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RESUMEN

El ostion japonés Crassostrea gigas es el bivalvo mas cultivado en el mundo y los ingresos
economicos son de los mas altos en la acuacultura. Las semillas son el principal insumo para
desarrollar los cultivos comerciales; éstas pueden ser obtenidas del medio natural o producidas
en criaderos o laboratorios comerciales. Las semillas de laboratorio han presentado problemas
como altas mortalidades, lento desarrollo y enanismo durante su cultivo. Sin embargo, no se ha
determinado el origen de estos problemas debido a que no se han establecido los criterios de la
calidad en las semillas, ni existen protocolos para evaluarla. Esta tesis comprende tres aspectos
principales; 1) el andlisis y evaluacion del proceso de produccion de semilla en laboratorios del
noroeste de México, 2) la determinacion del desempeino biologico de las semillas en cultivos
experimentales en la Laguna La Cruz, Sonora, y 3) el uso de la inferencia multi-modelo y la
teoria de la informacidn para determinar los patrones de crecimiento individual de C. gigas. Para
el primer caso, se disefd un protocolo integral para evaluar la produccion de semilla en
laboratorio determinando el nivel de control en los procesos de produccion con referencia en
valores encontrados en la bibliografia. Esto se realizd en cuatro criaderos comerciales del
noroeste del pais (A, B, C, y D). El protocolo sirvi6 para identificar debilidades y puntos criticos
en la produccién de semilla, con un resultado global de semilla con calidad regular. El protocolo
debe ser validado en otros sistemas de produccion, con la finalidad de garantizar su uso
generalizado. Con respecto al desempefio bioldgico, las semillas presentaron en general buenos
resultados de crecimiento, rendimiento y supervivencia en el cultivo experimental, pero se
detectaron diferencias en los patrones de crecimiento entre los diferentes laboratorios. El
crecimiento de la concha estuvo regulado por la temperatura mientras que la concentracion de
seston y clorofila a indicaron disponibilidad de alimento durante todo el cultivo, lo cual se
reflejo6 en una ganancia sostenida en el peso y un indice de condicion adecuado (>50).
Finalmente, la inferencia multi-modelo fue de ayuda para identificar las diferencias entre los
patrones de crecimiento de los distintos laboratorios. Los resultados indicaron que, aunque el
crecimiento parece similar, el ajuste de los datos de cada laboratorio correspondi6 a diferentes
modelos de crecimiento. Esto sugiere que hay diferencias entre los linajes, lo que influye en los
patrones de crecimiento. Los resultados de este trabajo pueden contribuir a que el cultivo de C.
gigas mejore en la region para beneficio de productores de semilla, ostricultores y la acuacultura

en general.



ABSTRACT

The Japanese oyster Crassostrea gigas is the most cultivated bivalve in the world and the
economic income is among the highest in aquaculture. The spat is the main input to develop
commercial cultivations; it can be obtained from the natural environment, produced in
hatcheries or commercial laboratories. Spat from hatcheries has presented problems such as high
mortalities, slow development, and dwarfism during their cultivation. However, the origin of
these problems has not been determined because the quality criteria have not been established
for the spat, and there are no protocols to evaluate it. This thesis comprises three main aspects;
1) the analysis and evaluation of the spat production process in hatcheries in northwestern
Mexico, 2) the determination of the biological performance of spats in experimental cultivations
in Laguna La Cruz, Sonora, and 3) the use of multi-model inference and information theory to
determine the individual growth patterns of C. gigas. For the first case, an integral protocol was
designed to evaluate the spat production in hatcheries throughout determining the level of
control in the production processes with reference to values found in the bibliography. This was
done in four commercial hatcheries in the northwestern of the country (A, B, C, and D). The
protocol served to identify weaknesses and critical points in spat production, with a global result
of spat with regular quality. The protocol should be validated in other production systems, in
order to ensure its widespread use. Regarding the biological performance, the spat presented in
general good results of growth, yield and survival in the experimental culture, but differences
were detected in the growth patterns between the different hatcheries. The growth of the shell
was regulated by temperature while the concentration of seston and chlorophyll @ indicated food
availability throughout the cultivation, which was reflected in a sustained gain in weight and an
adequate condition index (> 50). Finally, the multi-model inference was useful to identify the
differences between the growth patterns of the different hatcheries. The results indicated that
although the growth seems similar, the fitness of the data for each hatchery corresponded to
different growth models. This suggests that there are differences between the lineages, which
influences the growth patterns. The results of this work can contribute to improve the culture of
C. gigas in the region for the benefit of spat producers, oyster farmers, and aquaculture in

general.
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INTRODUCCION

La acuacultura es el conjunto de técnicas y tecnologias enfocadas a la produccion controlada de
organismos vegetales y animales, que transcurren al menos una parte de su ciclo vital en relacion
con el agua. Esta actividad es utilizada para obtener ingresos econOmicos o recuperar
poblaciones disminuidas por causa de la pesca furtiva o cambios ambientales (Duarte et al.,
2007). En la actualidad la acuacultura tiene gran relevancia no solo como actividad econémica,
sino que juega un papel importante en la alimentacion mundial. La totalidad de la produccion
acuicola de diversas especies de consumo humano para el 2016, superd los 165 millones de
toneladas y la tendencia de consumo de los productos obtenidos por la acuacultura va en

aumento (FAO, 2018).

El cultivo de moluscos es una de las principales actividades de la acuacultura mundial,
particularmente los moluscos bivalvos del género Crassostrea son de los organismos mas
cultivados. Algunas especies del género de interés comercial en la acuacultura son: Crassostrea
rhizophorae (Dos Santos et al., 1985), Crassostrea gigas (Deslous-Paoli et al., 1988),
Crassostrea angulata (Boudry et al., 1998), Crassostrea virginica (Serrano, 1998) y
Crassostrea corteziensis (Chavez-Villalba et al., 2005); destacando la especie C. gigas (ostion
japonés) principalmente por la adaptabilidad y la facilidad del manejo de cultivo. Esta especie
se introdujo en paises como Estados Unidos de América en 1965, Francia en 1971 y Australia
en 1969, entre otros, (Miossec et al., 2009). Hoy en dia China y Japon son los principales

productores a nivel mundial (FAO, 2018).

En México, el ostion japonés es de gran importancia. Su cultivo se concentra en el
noroeste del pais en donde cada afio el numero de ostricultores que cultivan la especie ha ido en
aumento, desde la introduccion de la especie en 1973 en la zona de San Quintin, Baja California
(Chavez-Villalba, 2014). En 2019 se encuentran registradas en el padron del Comité de Sanidad
Acuicola de Baja California (CESAIBC) y Baja California Sur (CESABCS), 44 unidades de
produccion de ostion japonés; el Comité de Sanidad Acuicola de Sonora (COSAES) reporta 33
y el Comité de Sanidad Acuicola de Sinaloa (CESASIN) cuenta con un padron de 22 unidades

de produccion.



El principal insumo para realizar el cultivo comercial de C. gigas es lo que se denomina
semilla. Estas son los juveniles de ostion que tienen una talla entre 0.5 y 10 milimetros de altura

de la concha (Figura 1).

UNBO

UMBO___ ., A

{'mmzu—-----;ﬁzé A LY
% j

AN

Figura 1. Criteros para la medicion de la concha de ostion segin Gastollf (1964).

La semilla puede provenir del medio silvestre o feral, donde la especie vive naturalmente
o fue introducida, también de laboratorios o criaderos certificados en paises donde no se
encuentran semillas en el medio, o la cantidad y calidad de las mismas no es la 6ptima para
desarrollar la ostricultura a niveles comerciales. La colecta natural se desarrolla empleando
colectores que se colocan en puntos estratégicos en esteros o lagunas costeras durante la etapa
de desoves, con el fin de atraer a las larvas que en ese momento tienen una forma de vida

peléagica (Robert y Gerard, 1999).

Los colectores se elaboran con concha de ostion o de otros bivalvos, ya que éstas son
atractivas para que las larvas se fijen y lleven a cabo su metamorfosis transformandose en
pequefios juveniles que quedan adheridos al sustrato. Los colectores con semilla son trasladados
posteriormente a criaderos donde seran engordadas hasta alcanzar la talla comercial de > 80 mm
de altura de la concha (FAO, 2005). En los paises donde la cantidad y calidad de las semillas
silvestres no son las adecuadas, se han establecido laboratorios productores de semillas, que
pueden producir durante y fuera de la época de reproduccion natural de la especie gracias a que

las condiciones pueden ser controladas a voluntad (Helm, 2004).

En México, el total de la semilla de ostion japonés cultivada proviene de laboratorios

productores certificados (Chavez-Villalba, 2014). Segin reportes de los ostricultores de la
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region, uno de los problemas mads criticos y recurrentes es la baja calidad de la semilla, sea ésta
producida nacionalmente o importada de otros paises (Hoyoz-Chairez, 2004). De acuerdo con
los productores, en muchos casos la semilla presenta mala calidad y poca homogeneidad, lo que
se manifiesta en mortalidades elevadas, enanismo y lento crecimiento. A la fecha no existen
estudios que hayan abordado esta problemética en nuestro pais. En la produccion de las semillas
y en el cultivo de la especie, existen factores técnicos, bioldgicos y ambientales, pero se puede
presumir que la mala calidad y variabilidad en los lotes de semilla producidos pudieran derivar
de los protocolos de produccion. Los reportes sobre la calidad de la semilla producida en
laboratorios en México y Latinoamérica son escasos (Uriarte et al., 2008), mientras que en
Francia se han reportado problematicas de escases de semilla por cambios ambientales (His y
Robert, 1987). Actualmente se desconoce si existen problemas con el desempeiio biologico de
las semillas en campo, a pesar del desarrollo de herramientas tecnoldgicas y la expansion de la

ostricultura.

Para determinar la calidad de las semillas producidas en laboratorio deben analizarse
cada componente de los protocolos modificados por los diferentes laboratorios, segun su
infraestructura. Sin embargo, muchos de los detalles técnicos de esos procesos no se encuentran
documentados en la literatura cientifica y en la mayoria de los casos los laboratorios no los

revelan porque los manejan como secretos de produccion.

Otros factores asociados a la produccion son la variabilidad genética y la susceptibilidad
a patdgenos. En el primer caso, es importante conocer el origen de los reproductores, las cruzas
realizadas entre diferentes lotes, la cantidad de reproductores y el origen de los mismos, asi
como establecer controles en sus desoves. Si consideramos que dentro de la acuacultura existen
procesos de seleccion artificial que propician la endogamia, un mayor namero de reproductores
podria contribuir a una mayor variabilidad. Sin embargo, a la fecha no se ha comprobado si un
numero mayor de los mismos ofrezca una mejor variabilidad en las semillas producidas

(Langdon et al., 2002; Evans et al., 2007).

En el caso de patdgenos, recientemente los laboratorios enfrentan problemas con
diferentes enfermedades destacando las mortalidades de verano. Durante la etapa de produccion
de semilla pueden presentarse contingencias sanitarias ya que se han reportado mortalidades

masivas en laboratorios relacionados a diversos patdogenos. Se sabe que el Herpes virus de los



ostreidos tipo 1 (OsHV-1) provoca altas mortalidades en etapas tempranas de C. gigas
(Schikorski et al., 2011; De La Re-Vega et al., 2018), por lo que la inocuidad de las semillas

producida en laboratorios es un criterio importante para evaluar su calidad.

Por otro lado, se encuentran los factores asociados al desempefio biologico de las
semillas durante su cultivo. En teoria, un lote de semillas de buena calidad se desarrollaria mejor
bajo condiciones de cultivo y tendria mas tolerancia a las variables ambientales que otro de baja
calidad. Para ello es importante determinar las tasas de crecimiento, la condicion fisioldgica a
lo largo del cultivo, la tasa de sobrevivencia y todo esto relacionarlo con la variacion ambiental

en las zonas de cultivo.

En el presente trabajo se llevaron a cabo diferentes estudios y experimentos para
identificar y evaluar los elementos relacionados a la calidad de la semilla como son: (1) el
analisis de las etapas de los protocolos de produccion, (2) la variabilidad genética, (3) el
desempefio bioldgico y (4) la susceptibilidad a patégenos, con el objetivo de desarrollar un
protocolo de evaluacion de la calidad de semilla de C. gigas aplicable a cualquier laboratorio en
el mundo. Con esto se pretende generar conocimiento que contribuya a identificar los puntos
criticos de los procesos de produccion y del desempefio de la semilla en campo y con esto

coadyuvar a mejorar la industria ostricola.



I. ANTECEDENTES
I.1. Produccion de Crassostrea gigas

El cultivo de moluscos es una de las principales actividades acuicolas a nivel mundial solo
rebasado por el cultivo de microalgas, peces y crustaceos. Segin la FAO (2018), la produccion
de Crassostrea gigas es una de las mas importantes en la acuacultura mundial y la mas alta de
todos los moluscos cultivados. A partir de 2003 su cultivo se habia expandido mas que cualquier

otra especie de cultivo (Figura 2).

