivencia ¥ €l menor didmetro de los ovocitos de los organismos alimentados con
Isochrysis puede atribuirse que fue una dieta pobre debido al pequefio tamafio de la
microalga, 6um, lo ¢nal se traduce en una menor cantidad de alimento (menor biomasa), en
comparacion con las otras dos dietas, dado que la alimentacidn se basé en un igual numero
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de células por mililitro en todas las dietas. Lo anterior pudo haber repercutido en el tamafio
de los ovocitos y en una disminucion de la velocidad de la vitelogénesis, que, si se estaba
llevando a cabo en organismos, ya que, en conjunto, los estadios previtelogénicos,
vitelogénicos y de madurez, conformaron casi siempre mas del 70% del total de los estadios.
La menor frecuencia de estos estadios en el tratamiento de 25°C a los 22 dias de
acondicionamiento puede ser precisamente el resultado de una lenta vitelogénesis. Una
situacion similar pudo observarse en los machos. Aunado a lo anterior, al parecer la
alimentacion no compensod el mayor gasto energético provocado por la mas alta temperatura

afectando asi la sobrevivencia de los organismos.

En contraste, los organismos alimentados con 7. suecica, tuvieron una alta
sobrevivencia y presentaron un buen desarrollo gonadal avanzado con altas frecuencias de
organismos maduros. Las hembras de dicho tratamiento a una temperatura de 25°C
presentaron a los 22 dias de acondicionamiento el mayor didmetro tedrico de sus ovocitos
(81.96 um). Lo anterior concuerda con los resultados de Encinas-Arzate, 2015, quien obtuvo
una alta tasa de filtracidn con la dieta de T. suecica en fresco; asimismo debido al tamano de
la célula microalgal (14 um) (Muller-Feuga ef al., 2003 a, b), se demuestra que como dieta
puede contribuir a cubrir los requerimientos nutricionales durante el proceso de maduracion

en esta especie.

Respecto a los organismos alimentados con C. calcitrans, se evidencié un aumento del
didmetro de los ovocitos (81.49 um) a la temperatura de 25°C, asi como una alta proporcion
de organismos en estadio de maduracion tanto de hembras y machos. Lo anterior concuerda
con el trabajo previo de Gonzalez-Vega, 2016, quien reporta que la dieta de Chaetoceros
muelleri cultivada en fase estacionara y fase exponencial como alimento para D. ponderosa,
aport6d un alto contenido de lipidos, segin el analisis proximal de las gonadas (38.95% y
36.99%, respectivamente); en contraste, la aportacion de lipidos a las gonadas por Isochrysis
sp. fue menor en contenido de lipidos en las gonadas, tanto en la fase estacionaria (8.32%)
como en la fase exponencial (25.24%). En base a lo anterior es evidente que la cantidad de
acidos grasos de Chaetoceros sp. son bien aprovechadas por D. ponderosa para la formacion
y acumulacion directa de lipidos de reserva para el proceso de su maduracion gonadal. Cabe

sefalar que, por otra parte, en nuestro caso, las temperaturas utilizadas de 25 y 30°C ayudaron
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a acelerar el proceso de desarrollo gonadico de los organismos obteniendo a 22 dias de

acondicionamiento de organismos completamente maduros.

En la presente investigacion se observé un incremento del tamafio de los ovocitos de
cada una de las dietas experimentales a 25°C con respecto a la temperatura de 20°C, lo cual
puede relacionarse con el estudio de Villalejo-Fuerte y Ceballos Vazquez (1996) quienes
declararon que el empleo de una baja temperatura, influye en el ciclo gametogénico ya que
su disminucion favorece en el transporte de sustancias de reservas que van desde el musculo

abductor hasta el tejido gonadal.

Por otro lado, el aumento de temperatura puede implicar un bajo crecimiento de los
ovocitos y su vez una reduccion o nula maduracion de los moluscos bivalvos (Rodriguez-
Jaramillo, 2004). Lo anterior se hace referencia a la temperatura de 30°C para hembras y
machos empleada para cada una de las dietas del presente bioensayo, en donde efectivamente
se observo tanto un drastico, asi como un bajo rendimiento en el crecimiento de los gametos
de los organismos, tomando en cuenta que es probable que esto se debid posiblemente a que

D. ponderosa llegd a su maxima temperatura limite de tolerancia.

En los tratamientos de C. calcitrans y T. suecica con las temperaturas de 25 y 30°C, a
los 44 dias de acondicionamiento se observo la disminucion del didmetro de los ovocitos en
contraste a las medidas obtenidas a los 22 dias. Ademas, se identificaron ovocitos atrésicos,
los cuales son ovocitos que han detenido su desarrollo y que se encuentran en reabsorcion,
de lo cual puede ocurrir cuando las condiciones del medio no son favorables para la
maduracion o cuando los organismos se encuentran estresados. Por otro lado, también se
asocia a la frecuencia de organismos en desove parcial y postdesove en los tratamientos
mencionados. Al igual que en las hembras, en los machos también se presentaron durante el
tiempo de acondicionamiento estadios de desove parcial y postdesove en machos también se
presentaron durante el tiempo de acondicionamiento al igual que las hembras de los tres
experimentos evaluados; sin embargo, esto no fueron detectadas las incipientes ocurrencias
de desoves en las unidades experimentales, asi mismo es probable que también tenga relacion
con el grado de estrés que se manifestaron los organismos a las condiciones del cultivo. Es
importante incluir que en otros experimentos llevados a cabo en el mismo laboratorio de la

presente investigacion y bajo condiciones similares han ocurrido desoves espontdneos
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documentado por Gutiérrez-Reyes, 2015, cuando trabajo evaluando tasa de filtracion de D.
ponderosa a diferentes temperaturas; asi mismo, Gonzalez-Vega, 2016, durante su bioensayo
en el establecimiento de los parametros de calidad y valor nutricio de goéonada de D.

ponderosa.