Figura 2. Principales paises productores de Crassostrea gigas. Tomado de FAO (2018).

Los cinco principales paises productores de C. gigas en el mundo son: (1) China con
360,000 t/afio, (2) Japon con 261,000 t/afio, (3) la Reptblica de Corea con 238,000 t/afio, (4)
Francia con 115,000 t/afio y (5) Estados Unidos de América con 43,000 t/afio (FAO, 2018).
Estos paises se caracterizan por tener la capacidad de obtener semillas del medio silvestre. Sin
embargo, el establecimiento de laboratorios productores de semilla ha tenido gran aceptacion

sobre todo en China, el principal productor en el mundo, donde la totalidad de las semillas de



C. gigas cultivadas provienen de laboratorios productores certificados (Li et al., 2006). Esto
refleja la relevancia de los laboratorios de produccién de semillas en la rentabilidad de la

ostricultura.

Japon cuenta con una importante tradicion ostricola, donde C. gigas (especie nativa) es
la mas cultivada. En ese pais existen registros de granjas ostricolas que datan desde principios
del siglo XIX. Actualmente, la produccion japonesa se sostiene a partir de la captura de larvas
silvestres. Sin embargo, a partir de 1991 se han establecido laboratorios productores, que se
caracterizan principalmente por ofrecer semillas triploides, las cuales tienen gran aceptacion
entre los productores locales (Akashige y Kususki, 1996). Una situacion similar es la que se
observa en la Republica de Corea (Corea del Sur), donde a pesar de depender mayoritariamente
de la captacion silvestre, los laboratorios productores empiezan a tener aceptacion en la industria
ostricola, principalmente por que se han presentado problemas de escasez de semillas silvestre

por problemas ambientales (Hwang et al., 2003).

En contraste, en Francia, el cuarto productor mundial de C. gigas, la mayor cantidad de
semilla cultivada proviene del medio silvestre a partir de poblaciones ferales. Utilizando
colectores en lagunas costeras y estuarios se capturan aproximadamente 17 billones de larvas
durante el primer mes después de los desoves (Robert y Gerard, 1999). Se estima que
aproximadamente el 10% de la semilla cultivada en este pais es producida en laboratorios
productores certificados (Muller-Feuga, 2000). Esto ha conducido a que en la actualidad estos
sistemas de produccidon tengan una mayor aceptacion por parte de los ostricultores locales,
particularmente por la produccion de organismos triploides y por la homogeneidad en las tallas
de las semillas producidas. En este sentido, se calcula que la capacidad de produccion de cada
laboratorio establecido en Francia es de 2.8 millones de semillas por afio, lo cual a futuro podria
sostener la demanda comercial de semillas en ese pais (Robert y Gérard, 1999). Un evento que
marco un precedente en el establecimiento de los primeros seis laboratorios productores en
Francia, fue el que se present6 en la bahia de Arcachon, donde por dos afios consecutivos no
ocurrieron desoves y no hubo semilla silvestre debido a la contaminacion de la bahia ya que es

una importante zona turistica (His y Robert, 1987).

En cuanto al cultivo de C. gigas en el continente americano, Estados Unidos es el

principal pais productor con 43,000 t/afio (FAO, 2018). El ostion japonés es la especie mas



cultivada, incluso por encima de especies nativas como C. virginica. La mayoria de las semillas
cultivadas en este pais provienen de laboratorios certificados (Hedgecock y Sly, 1990), Sin
embargo, una pequefia proporcion proviene de poblaciones ferales establecidas en las costas del
Pacifico, ya que, aunque la especie fue introducida a este pais entre 1971 y 1975 con el tiempo
se han establecido poblaciones “naturales” que contribuyen con semilla y su pesqueria aporta

500 toneladas por afo a la produccion (FAO, 2018).

El caso de los laboratorios de produccion en Francia y en China es un claro ejemplo de
la funcionalidad de los laboratorios, ya que, a pesar de tener la disponibilidad de capturar larvas
silvestres, las tendencias en el mercado, las condiciones ambientales y sanitarias han favorecido
la aceptacion de las semillas producidas en estos sistemas de produccidon. Las tecnologias
aplicadas en ellos les permite contar con una produccion constante y ofrece una alternativa frente

a la escases de semillas silvestres.

En Latinoamérica el cultivo de moluscos se ha intensificado en la ultima década. La
introduccion de C. gigas a Venezuela y la alta produccion en Brasil de C. rhizophorae, han
contribuido al incremento de la produccion de moluscos en relacion a otras especies cultivadas
(Lodeiros et al., 1999). En México, el cultivo de C. gigas inici6 en 1973 con la introduccion de
la especie en el estado de Baja California, en donde las primeras experiencias de cultivo se
realizaron a partir de semilla fija en concha madre importada de Estados Unidos (Islas-Olivares,
1975). Después se importd semilla individual (suelta), la cual era necesaria para desarrollar
cultivos en suspension y fondo. Posteriormente, algunos ostricultores realizaron experimentos
de fijacion de semilla en postas rusticas a partir de larva pediveliger (Tapia-Vazquez et al.,
2008). Sin embargo, la obtencion de semilla de C. gigas representa la mayor limitante para la
sustentabilidad del cultivo de la especie, debido a que no se encuentran larvas en el medio
natural para llevarlas a preengorda. Por esta razon, la totalidad de la semilla cultivada proviene
de laboratorios productores certificados. Sin embargo, segun reportes de los propios
ostricultores locales, la calidad de la semilla es baja y existe amplia variabilidad entre los lotes

producidos, incluso por el mismo laboratorio (Uriarte et al., 2008).

En México, C. gigas es el principal molusco cultivado y sus valores comerciales estan
por encima de cualquier otro bivalvo cultivado en el pais. Su produccion se concentra en los

estados del noroeste (Tabla 1), donde Baja California, Baja California Sur, Sonora y Sinaloa son



los lideres de la produccidn acuicola nacional para esta especie. Particularmente en el afio 2010,
se obtuvo la mayor produccion superando las 2,800 toneladas, donde Baja California destaco

con una produccion de 1,600 toneladas (CONAPESCA, 2012; SAGARPA, 2014).

I.2. Produccion de semilla

La semilla silvestre es de gran importancia para el cultivo del ostion japonés en cuatro de los
cinco paises que lideran la produccion mundial (China, Japon, Corea y Francia). En estos paises
se han establecido con éxito laboratorios productores de semilla, cada vez con mayor aceptacion
entre los ostricultores. Por otra parte, en Estados Unidos y México donde no se encuentran
semillas silvestres o su colecta es limitada, la Unica fuente disponible para los ostricultores
locales es la que se produce en laboratorio (Chavez-Villalba, 2014). Las principales ventajas
que ofrecen los laboratorios son: (1) disponibilidad durante y fuera de la época de reproduccion
de la especie, (2) semilla individual o suelta (no adherida a un sustrato como el caso de semilla
colectada del medio), (3) organismos mas homogéneos en cuanto a talla y forma, (4) produccion
de organismos diploides y/o triploides, y (5) semilla certificada (libre de enfermedades o

patogenos).

La produccion de semilla en los principales paises productores estd sujeta a las
caracteristicas geograficas de su localidad particular, asi como a la capacidad técnica y
tecnologica de cada laboratorio. Los protocolos basicos para producir semilla de C. gigas
incluyen cinco areas esenciales: (1) manejo de reproductores (obtencidon, maduracion y desove),
(2) cultivo larvario, (3) fijacion de larvas (metamorfosis para convertirse en semilla), (4) pre-
engorda de semilla (para que alcance la talla de venta de = 3 mm), y (5) cultivo de microalgas
(Helm, 2004). Cada etapa del protocolo de producciéon de semilla presenta problematicas
especificas, por ejemplo, en lo que respecta al manejo y seleccion de los reproductores, a
menudo estos se seleccionan en base a atributos fisicos como son la talla el peso y el aspecto de

la concha y se pasando por alto aspectos genéticos.
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De igual manera no se ha establecido con claridad la cantidad idonea de reproductores
que deben inducirse al desove para producir larvas de buena calidad. En relacién a su
acondicionamiento (exposicion a parametros del agua y alimentacion controlada) se ha
demostrado que realizar este proceso influye directamente en la cantidad y calidad de los
gametos que generan y por lo tanto en la de las larvas (Lannan ef al., 1980; Muranaka y Lannan,
1984; Powell et al., 2002; Fabioux et al., 2005). Sin embargo, el criterio para evaluar el éxito
del acondicionamiento no es del todo claro. Los reproductores juegan el papel méas importante
en la produccion de semillas, a pesar de esto, el conocimiento acerca de su seleccion y manejo

€S €58Caso.

El cultivo larvario comprende la etapa pelagica de la larva. Esta etapa es critica ya que
es donde se presentan las mayores mortalidades dentro del protocolo de produccion (Le Roux
et al., 2002). Generalmente las mortalidades estan atribuidas a patdgenos, sin embargo, la baja
condicion fisioldgica de las semillas, endogamia y la calidad del agua pueden influir en las tasas
de sobrevivencia larval (Dégremont et al., 2007; Dégremont, 2011). La etapa de fijacion es muy
importante ya que es en esta etapa donde las larvas inician el proceso de asentamiento. El
porcentaje de fijacion generalmente es bajo e influyen factores como la calidad del agua,
disponibilidad de alimento y un sustrato adecuado para fijarse. En este sentido, se han utilizado
inductores naturales y artificiales para lograr el mayor porcentaje de asentamiento y la
aplicacion de probidticos es cada vez mas comun ya que en algunos casos han contribuido a un

mayor asentamiento (Coon et al., 1986; Douillet y Langdon, 1994).

La siguiente etapa en el proceso es la preengorda en la cual a las larvas fijadas (semillas)
se les suministra alimentacion constante para mejorar su condicion fisioldgica y asegurar un
buen desempefio en los cultivos. La etapa de la preengorda de las semillas es la etapa menos
analizada, ya que los laboratorios utilizan las tallas como el tnico indicador para este proceso,
un sistema de tamices determina cuando una semilla puede ser comercializada, por lo que las
semillas con un crecimiento mas acelerado, pudieran no presentar la mejor condicion fisioldgica

y no sobrevivir en los cultivos.

Durante cualquier etapa del proceso de produccion, los organismos son alimentados con
microalgas, las cuales se suministran mediante dietas mixtas, dependiendo de los requerimientos

de cada criadero. Por lo tanto, en la calidad de las semillas producidas influyen, las cantidades,
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especies y los valores nutricionales de las microalgas cultivadas, asi como, la calidad del agua
de las instalaciones. Gran cantidad de estudios demuestran la importancia de contar con especies
que contengan los componentes esenciales que permitan el desarrollo de los organismos
(Volkman et al., 1989; Robert et al., 2001; Brown y Robert 2002; Ponis et al., 2006; Rico-Villa
et al.,20006).

En el caso de México, el desarrollo de la actividad ostricola en sus inicios dependia
enteramente de la importacion de semillas provenientes principalmente de Estados Unidos. Para
dar solucion a esta problematica, el gobierno de Sonora construy6 un centro ostricola conocido
como CREMES (Centro Reproductor de Especies Marinas del Estado de Sonora) en 1984. Aqui
se desarrolld por primera vez la tecnologia de produccion de semilla de ostion japonés. El
protocolo para obtener semillas de C. gigas en este laboratorio, segiin lo descrito por Hoyos-

Chairez (2004), es el siguiente:

1) Se obtienen reproductores (talla >80 mm) de los cultivos comerciales o de ostiones
mantenidos exprofeso en estos sitios, de programas de mejoramiento genético o de otros

laboratorios productores, priorizando caracteristicas deseables para el cultivo.

2) Maduracion de los reproductores en sistemas abiertos (alimento natural sin control de la
temperatura del agua) o cerrados. En sistemas cerrados se usa temperatura controlada del
agua (>23 °C) y se ofrece abundante alimento en forma de microalgas (las especies mas

utilizadas son Isochrysis sp., Isochrysis galbana, Chaetoceros calcitrans, Ch. mulleri).

3) Inducciéon a desove de los organismos maduros a través de diferentes métodos, el mas
comun es el térmico (cambios bruscos de temperatura), aunque también hay el quimico (uso
de feromonas), o el mecanico (se usan los gametos de un ostion sacrificado para estimular

el desove).

4) Obtencion de larvas, que es cuando se lleva a cabo la fecundacion (combinacion de gametos
femeninos con los masculinos). Se estima la tasa de fertilizacion, se lleva a cabo el
desarrollo embrionario y se obtienen las larvas trocoforas (esta fase no requiere alimento

para las larvas).

5) Cultivo larvario, el cual inicia normalmente 24 horas después de la fecundacion. Las larvas
van sufriendo cambios importantes (desarrollo de organos) pasando por varias fases
larvarias (larva “D”, larva umbada, larva con mancha ocular, larva pediveliger). Esta etapa
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tiene una duracion variable (9 a 23 dias) y requiere de alimento en forma de microalgas que

aumenta de concentracién conforme avanza el cultivo.

6) Fijacion, que es cuando las larvas en estadio pediveliger o con mancha ocular estan listas
para llevar a cabo la metamorfosis que las convertira en organismos con todas las
caracteristicas de los ostiones adultos. Para la fijacion se requiere normalmente un sustrato
(concha molida, ldminas, costales, etc.) para que las larvas se “peguen” a ¢l de forma

definitiva.

7) La obtencion de post-larva o semilla se refiere a la etapa que se obtiene propiamente la

semilla (juvenil de ostion).

8) La ultima etapa es la pre-engorda de semilla. En la mayoria de los casos la semilla se
mantiene en sistemas abiertos (alimentacion natural) o cerrados (uso de microalgas como
alimento) para que alcance una talla que oscile entre 0.7 y 4 mm y sea trasladada al mar

para iniciar los cultivos.

Ademas del CREMES, en la actualidad se han establecido diferentes laboratorios
productores de semillas de ostion japonés en el noroeste de México (Chavez-Villalba, 2014).
No obstante, cada laboratorio desarrolla su propia tecnologia de produccion de semilla con base
en la literatura disponible, pero los puntos clave son los que se obtienen a través de los trabajos
de investigacion que se realizan en las propias instalaciones. Por esta razon, la mayor parte de
la informacion acerca de los protocolos no se da a conocer ya que en muchos casos se manejan

como secreto de produccion.

I.3. Variabilidad genética

La variacidon genética es la materia prima a partir de la cual las diversas poblaciones de una
especie se adaptan a los cambios en su ambiente. Nuevas variaciones genéticas surgen en el
seno de las poblaciones a partir de las mutaciones espontaneas de un gen o por inmigracion de
individuos de poblaciones distintas genéticamente. La variabilidad genética de una poblacion
puede estimarse a partir del nimero de alelos, es decir, las formas alternativas de un gen (Nei,
1973), del nimero de genotipos, del polimorfismo y del nivel de heterocigosis. Los genetistas

de poblaciones han tardado varias décadas en establecer la importancia de la variacion genética
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en las poblaciones naturales. Se sabe, por ejemplo, que la respuesta a la seleccion natural de
poblaciones experimentales se acelera cuando existen radiaciones inductoras de mutaciones y/o

por la introduccion de genes de lineas distintas.

En términos de la preservacion de los recursos genéticos, podemos esperar que el
mantenimiento del maximo nivel de variacion genética en una linea sea benéfico, asi como el
mantenimiento de lineas multiples que puedan servir como fuentes adicionales de informacioén
genética a través de la hibridacion. De alli que la pérdida de variacion genética por cualquier
motivo (por ejemplo, seleccion prolongada, endogamia, aislamiento, cuello de botella) resultara
en una pérdida de potencial de adaptabilidad en una poblacion (Barg, 1994). Por lo anterior,
resulta de gran relevancia realizar estudios sobre la variabilidad genética de las especies con
importancia econdmica, tal es el caso del ostion japonés Crassostrea gigas, el cual es el molusco
mayormente cultivado en el mundo y en México es uno de los recursos acuicolas mas valiosos,

ya que después del camardn es el segundo cultivo en importancia (FAO, 2018).

Para analizar la variabilidad genética de alguna especie de interés se utilizan
marcadores moleculares. En la literatura se encuentran varias definiciones del término marcador
molecular, por ejemplo, Caetano-Anolles et al. (1991) los definen como segmentos de ADN
que se consideran marcas o puntos de referencia para el andlisis del genoma. Ferreira y
Grattapaglia (1996), amplian el concepto definiendo los marcadores moleculares como:
cualquier fenotipo molecular originado de la expresion de un gen o un segmento especifico de
ADN, aplicados al estudio del genoma. Los marcadores moleculares se han ido modificando
con el paso del tiempo, hasta crear numerosas herramientas de diferenciacion genética de alta
confiabilidad. Los marcadores mas utilizados para estimar la variabilidad genética son las
alozimas (primeros marcadores moleculares), ADN mitocondrial y microsatélites (Wrigth et al.,

1995).

1.3.1. Alozimas

Las alozimas son formas alternativas de una enzima, codificadas por diferentes alelos de un
mismo locus genético. Este concepto se incluye dentro de la mas amplia denominacion de
isoenzimas, que comprende todas aquellas formas alternativas de una misma actividad

enzimatica en un mismo organismo, con independencia de su origen. Las alozimas han
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demostrado ser marcadores confiables, sin embargo, no son capaces de determinar diferencias

especificas intrapoblacionales (Allendorf'y Luikart, 2009).

La primera evaluacion de la variabilidad genética en C. gigas fue realizada por Buroker
et al. (1975), quienes utilizaron alozimas en poblaciones de Mud Bay, Washington, EUA.
Analizaron 11 sistemas enzimaticos y obtuvieron valores de heterocigosis de 0.21. El segundo
estudio de Buroker et al. (1979) se realizod para establecer similitudes y distancias genéticas
entre tres poblaciones japonesas de Crassostrea gigas y Saccostrea commercialis. En ese trabajo
se analizaron 18 sistemas enzimaticos para obtener 30 loci, reportando valores de heterocigosis
observada de 0.20 a 0.22 en esas poblaciones y concluyendo en que C. gigas es la especie, entre
los moluscos bivalvos, que presenta los mayores valores de heterocigosis, los cuales

probablemente le confieren una mayor capacidad de adaptacion a diversos ambientes.

Por otro lado, Banks et al. (1994) analizaron la incompatibilidad de los gametos de C.
sikamea y C. gigas, apoyandose en técnicas de electroforesis. Se compararon los resultados de
variacion de 78 muestras de C. sikamea, con 19 loci cominmente presentes en diferentes
poblaciones de C. gigas en Norteamérica previamente reportados en la literatura (Buroker et al.,
1975). Los resultados de las alozimas arrojaron que las especies C. gigas y C. sikamea
comparten solamente 5 loci de los 19 analizados en la literatura, lo cual hace referencia a una
distancia genética relativamente corta pero lo suficientemente distante, para impedir la
reproduccion entre estas especies. Esos autores sefialan que la clasificacion de C. sikamea como
una especie diferente a C. gigas es correcta, ya que ademas de las diferencias morfologicas y
las diferencias fisiologicas existe suficiente evidencia genética para clasificarlas como especies
distintas. McGoldrick y Hedgecock (1997) determinaron los niveles de endogamia de las
poblaciones de C. gigas cultivadas en Washington. Después de comparar la heterocigosis
observada contra la esperada segun el modelo de Hardy-Weinmberg, sefialan que existe un nivel
altamente significativo de endogamia en los tres cultivos analizados, atribuyendo estos niveles
principalmente al niimero relativamente bajo del stock de reproductores utilizados por los

laboratorios productores de semillas.

En México, los trabajos sobre variabilidad genética en C. gigas son escasos, los
primeros estudios en esta disciplina fueron realizados por Rosa-Vélez et al. (1991), quienes

analizaron la variabilidad genética de los cultivos de C. gigas en la Bahia de San Quintin en
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Baja California. Compararon la variabilidad genética de siete loci de un muestreo aleatorio de
los cultivos de la zona, contra loci de ostiones cultivados en Japon cuya variabilidad genética
habia sido reportada previamente por Buroker et al. (1979). Ademads, estimaron distancias
genéticas para determinar si las poblaciones cultivadas en San Quintin, provienen de alguna de
las poblaciones nativas previamente estudiadas en Japon. Los autores encontraron que existia
deficiencia de heterocigotos cuando compararon los valores observados contra los esperados del
modelo Hardy-Weinberg, atribuyéndolo a una presion de la seleccion natural en contra de los
heterocigotos, asi como a un posible efecto Wahlund, puesto que hay reportes de introduccion
masiva de semilla proveniente de los Estados Unidos. Por otra parte, los analisis de distancia
genética aportaron evidencia de que el pie de cria del cual descienden las semillas cultivadas en
San Quintin proviene de la poblacion japonesa de Miyagi ya que comparten 4 de los 7 loci
analizados en este estudio. En afios mas recientes, Enriquez-Espinoza y Grijalva-Chon (2010),
analizaron la variabilidad genética de las semillas triploides de C. gigas y C. corteziensis
producidas en el CREMES. De una muestra de 78 organismos de C. gigas se analizaron 16 loci
encontrando en 12 de ellos polimorfismo, ademéas no se encontraron diferencias significativas
entre la heterocigosis observada y la calculada por el modelo Hardy-Weinberg, debido
probablemente a que sean organismos triploides lo cual contribuye a una mayor variabilidad
genética. Sin embargo, los valores de variabilidad son menores a los reportados en organismos

triploides producidos en los Estados Unidos de América.

1.3.2. ADN mitocondrial

El ADN mitocondrial es una herramienta comunmente utilizada para evaluar diferencias
genéticas entre poblaciones de una misma especie o de linajes con divergencia reciente. El
genoma mitocondrial contiene un total de 37 genes de los cuales 13 genes codifican proteinas,
22 genes codifican ARN de transferencia y 2 genes codifican ARN ribosomicos (Smith, 1992),
ademads una region control no codificante. Los trabajos sobre variabilidad genética de C. gigas
empleando este marcador molecular son escasos, sin embargo, existen estudios que demuestran
la confiabilidad de este marcador molecular en diferentes especies tanto en mamiferos, aves y
peces. Este marcador es empleado mayormente en estudios poblacionales de mamiferos,

incluyendo humanos (Stoneking et al., 1991; Van Oven y Kayser, 2009), esto refleja la
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confiabilidad de este marcador molecular para identificar diferencias entre poblaciones de la

misma especie.

En relacion a este marcador molecular, Arinichi y Okimoto (2005) disefiaron oligos
para amplificar por PCR la region control del ADN mitocondrial de C. gigas. Estos oligos fueron
probados en 29 organismos cultivados seleccionados y amplificaron para 22 haplotipos con una
tasa de sustitucion de bases del 0.998. En otro trabajo, Boom et al. (2011) evaluaron las
diferencias genéticas en las poblaciones ferales de C. gigas en Canada. Ellos tomaron en cuenta
que la especie fue introducida desde 1927 hasta 1977, de una poblacion silvestre de Miyagi,
Japon. Utilizando la region control del ADN mitocondrial determinaron que existe una alta tasa
de variabilidad genética entre los organismos muestreados ya que se encontraron 42 haplotipos
diferentes en 141 organismos seleccionados al azar. Reportaron dos haplotipos en particular con
una alta frecuencia, de igual manera no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre la distribucion de los alelos en las poblaciones.

Existen aportaciones sobre variabilidad genética mitocondrial en otras especies como
C. virginica. En este sentido, Reeb y Avise (1990) analizaron la distribucion de la especie en
Estados Unidos utilizando la regién control mitocondrial de ostiones nativos de las costas de
Texas y de Florida y encontraron 82 haplotipos en una muestra total de 212 ostiones. Las
variaciones en los alelos encontrados no fueron significativas entre las poblaciones de estudio,
por lo que concluyeron que no habia evidencia de estructuracion genética poblacional en C.
virginica en los Estados Unidos. Mas recientemente, Kawamura et al. (2017) analizaron
poblaciones silvestres de C. gigas de las costas de Japon a partir de secuencias del gen NADH
deshidrogenasa 5 (ND3) y reportaron una alta diversidad genética pero con una limitada

diferenciacion genética entre las poblaciones.

1.3.3. Microsatélites

Los microsatélites son secuencias de ADN constituidas por repeticiones de motivos
nucleotidicos de 1 a 6 pares de bases (Hancock, 1999). Este tipo de secuencias se han encontrado
tanto en genomas eucariontes como procariontes e incluso se han identificado en genomas de
mitocondrias y cloroplastos. Los microsatélites se distribuyen en regiones no codificantes y se

caracterizan por ser altamente polimorficos en cuanto a su longitud, por lo tanto, son regiones
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adecuadas para usarse como marcadores moleculares en el nivel poblacional (Zane et al., 2002).
Este alto grado de polimorfismo es consecuencia de una elevada tasa de mutacion (desde 107
hasta 10 mutaciones por sitio por generacion) que se atribuye a eventos de inserciones y
eliminaciones durante la replicacion del ADN. Debido al alto grado de polimorfismo en el
tamafo y a que estos marcadores son codominantes, pueden ser estudiados como electromorfos,
lo cual reduce el tiempo y el costo de la técnica en los casos en los que es necesario estudiar

numerosas muestras y multiples loci.