Dada la naturaleza de la presente investigacion, los resultados de la induccion al desove
son preliminares, ya que no existen reportes de desoves de D. ponderosa bajo condiciones
de laboratorio. Al término de las seis semanas de acondicionamiento, D. ponderosa no
mostro una conducta favorable en cuanto a la induccidn al desove de los tres experimentos,
los cuales cada uno se sometieron a las técnicas estandarizadas de shock térmico de
temperatura y los cambios de salinidad. Uno de los motivos por los cuales D. ponderosa no
presento emisiones de gametos bajo las condiciones establecidas de los experimentos, se debe
al grado de madurez que presentaban los organismos al momento de realizar dicho proceso.
Por otra parte, probablemente debido el mismo estrés fisiologico por al cual estuvieron
expuestos los organismos, no fueron susceptibles a los estimulos aplicados. Cabe resaltar que
al realizar la técnica de cambios de salinidad se not6 que los organismos resultaron ser
intolerables a la reduccion de salinidad ya que como consecuencia se observo el cierre total
de las valvas de manera hermética por lo que el cambio brusco de salinidad no interactu6
para que se expresara el desove. Sin embargo, hubo una mortalidad del 100 % de los
especimenes a las 48 horas después de haberlos sometido con la técnica del shock térmico y
a las 32 horas con los cambios de salinidad. Cabe mencionar que es necesario dar
continuacion a estos estudios relacionados a la induccion al desove de esta especie ya que es
necesario conocer si realmente el desove es regulado por factores enddgenos o a su vez por
la combinacién de factores exogenos. Galtsoff (1938); Loosanoff y Davis (1963), reportan
que para algunos casos la termo- estimulacidén sola no es capaz de inducir el desove a
bivalvos, por lo que mas bien requieren de una estimulacion adicional para que se
desencadene el desove como es la adicion de gametos en pequefias cantidades extraidas de
las gonadas de organismos maduros de la misma especie. Por otro lado, también una mezcla
de microalgas puede ayudar a que el desove se lleve a cabo con mayor eficiencia, debido a
que una mezcla aportaria diferentes tipos y cantidades de acidos grasos necesarios para la
formacion de ovocitos y a su vez podria asegurar que el desove se lleve a cabo con éxito y a

incrementar la sobrevivencia de las larvas. Es necesario enfatizar, que en otro estudio
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(Gallager y Mann, 1986) la suplementacion de acidos grasos insaturados provocd un efecto
positivo sobre el éxito de desoves, sin embargo, es probable que suministrando un
suplemento de lipidos en la dieta de D. ponderosa se pueda dar un apropiado desove en
laboratorio; ya que la suplementacion lipidica no solo es importante desde el punto de vista
energético, sino que también porque estos proveen acidos grasos esenciales para la sintesis
de tejido. Maeda-Martinez (2002), documenta que los animales madurados en el laboratorio
son frecuentes que no desoven al aplicar un estimulo inductor, a pesar de que las gonadas

parezcan maduras y se encuentren en el periodo natural de desove.

De acuerdo a los resultados obtenidos, D. ponderosa es capaz de adaptarse bajo
condiciones de laboratorio, y lograr una buena sobrevivencia y maduracion gonadal con el
manejo de las condiciones ambientales como son la temperatura y la alimentacion. Se asume
que la temperatura 6ptima de acondicionamiento gonadal de D. ponderosa es entre 20-25°C,
con ello se determina que ayuda al crecimiento de ovocitos para la fase de vitelogénesis y
ademds de la transmision de nutrientes necesarios con la dieta empleada de Tetraselmis
suecica y C. calcitrans. Es evidente que, bajo las condiciones experimentales del presente
estudio, los resultados aportan informacion esencial para registrar los tratamientos mas
viables que promovieron el acondicionamiento y maduracion de esta especie, logrando un

primer avance de informacion para futuras investigaciones.
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VIII. CONCLUSIONES

* D. ponderosa es capaz de adaptarse a las condiciones de laboratorio.

* Los resultados obtenidos sugieren que la temperatura 6ptima de acondicionamiento
gonadal de D. ponderosa es entre 20 y 25°C, la cual favorece el crecimiento de los
ovocitos hasta lograr la fase de maduracion.

* La dieta de Isochrysis sp. a 30°C, no cubrio las demandas energéticas de los
organismos durante el periodo del bioensayo, lo cual se vio reflejado en la baja
sobrevivencia y el menor diametro de los ovocitos.

* Los resultados de esta investigacion aportan informacion esencial para registrar los
tratamientos mas viables que promueven el acondicionamiento y maduracion de esta

especie; logrando un avance de informacion para futuras investigaciones
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IX. RECOMENDACIONES

Es necesario realizar estos experimentos considerando la biomasa de las microalgas
ofrecidas como alimento.

Es necesario continuar con futuras investigaciones realizadas en condiciones de
laboratorio relacionadas con la reproduccion y desove de D. ponderosa, mediante el
suministro de dietas natural/artificial, combinaciones de microalgas y emulsiones
lipidicas.

Realizar un analisis histoquimico, composicion proximal de tejido digestivo, gonadal,
manto y musculo abductor ademas de evaluar otro rango de temperaturas

Realizar tinciones histoldgicas con Black Sudan para evidenciar la proporcion de
lipidos en los ovocitos.

Evaluar otros métodos de induccion al desove como inyeccion de serotonina,
peroxido de hidrogeno, exposicién a rayos UV, desecacion. Asi mismo, realizar

estudios en funcion a la combinacidon de los mencionados métodos.
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