Los microsatélites son marcadores moleculares ampliamente utilizados para identificar
diferencias genéticas incluso a nivel individuo. El grado de eficiencia de estos marcadores es tal
que son utilizados para realizar pruebas de paternidad. Existen trabajos donde se evalua la
variabilidad genética de poblaciones de C. gigas a partir de microsatélites. En este sentido, Li
et al. (2006) analizaron la variabilidad genética de cinco poblaciones cultivadas diferentes en
China, utilizando siete loci microsatelitales. Ellos identificaron el grado de diferenciacion alélica
y la heterocigosis. Estos autores encontraron un ntimero promedio de alelos por locus entre 19
y 26 y valores de heterocigosis esperada entre los 0.456 y 0.926, lo cual indica una estabilidad
genética en la poblacion. También realizaron pruebas de distancias genéticas y pudieron deducir
que las poblaciones cultivadas en el norte son diferentes genéticamente a las cultivadas en el sur

de China.

Huvet et al. (2004), determinaron la tasa de hibridacion entre C. gigas y C. angulata,
tomando en cuenta que se ha demostrado que son especies muy cercanas. Estos autores
emplearon 8 microsatélites, de los cuales 5 fueron consistentes para un taxdn con menos pares
de bases que los reportados para las dos especies, lo cual hacia suponer una hibridacién natural.
Posteriormente se secuenciaron los 5 microsatélites que mostraron indicios de hibridacion,
encontrando mutaciones severas y concluyeron que probablemente se deba a genes nulos y
homoplastia. Empleando genes mitocondriales descubrieron que existe hibridacion entre C.
angulata y C. gigas en dos de las poblaciones silvestres de C. angulata estudiadas en Portugal
por lo que este es el primer reporte de la hibridacion natural de estas dos especies. Otro estudio
en donde el estudio poblacional con microsatélites es complementado con ADN mitocondrial

es el de Kawamura et al. (2017), ya mencionado en subcapitulo anterior.

17



En México las aportaciones sobre evaluacion de variabilidad genética de C. gigas
empleando microsatélites son escasas. Grijalva-Chon et al. (2013) analizaron la variabilidad
genética de los organismos utilizados como reproductores por el CREMES. En una muestra al
azar de 73 organismos encontraron 66 alelos y un total de 146 haplotipos en la muestra de los
reproductores y 68 alelos y 168 haplotipos en su descendencia, asi como una heterocigosis
observada de 0.65 para la muestra de los reproductores y 0.67 para la muestra de la
descendencia, sin diferencia significativa entre ambas muestras. Ademads, todos los loci, a
excepcion de uno en la descendencia, mostraron deficiencias de heterocigotos segiin el modelo
de Hardy-Weinberg, pero no se encontraron evidencias de endogamia acumulada. Ellos
concluyeron que el nimero bajo en la heterocigosis es comun en la especie y mayormente en
especies cultivadas, ya que el control sobre la variabilidad genética no es considerado por los

laboratorios productores.

Los marcadores moleculares juegan un papel importante en el desarrollo de la
acuacultura desde la perspectiva de evaluar la variabilidad genética de las especies de interés,
principalmente porque es un atributo fundamental en el rendimiento de los cultivos, asi como
en la resistencia a los patogenos y a las fluctuaciones ambientales de las zonas de cultivo. Sin
embargo, en el caso particular de Crassostrea gigas en México, la variabilidad genética no es
monitoreada por los laboratorios productores de semilla, pero que deberia de ser uno de los

criterios a considerar para evaluar la calidad de la semilla.

1.4. Patogenos de moluscos bivalvos

El ostion japonés presenta generalmente buena resistencia a patégenos, sin embargo, existen
registros de infecciones principalmente por herpes virus de ostreidos tipo 1 (OsHV-1), Perkinsus
marinus 'y Marteilia refringens, los cuales estan tipificados como los patégenos con mayor
incidencia en cultivos tanto en México como en el mundo (Caceres- Martinez y Vasquez-
Yeomans, 2008). El primer estudio en América sobre afectacion de patdgenos en organismos
del género Crassostrea, se registro en Estados Unidos y el Golfo de México durante 1946 debido
a que se presentaron altas mortalidades de ostiones de la especie C. virginica, principalmente

asociandolas a bacterias y a contaminacion del agua (Ray, 1996).
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El primer reporte de OsHV-1 se registr6 en 1972 en los Estados Unidos causando altas
mortalidades en poblaciones silvestres de C. virginica (Farley et al., 1972). Posteriormente, en
larvas de C. gigas se presentaron las primeras infecciones en 1991 en Nueva Zelanda y en 1992
en Francia (Nicolas ef al., 1992). En México, Grijalva-Chon et al. (2013) y de la Re-Vega et al.

(2017) reportaron nuevas variantes de OsHV-1 en las costas de Sonora.

Posteriormente, se detect6 la presencia de Perkinsus marinus en ostiones nativos (C.
virginica) en los sistemas costeros del Atlantico en Estados Unidos y México (Ford, 1996).
Desde los primeros registros de aparicion de P. marinus, se han encontrado nuevas especies,
entre las que destacan P. olseni que infecta generalmente abulones en la zona costera de
Australia (Lester y Davis, 1981); P. atlanticus, descubierta en almejas de Portugal donde caus6
altas mortalidades (Azebedo, 1989); P. chesapeaki (McLaughlin et al., 2000) y P. andrewsi
(Coss et al., 2001) reportados en Estados Unidos. En el caso de México existen reportes de este
patdgeno en las costas de Sonora y Sinaloa (Cacerés-Martinez et al., 2008; Enriquez-Espinoza
et al., 2010, 2015; Caceres-Martinez et al., 2012; Villanueva-Fonseca y Escobedo-Bonilla,
2013; Escobedo-Fregoso ef al., 2015; Martinez-Garcia et al., 2017).

En lo que respecta a Marteilia refringens, los primeros registros de infeccion en
moluscos fueron reportados por Herrbach (1971), y Alderman (1979) en C. gigas de Europa,
particularmente en Inglaterra (Cahour, 1979) y en Espafia (Montes ef al., 1998). Se han
reportado otras especies de Marteilia destacando su alta patogenicidad, como M. sydnei y M.
lengehi reportadas en Australia (Kleeman y Adiard, 2000). En México se ha reportado la
presencia de M. refringens en el Golfo de California y que de hecho viene a ser el primer registro

para el Pacifico Americano (Grijalva-Chon et al., 2015; Martinez-Garcia et al., 2017).

La determinacion de la prevalencia de patogenos en los laboratorios productores es muy
importante ya que patégenos como OsHV-1 provoca mortalidades masivas en etapas tempranas
del desarrollo. En México existen comités de sanidad estatales que monitorean la sanidad de los
laboratorios productores, por lo que la inocuidad de las semillas ofertadas a los ostricultores es

un elemento esencial en la evaluacion de la calidad de la semilla.
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L.5. Variabilidad ambiental y desempefio biologico

Las tasas de crecimiento y supervivencia de C. gigas, estan influenciadas por diversos factores
ambientales entre los que destacan la temperatura, la disponibilidad de alimento y las densidades
de siembra. Las variaciones ambientales se ven reflejadas en las fluctuaciones del crecimiento
de C. gigas, y la tasa de reproduccidon y supervivencia de esta especie estd ligada a la

estacionalidad en los parametros del agua (Brown, 1988).

En este sentido, la temperatura esta intensamente relacionada al crecimiento. En México
existen trabajos sobre la influencia de este pardmetro en cultivos de C. gigas (Castillo-Duran et
al.,2010) en donde se ha reportado que las altas temperaturas disminuyen la tasa de crecimiento.
Asi mismo, Sicard et al. (2006) senalan que la temperatura 6ptima para el crecimiento de C.
gigas es de 19 °C. De igual manera, la calidad del agua en funcion del oxigeno disuelto y
nutrientes inorganicos como nitrato, nitrito, amonio y ortofosfato influyen en la supervivencia

y crecimiento de C. gigas. (Dridi et al., 2007).

En México, el ostion japonés se cultiva fundamentalmente en cajas ostricolas (cultivo en
suspension) y en costales de cultivo (Chavez-Villalba, 2014). Los estudios sobre crecimiento
son diversos, en México la tasa de crecimiento de C. gigas es una de las mas répidas a nivel
mundial, con tasas entre 0.221-0.290 mm/dia segun lo reportado por Islas-Olivares et al. (1982),
Céceres-Martinez et al. (1990) y Castillo Duran et al. (2010), alcanzando la talla comercial en
un ciclo de produccion de un afio. La tasa de crecimiento de C. gigas en otros paises como
Australia es de 0.0078 mm/dia, mientras que, en Nueva Zelanda, Handley (2002) reporta una
tasa de crecimiento de 0.117 mm/dia. En Francia la tasa de crecimiento para C. gigas es de

0.0119 mm/dia (Gangnery et al., 2003).

Los parametros del agua juegan un papel importante en el crecimiento y la supervivencia
de C. gigas, en este sentido se sabe que es una especie que presenta un amplio margen de
adaptabilidad a diferentes condiciones ambientales. Sin embargo, existen reportes de la relacion
de las altas temperaturas y los eventos de mortalidades en cultivos (Calvo ef al., 1999). A pesar
de ser una especie originaria de aguas templadas (Japon, regiones noroeste del Pacifico), se ha
reportado crecimiento en aguas calidas y tropicales (Kobayashi et al., 1997; Gangnery et al.,

2003). Otro aspecto a considerar en la sobrevivencia y crecimiento es la salinidad. Nell y
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Holliday (1988) sefialan que en estado larval el crecimiento y la supervivencia optima de C.

gigas en Australia se logra entre las 19 y 27 unidades.

El oxigeno disuelto influye directamente en el crecimiento de C. gigas, se ha estimado
que la especie puede adaptarse a concentraciones bajas de oxigeno disuelto, principalmente por
la naturaleza de su proceso respiratorio ya que al filtrar el agua genera movimiento de
conveccion el cual oxigena el agua (Samain, 2011). Existen reportes dentro de los primeros
cultivos comerciales de la especie, que afirman que una cantidad mayor de 9.5 mg/L de oxigeno
disuelto puede afectar considerablemente su crecimiento (Loosanoff, 1965). La cantidad de
materia organica que se oxida en el area de cultivo puede ser un factor determinante para la
variacion de este parametro, de igual manera la materia organica juega un papel importante en

las tasas de desarrollo de la especie, y es un factor a considerar al elegir un area de cultivo.

La disponibilidad del alimento para los cultivos comerciales es a menudo un factor
limitante en su desarrollo y modifica las tasas de supervivencia y de crecimiento de los ostiones
cultivados, de igual manera las tasas de materia orgénica influyen en su supervivencia (Barillé

etal., 1997).

Respecto a los laboratorios, la calidad del agua es un aspecto a evaluar en los criterios
de calidad. Si bien es cierto que los laboratorios ofrecen condiciones controladas, es necesario
diagnosticar la cantidad de materia organica y contaminantes que puedan afectar el protocolo

de produccion de las semillas y su desempefio en campo.

I.6. Teoria de la informacion: Enfoque de multimodelos

La implementacion de modelos de crecimiento en pesquerias es una herramienta util para
determinar las tallas, tiempos y volimenes de produccién para una especie en una zona
determinada. Desde el enfoque acuicola, el contar con una herramienta que permita modelar el
ciclo de vida de especies de interés es determinante para la sustentabilidad de esta actividad

econdmica (Burnham y Anderson, 2002).

El modelaje del crecimiento de C. gigas y otras especies comerciales se realiza

generalmente mediante el ajuste del modelo de von Bertalanffy (vB) descrito por la ecuacion:
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Lu= Lo (1- e (HO))

donde:

L= Longitud en tiempo

L. = Longitud méaxima teorica
k = Constante de crecimiento

to= Edad hipotética cuando L es 0

Los trabajos sobre la teoria de la informacion y el enfoque multimodelos para describir
el crecimiento de C. gigas son escasos. Gongora-Martinez y Aragén-Noriega (2017)
compararon los modelos von Bertalanffy y el von Bertalanffy estacional, para determinar el
patron de crecimiento del ostion japonés, determinando que el modelo estacional representa

mejor ajuste para la especie.

Existen antecedentes de la aplicacion de esta técnica en diversas especies en México.
Particularmente para el género Crassostrea, Chéavez-Villalba y Aragon-Noriega (2015)
modelaron el crecimiento individual de Crassostrea corteziensis, en la region del centro del
Golfo de California, utilizando cinco modelos de crecimiento, (1) von Bertalanffy, (2)
Gompertz, (3) Estacional, (4) Logistico y (5) Schnute-Richards. Concluyeron que el modelo
Schnute-Richards es el que mejor describi6 el crecimiento de la especie y cuya ecuacion es la

siguiente:

Ly=Lo(I+ge" %l
donde:
L« = Longitud en tiempo
L. = Longitud méxima tedrica
k = Constante de crecimiento
t = Edad a la talla L
to = Edad hipotética cuando L es 0

&t w=Pardmetros adimensionales
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Similarmente, Hidalgo-de la Toba et al. (2015) utilizaron esta técnica para elegir el
modelo mas apropiado para describir el crecimiento y la estructura poblacional de la almeja
sifon Panopea generosa, pero ellos emplearon los modelos (1) von Bertalanfty, (2) Gompertz,
(3) Johnson, (4) Logistico y (5) Schnute, encontrando que el modelo mas apropiado fue el

modelo Johnson. El modelo se describe con la siguiente ecuacion:

Ly = Lo & VG0N
donde:

L« = Longitud en tiempo

L. = Longitud maxima teorica

k = Constante de crecimiento

t = Edad a la talla L

to = Edad hipotética cuando L es 0

En el callo de hacha Atrina maura (Aragdn- Noriega, 2013) y en la almeja de sifon
Panopea globosa (Aragdén-Noriega et al., 2014), los modelos que mejor describieron el
crecimiento fueron el de von Bertalanffy y Gompertz respectivamente, este ultimo descrito por
la ecuacion:

Ly=Lo e-e* "
donde:
L= Longitud en tiempo
L. = Longitud méaxima teorica
k = Constante de crecimiento

to = Edad hipotética cuando L es 0

&t w=Pardmetros adimensionales

1.7. indice de condicién

Una forma de evaluar la condicion fisiologica de C. gigas es determinando el indice de
condicion, el cual genera informacion del estado nutricional del organismo, el valor comercial
y es un estimador de la salud de los cultivos (Baghurst y Michell, 2002). Existen diferentes

férmulas para determinar este indicador biologico, Crosby y Gale (1990) realizaron una revision
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de los diferentes indices de condicion y las modificaciones que han realizado diversos autores
segun las necesidades de cada investigacion y donde se propone esta metodologia como un
estimador de la condicion fisioldgica de los bivalvos. Linehan et al. (1999), utilizaron tres
indices de condicion para evaluar la condicion fisiologica y su variabilidad estacional en cultivos

comerciales de C. gigas. Los indices que compararon son los propuestos por:

1) Imai y Sakai (1961), con la ecuacion:
IC = espesor + [0.5(largo + anche)]™
2) Booth (1983), descrito con la ecuscion:
IC = peso seco » peso total™*
3) Walne (1976), descrite con la ccuacion:
IC = peso carne seca = peso de la concha seca

Los resultados de los indices determinaron que existen variaciones estacionales en las
poblaciones estudiadas, particularmente durante la estaciéon de verano en relaciéon con el
invierno y se concluyé que estas fluctuaciones pueden estar relacionadas con el crecimiento del

organismo y el inicio de la gametogénesis.

En México existen aportaciones sobre esta disciplina, particularmente Gallo-Garcia et
al. (2001) utilizaron el indice de condicion propuesto por Crosby y Gale (1990), con la siguiente

formula:

C = P5« 1000
~ PV — PSV
donde:

PS = Peso corporal seco (g)
PV = Peso vivo humedo total (g)
PSV = Peso seco de la concha (g)
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El indice anterior mostrd sensibilidad al detectar variaciones entre las poblaciones
cultivadas de C. gigas en Barra Navidad, Nayarit, y dichas variaciones fueron relacionadas a las

diferentes tasas de madurez sexual de los organismos muestreados.

Por otra parte, Barraza-Guardado et al. (2009) determinaron la variacion estacional del
indice de condicion de las semillas producidas en el CREMES en Sonora, México, y la ecuacion

que describe al indice fue:

il
I == « 100

PET

donde:
MO = Materia organica (g)
PST = Peso seco total (g)

Este indice demostré que existen diferencias estacionales entre los organismos
muestreados, con los mayores valores en invierno, mientras que los menores fueron en verano,
siendo estadisticamente diferentes entre si. Por otro lado, los valores de otofio fueron mayores
a los observados en primavera, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre
estas dos estaciones. Ese trabajo es relevante ya que no es comun el empleo de indices de
condicion en semillas (postlarvas) de C. gigas, la mayor parte de los trabajos se aplican a

juveniles o adultos.

Castillo-Duran et al. (2010) utilizaron el indice de condicion descrito por Walne y Mann
(1975), para evaluar el crecimiento de C. gigas v €. corteziensis cultivados en Sonora, México.

El indice utilizado fue:

P1= 1000
L P2

donde:
P1= Peso seco del tejido blando (g)

P2 =Peso seco de la concha (g)

Este indice sefiald poca variacion durante el verano y una variacion mas amplia en

invierno. La variacion del indice de condicién en C. gigas estd influenciada por factores
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ambientales, variabilidad genética, patdgenos, tecnologia de cultivo, densidad de siembra, entre
otros. Sin embargo, existe una relacion directa entre las variaciones de los valores del indice de

condicion y el inicio del desarrollo sexual ligado a la gametogénesis (Boscolo et al., 2003).

Los aspectos descritos anteriormente intervienen en el protocolo de produccion de
semillas de C. gigas y a su vez son elementos fundamentales para describir su calidad.
Evaluando estos elementos e identificando las problematicas puntuales de las etapas del
protocolo de produccion es posible generar los criterios para evaluar la calidad de los sistemas

de produccion y las semillas que ofrecen a los ostricultores.

Es importante destacar que después de muchas décadas de que el ostion japonés se introdujo
a varios paises fuera de su area geografica de origen, no existe una evaluacion seria que defina

los criterios de calidad que se deben de considerar para la produccion de semilla de calidad.
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II. OBJETIVOS

I1.1. Objetivo general

Evaluar de los factores criticos en la produccion de semilla de ostion Crassostrea gigas que

influyen en su desempefio en cultivo.

I1.2. Objetivos particulares

1))

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Identificar los puntos criticos en los protocolos de produccion de los cuatro laboratorios

productores de semilla participantes en este estudio.

Disefiar un esquema de evaluacion que incluya los criterios de la calidad deseable en las

semillas de ostion japonés y ponerlo a prueba en los cuatro laboratorios del estudio.
Determinar la variabilidad genética de las semillas provenientes de cada laboratorio.

Conocer la prevalencia de Marteilia refringens, herpesvirus de los ostreidos tipo 1
(OsHV-1) y Perkinsus marinus, en las semillas en la etapa de laboratorio y durante su

cultivo en el mar.

Evaluar el crecimiento, supervivencia e indice de condicion de las semillas provenientes

de cada laboratorio durante su cultivo en el mar.

Registrar la variabilidad de los parametros del agua en la zona del cultivo en el mar y

relacionarlo con el crecimiento de las semillas.

Modelar el crecimiento individual mediante el enfoque de la teoria de la informacion y

el enfoque multimodelo de las semillas provenientes de cada laboratorio.
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ITII. RESULTADOS

Los resultados de esta tesis generaron varios manuscritos de los cuales varios fueron aceptados
para su publicacion en diversas revistas cientificas y otros se encuentran en proceso de
evaluacion o acaban de ser sometidos. La Tabla 2 indica la relacion de los trabajos anteriores en

funcién de los objetivos particulares de la tesis y cual es su estatus hasta la fecha.

Tabla 2. Relacion de articulos cientificos en funcion de los objetivos particulares de esta tesis.

Objetivo
particular Titulo del articulo Condiciéon
ly2 Designing a protocol to evaluate Sometido a Aquaculture
Crassostrea gigas spat production in Engineering
hatcheries: identifying critical points
3 (Son 45 afios de aislamiento reproductivo  En revision en Aquatechnika

suficientes para impedir la amplificacion
de genes mitocondriales en el ostion del
Pacifico?

4,5y6 Biological performance of Crassostrea Aquaculture Research, 50(2):
gigas stocks produced at different 621-633. 2019
hatcheries and cultivated under same
environmental conditions.

Influencia de la variabilidad ambiental del Biotecnia, 21(2): 62-70. 2019.*
estero La Cruz (Sonora), en el crecimiento

y condicion del ostidon japonés

Crassostrea gigas.

7 Multi-model inference as criterion to Aquaculture International. En
determine differences in growth patterns  prensa.
of distinct Crassostrea gigas stocks. https://doi.org/10.1007/s10499-
019-00396-0

* Una version divulgativa fue publicada en Panorama Acuicola Magazine, 24(4): 26-35. 2019.
Ver Apéndice.
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Abstract

The oyster Crassostrea gigas (Thunberg 1793) is one of the most important species in the world
for shellfish aquaculture, and great part of cultivation activities rely on the use of spat produced
in hatcheries. This spat is often associated to high mortalities and low yields during field
cultivation but this aspect has been little studied. A survey was implemented in four different
hatcheries in Mexico to evaluate the production practices. In this sense, this paper analyzes 31
points of the different phases of C. gigas spat production. Results showed that hatcheries operate
with an intermediate control of the processes presenting six critical points (lowest rating), seven
points of attention (low-intermediate values), 15 points where at least one hatchery applies the
best alternative for production, and only three points where all the hatcheries scored the highest.
Major concerns are; the few oysters used in the spawning processes, that there is no control of
the crosses between them or with other oyster lines, and that genetic analyzes are never done.
Likewise, pedigree of broodstock is not documented and the genetic variability of spat is
unknown. Additional concerns are that hatcheries exhibit no control in estimates of number of
gametes produced nor in fertilization, hatching, settlement, survival rates obtained. More issues
were identified and analyzed where hatcheries would improve or progress in their production
processes. The findings could be a reflection of what happens in other countries with similar

practices for oyster spat production. Potential areas for future research are also identified.

Key words: broodstock, gametes, genetics, larvae, microalgae
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Introduction

Aquaculture is the industrial activity of food production that presents the highest growth in the
world with 6.9% annually (FAO, 2008). Shellfish aquaculture is one of the most important
representing 23.6% in 2010 with 14 million tons of clams (34%), oysters (32%) and mussels
(13%) as the main groups (FAO, 2016). Among oysters, the Pacific oyster Crassostrea gigas
(Thunberg 1793) is the principal species and denotes 97% of the cultivated organisms with a
global production of 625,925 tons in 2014 (FAO, 2016; Azéma et al., 2017). The leading
producers of Japanese oysters are China, Japan, Korea, France and United States; in this country,
the species symbolizes an industry of 277 million US dollars and more than 15,000 jobs (FAO,
2016).

Due to its high tolerance to environmental conditions and a high potential for rapid
growth, the Pacific oyster is present in practically all the seas of the world; it has been introduced
in more than 60 countries and in many of them is currently cultivated as non-native species
(Diederich et al., 2004; Miossec et al., 2009). Much of this success is because the species is
highly fecund and easy to reproduce in hatcheries (specialized production centers) (Guo, 2009).
Today, C. gigas is one of the most important bivalve species produced by artificial reproduction
(Corporeau et al., 2012). Hatcheries produce seed and/or spat, which are terms applied to the
early juvenile stage of bivalve development (spat is the term preferred in this document) (Helm
et al. 2004). The spat can be acquired in many hatcheries around the world allowing oystermen
and interested producers to carryout trials for introductions into new regions each year.

Pacific oyster farming traditionally relies on spat collected from the wild (Boulais et al.
2015), but the success of wild spat collection is out of control of aquaculturists and mostly
depend on environmental, biological and anthropogenic factors (Marshall et al., 2010).
Nevertheless, hatcheries emerged as an alternative to artificially extend the breeding season of
commercially important species and to address problems where natural spat collection is not
possible, has decreased, or presents variability of natural spat recruitment from year to year
(Robert and Gerard, 1999; Frias and Segovia, 2010; Chavez-Villalba, 2014). A fact is that
unpredictable juvenile supply put at risk the availability of sufficient quantity of spat for cost-
effective cultivation activities. Thus, the importance of oyster spat production in hatcheries has
increased since they are needed to complete the natural spat supply for the shellfish industry

(Boulais et al., 2015). The dependency of spat from hatcheries can represent a great part of the
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total oyster production in some countries, for example it is around 40% in France, up to 80% in
China, and it is 100% in Mexico (Guo et al., 1999; Chavez-Villalba, 2014). Nations not having
commercial oyster hatcheries force farmers to use imported spat stocks produced in hatcheries
of other countries. For example, oyster farming in South Africa depends on spat from hatcheries
in Chile, Namibia, and United Kingdom (Nel et al., 2014). Thus, hatcheries are essentials for
supplying spat to maintain oyster production levels worldwide.

Hatcheries, as any company, should offer quality products that meet the needs of
customers. This implies that oyster spat should present, among other things, an appropriate size,
good physiological condition, and be free of pathogens to ensure suitable development when is
transferred to the field for cultivation. Nevertheless, reproductive success and profitability of
hatcheries remain inconsistent (Corporeau et al., 2012). For example, it is possible that the
performance of a spat lot it is not what was expected and presents problems. When there is an
issue with a recently acquired spat lot, oyster farmers use to believe they got a low-quality
product. In accordance with testimonies of some oystermen and literature, the most mentioned
obstacles for a normal development of spat are high mortalities after seeding, slower growth
rates than usual, and oysters that do not grow and stay small (dwarfism) (Uriarte et al., 2008).
In general, these issues and other problems with the spat are not reported in the scientific
literature and they are just registered in logbooks or reports but without a further follow-up. A
common practice when a farmer is observing recurrent “low-quality” spat coming from a
specific hatchery, they simply look for another provider and buy in a different hatchery. In the
present time is possible to find many hatcheries around the world offering a variety of products,
but price, availability and freedom from disease are the main criteria for choice, rather than
quantified yield (Nel et al., 2014).

Surprisingly, despite the economic and social importance of the Japanese culture of
oysters and their high technology, there is no formal methodology to evaluate the quality of the
spat produced in the hatcheries. There are several guides and technical manuals that describe
the stages of the oyster production process, but hatcheries adjust these guides to its
infrastructure, geographical location and technical capacity, generating infinity of adjusted or
modified protocols, that favor variations in spat quality they produce and therefore their

biological performance (Reynaga-Franco et al., 2019).
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As a first approach to a methodology to evaluate the spat produced in hatcheries, this
paper presents a protocol based on the analysis of 31 main components of the bivalve spat
production phases. This protocol was tested with information from four oyster hatcheries in
northwestern Mexico. The purpose of this work is to determine the relevance and practicality of
the proposed protocol, based on it identify and discuss the critical points in spat production,
provide useful evidence, formulate some general conclusions and identify potential areas for

future research.

Material and methods
Production protocol design

The protocol was designed for general aspects, as well as common practices (routines)
in each of the sections and in the different stages of production of each hatchery. To evaluate,
we assign a score according to the level of control observed in the different stages of production.
The scores awarded were based on the values suggested and reported in the FAO manuals and
guides and other scientific sources in relation to the breeding of bivalves (Utting and Spencer
1991, Helm et al., 2004, Sarkis and Lovatelli, 2007).

We use the following scores; 1 - poor, 2 - below average, 3 - average, 4 - good and 5 -
the best alternative, for the items where five alternatives were accessible; 1 - poor, 3 - average
and 5 - best alternative, for the items where there are three options available; and 1 - poor and 5
- better alternative, where there were only two possibilities. Table 1 shows the items that were

considered and the criteria to evaluate them.

Selection of participating hatcheries

In Mexico, Pacific oyster production is concentrated in the northwestern area of the
country, including the states of Baja California, Baja California Sur, Sonora and Sinaloa
(Chavez-Villalba, 2014). In this study, we counted on the collaboration of the most experienced
laboratories (more than 15 years of uninterrupted operation), named H1, H2, H3 and H4 for
identification purposes (See Reynaga-Franco et al., (2019) for details of the geographical

location of the hatcheries).

33



Evaluation of hatcheries based on the proposed protocol

To evaluate the hatcheries, using the protocol proposed here, three-day stays were
scheduled in each of the participating. polls and Interviews were conducted with the staff to
know the general operability, and taking photographs when allowed to document all production

Processes.

Results and discussion
Evaluation

The results of the evaluation of hatcheries are presented in Table 2. This allowed us to
identify six critical points corresponding to the items where all the hatcheries scored the lowest
values. Also, we identified seven points of attention where hatcheries recorded low -
intermediate values indicating that their procedures could be improved. Then we found 15 points
where at least one hatchery applies the best alternative for production and therefore this scored
the highest rating. Finally, we found just three points where all the hatcheries use the best
alternative for production.

In addition to the information generated from the polls and interviews, the operations of
each area within the hatcheries were documented, providing relevant complementary
information. We detect that the hatcheries staff deal with a variety of problems every day, but
most of them are not documented or disclosed. According to the technicians of the hatcheries,
even when the oyster spat production is something routine, every spawning induction event to
obtain the spat is a challenge. Some common problems are: insufficient number of broodstock,
low fertilization rates, deficient settlement, failures in microalgae cultures, presence of
pathogens, and equipment malfunction. Every point was analyzed and reviewed supported by
data from internal reports and logbooks well as personal communications and interviews with

the staff.

Production system
1. Operational systems

In this point hatcheries showed variation in their operational systems. While H1 and H2
combine semi-open with open systems, H4 combine semi-open with closed systems. In contrast,

H3 is the only using totally closed systems. Comparatively, the functionality of the facilities of
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H3 allows a greater efficiency in production, as well as greater controls within each stage. This

is an advantage for the production of spat.

2. Automation level

Similar to previous point, automation level showed variation depending on the hatchery.
Almost all the processes of H1 and H2 are manually operated, although in some phases, they
implemented semi-automated practices as for example the food supply in the nursery. Although
H4 also combine procedures, their manual operations are less numerous than in the other
hatcheries. In the case of H3, all the procedures are automated (water exchanges, feeding of
organisms, water temperature, etc.), which represents an advantage over the other hatcheries in

terms of efficiency.

3. Water quality

For successful operations hatcheries must ensure that good water quality exists most of
the time in all the areas of production. Thanks to the automation of processes, H3 can monitor
water quality three or more times daily being this one of the most efficient alternatives.
Nevertheless, the other hatcheries use to register the variables at least two times daily, what
represents also a good control with respect to the monitoring of water quality. In terms of
bacteriological tests, operators do not spend much time or anything on this aspect because H1,

H2 and H4 never carry them out and H3 does them occasionally.

4. Sanitary (pathogens) certification by government agencies

There are several pathogens that represent a threat to hatcheries since they produce high
mortalities in larvae, juveniles and adults. One of the pathogens that is causing more problems
is OHsV-1. This is the etiological agent of a highly prevalent viral infection affecting and
producing severe mortalities in all life stages of C. gigas worldwide (Pernet et al., 2012; Renault
2016). Ostreid herpesvirus type 1 affects spat more severely than adults (Peeler ez al., 2012) and
losses can be near total (Segarra et al., 2010). Diseases of farmed molluscs (oysters, scallops
and abalone) represent losses up to US $2 billion each year (Green et al., 2016).

Operators of all the hatcheries indicated that pathogens represent an important issue for

the proper functioning of their facilities and that everyone had ever experienced a problem with
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mass mortalities due to pathogens. Hatcheries in Mexico are required by law to perform analyses
of pathogens on broodstock, larvae and spat. In this sense, all hatcheries of this study meet this
requirement by sending samples for pathogen analysis, but the tests are restricted to detect only
OHsV-1. However, other pathogens as Marteilia refringens and Perkinsus marinus have been
reported affecting production in hatcheries and commercial cultivations of C. gigas in the Gulf
of California (Grijalva-Chon et al., 2015; De la Re-Vega et al., 2017; Martinez-Garcia et al.,
2017). This makes necessary that official analyzes extend and include the identification of other

pathogens to avoid dispersion of diseases and possible mortality outbreaks in oyster farms.

5. Sanitary (pathogens) certification by private diagnostic laboratories

Hatcheries in Mexico have the possibility to perform analyzes of pathogens in
institutions other than official agencies that may corroborate the presence of OHsV-1 but also
detect other pathogens. H1, H2 and H4 occasionally perform additional analysis but H3 is the
only one that sends samples to a third-party laboratory of each one of the lots produced to detect
additional pathogens. This indicates that H3 is committed to producing spat with higher sanitary
standards. No hatcheries reported problems due to the presence of pathogens, indicating that in

general, the examined hatcheries are producing healthy spat.

Broodstock
1. Origin

Prime material for the operation of any hatchery is the broodstock (adult oysters capable
to reproduce); they are obtained from the wild, commercial farms and/or from lots maintained
specifically as breeding stocks. Broodstock could come from local sites, from areas that are
more distant but within the same region, from remote locations but inside country limits, or from
other nations (Sarkis, 2011). In many cases, and particularly when using non-native species, it
is required to quarantine the stocks and rear the progeny in isolation (Helm et al., 2004). The
transport of broodstocks among sites are carried out by oystermen or through hatcheries, but
today, the transfers have been limited and are under a strict control to avoid dispersal of diseases
(Ishikawa, 2012). Other form of procuring broodstock is importing spat, putting it in cultivation
to grow-out and then selecting the largest organisms with better growth. In general, hatcheries

identify the origin of the broodstock by using oysters from a strict surveillance campaigns and/or
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selective breeding programs (Langdon et al., 2003; Li et al., 2011; Song et al., 2016).
Nevertheless, some hatcheries seem to have difficulties implementing strict controls on the
source of broodstock.

In our study, H1 and H2 explained that, in general, the original breeding oysters were
imported from United States and currently, H1 uses local oysters from their own farm and H2
employs resident oysters but they use to exchange broodstock with other hatcheries. However,
operators from these hatcheries emphasized that they have had difficulties to carry-out a precise
control on the source of their breeding oysters. The former because the crosses among several
lots are without a proper follow-up; often the lots, the crosses or the generations are
misidentified; and sometimes occurs unintentional mixtures of oysters between different lines
or specific lines with common cultivated oysters. Similarly, the origin of broodstock obtained
from organisms that were imported as spat from other countries and then cultivated, is usually
unknown. On the other hand, H3 and H4 have better control over the origin of their breeding
oysters. For instance, H3 is the only utilizing oysters coming from selective breeding programs
but they did not provide information about the traits by which these oysters are distinguished
from common lines. In the case of H4, they use local oysters chosen from internal selection

programs.

2. Selection

Among the advantages offered by hatchery-produced spat, are those related to genetic
resources of commercial important species. Use and exchange of genetic resources of native and
non-native bivalves are crucial for genetic improvement through interspecific and intraspecific
hybridization (see review of Guo, 2009). Disease-resistant strains and improvements of
desirable traits (weight, yield, and survival) are possible through family-based selective
breeding programs. One of the species with more studies focused on this subject is the Pacific
oyster (Miller et al., 2014; Rodrigues et al., 2016), and the investigations are currently
performed in several countries as in the USA (Evans and Langdon, 2006), France (Dégremont
et al.,2010), China (Wang ef al., 2012), and Australia (Kube et al., 2011).

As far as we know, in Mexico family-based selective breeding programs for C. gigas are
carried-out only in the Aquaculture Genetics and Breeding Laboratory at CIBNOR (La Paz,

Mexico). Because of intellectual property issues, the results of their genetically improved
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oysters have not been published and information about these lines is restricted. We believe this
laboratory provide with broodstock oysters to H3, who was the only hatchery to indicate that
their oysters came from this type of programs. H4 began operations with broodstock from USA
and currently has two oyster farms from which it selects its breeding oysters. H1 and H2 do not
know the pedigree of their oysters and they select broodstock based on size, shape of the shell,

and the growth rates observed in cultivation.

3. Stock of breeding oysters

This point is related to the previous two items. Here it is considered that the hatcheries
should have large stocks of oysters of which their origin and pedigree is well-known. We
obtained contrasting results considering that H1 has an intermediate knowledge of the origin,
does not know the pedigree but has stocks with numerous breeding oysters. H2 presents the
same conditions as H1 in terms of origin and pedigree, but has very small stocks of broodstock.
On the contrary, H3 is the best qualified in terms of origin and pedigree but also its stocks of
breeding oysters are very small. Finally, H4 has good control over the origin, they have an

average control of the pedigree, and have stocks with numerous broodstock.

4. Condition of breeding oysters (size and weight)

Whether the broodstock come from the wild or cultivation activities, oysters are
normally selected considering its general appearance (size, weight, shell morphology). For
example, experienced operators prefer oysters >120 mm of shell length and/or >100 g of total
weight for conditioning. The previous because larger oysters are normally fully developed
organisms and females are usually present in higher proportions considering that Pacific oysters
show protandric hermaphroditism as they mature first as males and then many change sex to
females (Buroker, 1983). In this regard, H1 and H4 use oysters of around 100 mm shell size and
an approximate weight of 150 gr. In contrast, H2 uses smaller breeding oysters with 60 mm
shell size and a weight of 75 g. In the case of H3, although their oysters come from a selection

program, they are small with dimensions similar to those used by H2.
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5. Conditioning

Conditioning is the procedure to stimulate the maturation of broodstock and attain a
spawning condition before and after the natural period when adults of the desired species are
releasing mature gametes in the sea (Helm et al., 2004). This practice is indispensable in the
provision of larvae for culture and is the manner hatcheries are able to extend their production
season (Utting and Spencer, 1991). The basic methods for broodstock conditioning are much
the same for all bivalves and commonly consist in placing oysters in tanks at low density with
high water flow maintaining elevated temperatures and a suitable food ratio. Gamete maturation
and spawning in oysters is mainly controlled by temperature and food supply (Lango-Reynoso
et al., 2006). Therefore, the strategy for conditioning is keeping temperature and salinity close
to values observed in nature when oocytes reach the mature stage (usually >20 °C and 15-35 of
salinity).

The conditions to which females are exposed during conditioning have a significant
effect on fecundity and on the quality of eggs subsequently spawned. For instance, variations in
the time of conditioning induced large fluctuations in egg lipid levels in Crassostrea virginica
and Mercenaria mercenaria (Gallager and Mann, 1986). In this sense, H1, H2, and H4 usually
conditioning their oysters for four weeks, while H3 carries out a longer conditioning of six
weeks. However, some operators indicated that they prefer not to perform any conditioning and
instead of this, they get fully mature oysters from their stocks and spawn them immediately
upon arrival at the hatchery. This allows them to save resources, but the spat production season

depend on when there are mature oysters in the wild and planning becomes more inconsistent.

6. Evaluation of conditioning

When oysters are conditioning, it is necessary to know when organisms reach
reproductive maturity and are ready to spawn. There are a number of ways of evaluating gamete
development in bivalves and these normally include; 1- visual observation in relation to the
relative mass, form and color of the gonads (Helm et al., 2004), 2- gonad indices showing the
relative weight (dry or wet) of the gonad to body weight (Sokolowski et al., 2010), 3- stripping,
where the gonad is cut with an scalpel and the gametes are recovered and examined
microscopically to determine sex and their state of development (Chavez-Villalba et al., 2002),

and 4- histological examination of the gonad where development stages are related to certain
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cytological characteristics (Rodriguez-Jaramillo et al., 2017). Of former methods, histology is
preferred because it offers the most comprehensive information. Likewise, Lango-Reynoso ef
al. (2000) mentioned that the most complete approach would consist in combine at least two
methods. In our study, the most common method is visual observation of the gonads in H1, H2,

and H3, while H4 is the only hatchery to use histological techniques for evaluate conditioning.

Gamete production
Once the broodstock reaches a mature condition, it is necessary to induce spawning or

look for a manner to obtain the mature gametes from the breeding oysters.

1. Number of breeding oysters in each spawning event

This is one of the critical points detected in this study. In practice, all the examined
hatcheries indicated that they use a reduced number of oysters to induce them to spawn, and it
is known that not all the organisms respond to stimuli so the actual number can decrease further.
This is more understandable for H2 and H3 who have small stocks of broodstock (point 3 of
conditioning). But even though H1 and H4 have larger lots, they place a few breeding oysters
to spawn. Ideally, a large number of broodstock should be used to spawn to increase genetic

variability.

2. Spawning method

There are three main methods used in hatcheries for obtaining the gametes; physical,
chemical and mechanical. In the first two, the organisms are not sacrificed and can be
conditioned and stimulated to spawn several times. In the mechanical is necessary to sacrifice
the oysters to obtain the gametes. In general, the physical method is known as the thermal
cycling procedure or thermo-stimulation and consist of exposing the organisms to changes in
water temperature; oysters are maintained around 30-40 minutes at low (cool) temperature, then
the water is drained and replaced with water at higher temperature. This water is drained after a
similar time period and replaced with cooler water and the procedure is repeated several times.
The importance is the differential between the lower and higher temperature, which will
normally be about 10 °C (Spencer, 2008). The chemical method uses inducers such as potassium

chloride, hydrogen peroxide, serotonin, etc., to provoke the spawning (Lopez et al., 2008).
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However, this method is rarely beneficial since gametes liberated using such inducers are often
less viable than with the other methods (Helm ef al. 2004). The mechanical method is commonly
known as “stripping” and is used in oviparous oyster species as C. gigas (Chavez-Villalba et
al., 2002). The procedure consists of open the oysters to expose the gonad to be cut repeatedly
with a scalpel, then the gametes are washed with filtered seawater into a beaker or bucket
containing seawater at culture temperature. Samples are examined microscopically to determine
sex and the appearance of the gametes. This method reduces inbreeding risks because oysters
are used only once and crosses can be made more carefully.

In the study, H1 and H2 combine spawning methods but they do not use them at the
same time; they use one or the other depending on the number of organisms expected for
spawning. In our results, H1 scored higher than H2 because they use more times the mechanical
than the physical method. Instead, H3 prefers the physical method because they do not want to
lose their breeding oyster that come from selection programs. In the case of H4, they were the

best rated because they normally uses the stripping method favoring genetic exchange.

3. Number of spawning events for each breeding oyster

The thermal cycling procedure is one of the most used in hatcheries due to breeding
oysters can be used for several spawning. Nevertheless, using a single broodstock over an
extended period and for various spawning, results in reduction of lipid content in eggs and low
larval yields through time (Gallager and Mann, 1986). Other situation of maintaining broodstock
for several spawning operations is increasing the probabilities that organisms from the same
parents will interbreed in the future. The risk of inbreeding is latent even when the high
heterozygosity rate of C. gigas has been reported (Correa et al., 2004).

Scoring in this item considered if the operators use the mechanical method more than
the physical method. Thus, the score is greater for H1 than for H2 when comparing the times
they reported to use mechanical over the other method because this is related to the number of
times a breeding oyster is used to spawn. As indicated in the previous point, H3 only uses the
physical method, therefore its oysters are spawned several times before being replaced by others.
H4 is the only hatchery that never uses a breeding oyster more than once for spawning, which

places it as the best in this aspect.
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4. Crosses between different oyster lines

The operators of the four hatcheries stated that sometimes they cross oysters from
different lines to try to favor genetic variability and in this way improve spat production. They
bring oysters from other hatcheries, from other growing areas, or from their own stocks but
employing organisms that had never been used before. However, in no case there is a formal
follow-up of the new line of oysters created, and the follow-up is only concreted to ask the oyster
farmers if they obtained better performance with that batch of organisms. Because of this, this

is other critical point detected to produce oyster spat.

5. Gamete counting

The range of gamete production of a C. gigas female oyster can vary between 2 - 60
million in each spawn (Chavez-Villalba et al., 2003), and this depend on the physiological state
of the oyster, the time of year, and the environmental conditions (natural or artificial). Therefore,
it is important to know the actual number of eggs produced by each female in every spawning
run. Although this seems to be a routine that everyone does, it is not the case for H2 that never
performs gamete counting and this part is done empirically. Operators of HI and H3 signaled
that they do not perform counting all the time, only when the workload allows them. In contrast,

H4 has implemented this routine and it is performed in every run.

6. Fertilization and hatching rates

If counting eggs is important, it is also vital to calculate fertilization and hatching rates
during each production run. When these rates are estimated, more accurate values of the
production volumes are obtained, and therefore, is possible to calculate the subsequent yields of
the different phases. This also allow to calculate production units as well as feeding volumes to
avoid the waste of resources. However, these procedures are not carried out by any hatchery,
they perform these phases empirically in every run. Some operators mentioned that, with the
experience acquired over several years, they could calculate the yields without making the
estimates. Others said that these are processes that consume a lot of time, so they prefer to spend

their time on other tasks.
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Larval culture

Culture of larvae comprises the management from the fertilized egg to the settlement
phase. The most important factors during this production phase involves controlling the density
of larvae carefully, provide feeding with the best cultured algae available, and keep cultures and

equipment as hygienic as possible.

1. Culture density

High larval densities in culture conditions may result in reduced growth and high
mortality because of competition for space and food and accumulation of metabolic wastes
(Wang et al. 2018). On the contrary, low densities may affect costs and fail to meet the demand
for mass production (Marshall et al., 2014). In general, high embryo stocking densities conducts
to anomalous development (Helm et al., 2004). Similarly, D-larvae densities higher than 15,000
— 20,000 organisms L', reduces growth and increases mortality (Caceres-Martinez and
Viésquez-Yeomans, 2014). Nevertheless, there are cases as that of Asmani et al. (2017), which
obtained good performances (growth rate of 13 um day ', survival of 87%, and metamorphosis
of 50%) for C. gigas at a concentration of 50,000 larvae L™!. On the other hand, the accumulation
of metabolites produced by high larval densities may result in great increases in bacterial
numbers. So this needs to be avoided by implementing complete water changes at regular
intervals throughout the D-stage to the beginning of metamorphosis. We found in this study that
larval densities used by H1, H2 and H3 are around 20,000 larvae L' which is considered an
average value. Nevertheless, H4 uses low larval densities (=10,000 larvae L) in their

cultivations, which seems better for obtaining higher performances.

2. Survival

Estimate survival during larval culture is important to maintain production levels as well
as to identify possible concerns related to the presence of pathogens or high waste loads.
Accumulation of metabolites can result in great increases in bacterial numbers and bacteria of
the genus Vibrio are implicated in mass mortalities of larvae. In general, larvae of C. gigas is
more susceptible to pathogens since its immune system has not been fully developed during
early developmental stages, leading to significant mortality in hatcheries (Song et al., 2016).

For instance, major hatchery crashes have been associated to the presence of Vibrio tubiashii
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and V. coralliilyticus during larval culture of C. gigas (Richards et al., 2015). Estimate larval
survival should be a routine activity in any hatchery, but none of the hatcheries perform this

activity. This makes it another critical point for spat production.

3. Settlement and metamorphosis

Settlement is the initial stage of metamorphosis and is characterized by larvae exploring
the bottom of tanks for a suitable place to settle. Metamorphosis is the second stage and it is
irreversible; it comprises substantial morphological and physiological changes from a
swimming larva to a spat (Spencer, 2008). Settlement is a dynamic process where larvae actively
respond to a wide range of variables or cues that may provide information to secure a site
appropriate for its post-settlement growth and survival (Steinberg ef al., 2002). The process is
affected by ecological, physiological, and molecular factors (Wang et al., 2015). Some of these
are related to microbial or bacterial biofilms, prey or predator, conspecifics, and macroalgal
hosts (Hay, 2009). In oysters, one of the main factors on larval settlement is the presence of
conspecifics (Diederich, 2005). This author found that recruitment of C. gigas larvae was higher
on conspecifics and was similar on both living substrate and dead oyster shells. The settlement
cue seems an insoluble glycoprotein in the organic matrix of C. gigas shells that acts as a
chemical signal for larval settlement of conspecifics (Vasquez et al., 2013). Therefore, setting
oyster larvae on shell chips of conspecifics is the normally used method of producing cultchless
spat in hatcheries of USA, France and Latin America (Robert and Gerard, 1999).

Before settlement and metamorphosis, the organisms go through different stages where
there is a risk of high mortalities. Also, many larvae that set fail to survive metamorphosis,
presumably because they have insufficient food reserves to complete this critical stage (Helm
et al., 2004). Until this point, the real number of oysters in production is relative. When
organisms pass through the larval to the spat stage, it is the moment in which the number of
oysters that can be considered for sale is more accurately known. That is why it is very important
to estimate the real number of organisms that went through the metamorphosis and became a
spat. However, this activity is not performed by any of the hatcheries, which makes it another

critical point to produce C. gigas spat.
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Culture of spat

The spat stage relates to bivalve larvae that have set and experienced metamorphosis
(Helm et al., 2004), and represents the moment when juveniles will eventually be transferred to
the sea for cultivation (Hoyoz-Chairez, 2004). Hatcheries provide whether eyed pediveliger
larvae or spat according to the preferences of the oyster industry. In some regions, pediveligers
are used for remote setting at oyster farms; the farmers themselves set them and grow the spat
using different methods. In other parts, hatcheries set the larvae and grow the spat until reaching
certain size (normally from 1.0 mm onwards) that oyster farmers are comfortable to manipulate

and grow (Helm et al., 2004). This is the case for the four hatcheries examined.

1. Sizes

The capacity to grow spat needs to be equally matched to handle that production to
whatever size the market requires (Helm et al., 2004). Hatcheries prefer to sale spat at the
smallest size possible because the economic implications of maintaining them in controlled
conditions. Nevertheless, hatcheries should have the ability to handle different spat grades
(sizes) at the same time to be able to better respond to the needs of each oyster farmer. In this
sense, H2 and H4 showed the capacity to run more than four different spat grades at the same
time. In contrast, H1 routinely operates with three different spat sizes, while H3 only handles

one size making it the lowest rated hatchery.

2. Survival

A routine activity during nursing is check numbers of spat and survival for every grade.
The percentage of spat that will survive is extremely variable and depend on density or biomass,
offering a proper diet, and the presence of pathogens. In this stage may occur abnormal mortality
events (Soletchnik et al., 2007), that are usually sudden and severe causing elevated mortalities
(up to 100%), and are mainly associated to OsHV-1 (Schikorski et al., 2011). As observed in
previous items, survival estimation is essential to calculate production units, feeding volumes,
and detect possible concerns, but this become more important in the spat stage where organisms
are closer to being put up for sale. In this aspect, the examined hatcheries do not pay much
attention because it is an activity that H1, H3 and H4 do occasionally, and H2 never carries it

out.
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3. Management (sale)

A factor to be considered is the time spat remains in nursing conditions, which depends
to a great extent on the size of spat preferred by oyster farmers to handle and cultivate. In tropical
and subtropical regions oysters may develop gonads during nursing conditions due to a
prolonged exposure to controlled temperatures and abundant food, which could have an effect
on growth, susceptibility to pathogens and survival (Segarra et al., 2010). The longer the spat
stay in hatchery, the grater will be the stress when transferred to the sea for cultivation, affecting
its biological performance and survival. However, the spat is more resistant to pathogens as
increasing in size (Dégremont, 2013), so it is another factor to be considered.

Operators explained that they plan several spawning events during the production season
and each one corresponds to a lot of spat for sale. Therefore, the first lot produced correspond
normally to the first spawning of the reproductive season. Generally, all the spat of this lot are
not sold at the same time and some may remain weeks in nursing conditions until the last oysters
are sold. Then, the second spat lot is produced and put-it up for sale, and then the third lot and
so on (normally three or four lots per production cycle). According to testimonies of some oyster
farmers about spat coming from the same spawning; the one that stays less in nursing conditions
produce better performance than the one that lasts longer in controlled conditions. Similarly,
they remark that spat quality diminishes as the production cycle progresses. These observations
may relate to findings of a study in a Mexican commercial hatchery producing C. gigas
(Pacheco-Carlon, 2016); they found that larval growth as well as metamorphosis success were
significantly higher for the first spawning of the reproductive season and yields decrease as the
reproductive cycle advanced. In this regard, hatcheries H3 and H4 reported that their spat lots
are normally sold after the first week of nursing. In contrast, H1 and H2 use to keep lots of spat

in nursing for several weeks before they are sold.

4. Genetics

Some contributions indicate that the main criterion to select broodstock should be its
genetic variability since this is a fundamental aspect in the yield and survival of spat during
cultivation (Yu and Li, 2007; Dégremont et al., 2007; Samain et al., 2007). It is known that
broodstock are the individuals that will provide the genetic stock to the spat produced in

hatcheries (Boudry et al., 2002). However, several studies have shown reduction of genetic
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variability in species used for aquaculture activities (Naish et al., 2013; Fisch et al., 2015),
including C. gigas (Enriquez-Espinoza and Grijalva-Chon, 2010). In this case, the issue is
attributed to the low number of broodstock used in hatcheries for reproduction and producing
spat (Li et al., 2006; Grijalva-Chon et al., 2013). There is also the problem of using related
oysters as broodstock, where the risk of relationship among them is high and increases the
possibility of producing spat with signs of inbreeding (Doyle, 2016; Huo et al., 2017). This
practice is due in part to restrictions in the transfer of oyster lots among sites making that
hatcheries use more frequently local specimens.

Analysis of the genetic variability of spat is crucial for oyster lines selection. If genetic
variability is not considered in the selection of C. gigas broodstock in northwest Mexico, oyster
culture will become unstable (Enriquez-Espinoza and Grijalva-Chon, 2010). However, these or
similar analyses are not implemented in none of the examined hatcheries, so it becomes another

critical point detected in the present study.

Microalgae culture

Unicellular marine microalgae, particularly flagellate and diatom species, constitute the
main food source for larvae, juvenile, and adult bivalves in hatcheries. They are cultured in
treated natural seawater enriched with nutrients, and its production is a critically important

aspect for the successful functioning of any hatchery (Helm ez al., 2004).

1. Microalgae species (recommended by manuals of FAO and other scientific sources)

There are many microalgae species used for bivalve rearing reported in the scientific
literature, for instance, Marshall et al. (2010) present the biochemical components and dry
weights of 16 species. Similarly, Helm ez al. (2004) prepared a list of the more commonly used
species; within the flagellate species they included Tetraselmis suecica, Dunaliella tertiolecta,
Isochrysis galbana, Isochrysis (T-1so), and Pavlova lutherii. It is important to note that
Isochrysis aff. galbana clone Tahiti (T-Iso) is currently known as Tisochrysis lutea (Bendif et
al., 2013). In the diatoms they included Chaetoceros calcitrans, C. gracilis, Thalassiosira
pseudonana, Skeletonema costatum, and Phaeodactylum tricornutum. All the examined

hatcheries maintain strains and cultivate a diversity of microalgae species and they use as food
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most of the varieties mentioned above. Therefore, this is one of the points where all the

hatcheries employ the best production alternative.

2. Production volumes

Hatcheries cultivate microalgae employing two alternatives; indoor using intensive
culture with artificial illumination, or outdoor operating extensive culture in large tanks or ponds
utilizing natural light. Whatever the cultivation option, hatcheries must calculate as accurate as
possible the volumes that they require to properly feed the bivalves at any of the stages of
development. A sub-production will not allow acceptable feeding while over-production will
generate additional costs of materials, reagents, electricity, etc. In our survey we detected that
all the hatcheries have an over-production of microalgae for all the phases of development.
Although this somehow ensures an adequate volume of microalgae for feeding, improvements

are needed to reduce the volumes and the costs associated.

3. Use as diets

Microalgae represent the vital food provision for broodstock conditioning, larvae
development, and spat production. During conditioning, broodstock is constantly supplied with
microalgae species rich in essential polyunsaturated fatty acids (PUFA); the type of diet will
largely determine the quality of the gametes produced (Coutteau and Sorgeloos, 1992; Brown
et al., 1998). There are a variety of microalgae species used for conditioning bivalves (see Utting
and Spencer, 1991; Helm et al., 2004), but the most commonly used for C. gigas are
Chaetoceros calcitrans and Tisochrysis lutea (Muller-Feuga, 2000; Da Costa et al., 2017). For
bivalve larval development is also necessary to offer a multi-specific microalgal diet (Rico-Villa
et al., 2006; Gonzalez-Araya et al., 2012). An effective mixed-algal diet must be composed of
two or three species with high nutritive values, often combining diatoms and flagellates (Robert
and Gérard, 1999). Marshall et al. (2010) explain that nutrition can be the dominant factor
influencing larval bivalve growth. These authors made a comprehensive review on the effects
of nutrition on larval growth and survival of bivalves in hatcheries indicating that a mixture of
the microalgal species Tisochrysis lutea and Chaetoceros calcitrans, has been the most
successful for larval bivalve rearing. This combination normally shows good physiological

performance and growth in Pacific oysters, apparently as it offers a good source of essential
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polyunsaturated fatty acids (PUFA) as 20:4n-6, 20:5n-3 and 22:6n-3 (Dudognon et al. 2015).
An important aspect during spat nursing is feeding; well-fed spat is fundamental for a good
biological performance (Robert and Gerard, 1999), and its physiological condition determines
the resistance to pathogens (Dégremont et al., 2007). Similarly, fatty acid reserves provide
resistance to a possible lack of food in the first phase of cultivation and help to tolerate stress of
habitat change (Muller-Feuga, 2000).

Although some hatcheries in our study do not pay much attention to calculate the number
of microalgae cells or to estimate the proportions for mixed diets, all the operators manifested
that they know the importance of offering a multi-specific microalgal diet for broodstock, larvae
and spat. So, all the hatcheries are offering bispecific and/or trispecific diets and because of this,

this is one of the points in which are using the best alternative for feeding.

4. Diet preparation

The more common issues when offering a microalgae diet in any production stage are
related to the use of poor quality algal cultures that may have become contaminated. During
larval culture there is the problem of over-feeding or under-feeding larvae. In general, it is more
detrimental to over-feed larvae since feeding rates are reduced and result in more food being
added to the tank than can be filtered by the larvae (Helm et al., 2014). For instance, Marshall
et al. (2010) calculated the theoretical maximum effective doses of C. calcitrans and T. lutea
for C. gigas larvae, suggesting 30,600 and 90,800 cells larva' day™! respectively. While the
ingestion rate of C. calcitrans is consistent with the upper value reported by Robert ez al. (2001),
the rate of 7. lutea exceeds fourfold the highest value provided in literature (Rico-Villa et al.,
2006), and is beyond the upper limits of what can really be ingested by larvae (Marshall et al.,
2010).

Other aspect is that frequently, diets and rations are not formulated with a great degree
of precision because little or no attention is paid to quantities (density of microalgae it is not
counted) or proportions for combination of microalgae species. In this aspect, the minimum rate
1s for H2 which occasionally perform cell counting before feeding but never execute calculations
of microalgae proportions for mixed diets. In the middle is H1, who sporadically calculate the
cells but always estimate the quantities for the combined diets. The best rating was for H3 and

H4 since they always count and determine the proportions for the diets.
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Final notes

In first place, we noticed differences in the way hatcheries in Mexico perform their
production processes and this undoubtedly affects the attributes of the spat produced by every
one of them. Hatchery H4 was the best evaluated (average 3.6) and it is possible to consider that
this has a good control on its procedures. Instead, hatcheries H1 and H3 rated lower because
they had an average control in their operations (averages 2.7 and 3.2 respectively). In relation
to H2, this obtained the lowest values (average 2.2) because in several processes they presented
a below the average or poor control. Nevertheless, it can be concluded that in general, production
of C. gigas spat in Mexico occurs under an average control of the production processes.

When a spat lot is sold, this can be sent to customers by diverse shipping ways (plane,
bus, personal delivery, etc.), or the clients can collect the spat directly in the hatchery. In any
case, the hatcheries guarantee that the spat is in perfect conditions to be seeded in a maximum
period of 24 hours. Although operators make the proper recommendations for seeding, there are
factors out of control or which corresponds to the oyster farmers handle. Among the factors
mentioned by hatchery operators, it is possible to mention problems during transportation (high
temperature, desiccation), mismanagement during arrival, seeding, or cultivation (first phases),
inappropriate environmental conditions for seeding (too high or too low temperatures and/or
salinities), mismatch with food availability, presence of persistent pathogens in the farms, etc.
All these aspects may affect the subsequent performance of the spat in the field, but they cannot

be attributed directly to the production processes of hatcheries.

Conclusions

The evaluation of oyster spat production in hatcheries is a highly complex issue given that
involves multiple aspects that include biological, technical, and infrastructure factors, as well as
the experience of the operators. As far as we have reference, this study is the first to compare
and evaluate the production of C. gigas spat in different hatcheries by means of a protocol that
considers all the phases involved in the process. Although the evaluation system employed here
may be improved either by adding or eliminating points or changing the way of rating, this
allowed us to identify a series of aspects from critical points, where there may be improvements,

and what is functioning as the best production practices. Although each laboratory around the
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world may have particular problems, the proposed evaluation protocol can be applied
universally.

Any oyster hatchery can improve its production if, when applying this evaluation
protocol, it detects processes with a low or intermediate rating. In the analyzed hatcheries under
this protocol, we detect several critical points that, if addressed, can improve their
competitiveness, and this would bring them benefits as better yields in the field and/or to be in
possibilities of contending for sale their spat in international markets. Any improvement will

have a positive impact on the oyster culture industry of the country.
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Table 1. Criteria to evaluate oyster spat production in hatcheries.

Production phase

Evaluated item

Criteria (scores)

General
characteristics of
the production
system

Broodstock

Operational system

Automation level

Water quality

Sanitary (pathogens)
certification before
government agencies

Sanitary (pathogens)
certification by

private institutions

Origin

Selection

Stock of breeding
oysters

Condition of
breeding oysters

Operate under closed (5), semi-open (4-3),
combine systems (3-2), or open (1) system.

Use automated (5), semi-manual (4-3),
combined (3-2), or manual (1) procedures.

Continuously monitors temperature, salinity,
oxygen, etc.; three or more times daily (5),
twice daily (4), once daily (3), weekly (2), or
occasionally (1).

Conduct  bacteriological tests in the
production areas; weekly (5), monthly (4-3),
yearly (2), or never (1).

Comply with mandatory analyzes; always (5),
occasionally (3), or never (1).

Perform  complementary  analyzes  of
pathogens; always (5), occasionally (3), or
never (1).

Know or clearly identify the origin of each
batch of breeding oysters for each production
run; always (5), occasionally (3), or never (1).

Knowledge of the pedigree of the breeding
oysters for each production run; always (5),
occasionally (3), or never (1).

They have more than 250 (5), 200 (4), 150 (3),
100 (2), or 50 (1) oysters of which to select
for reproductive processes.

Breeding oysters average 120 mm (5), 100
mm (4), 80 mm (3), 60 mm (2), or < 60 mm
(1) of shell length.

Breeding oyster average 200 g (5), 150 g (4),
100 g (3), 75 g (2), or 60 g (1) of total weight.
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Gamete
production

Larvae culture

Time of conditioning

Evaluation of
conditioning

Number of breeding
oysters in each
spawning event
Spawning method

Number of spawning
events for each
breeding oyster

Crosses between

different oyster lines

Gamete counting

Fertilization and
hatching rates

Culture density

Survival

Settlement and
metamorphosis

Perform conditioning during 8 weeks (5), 6
weeks (4), 4 weeks (3), 2 weeks (2), or do not
conditioning (1).

Take samples to determine gonad
development; always (5), occasionally (3), or
never (1).

Employ histological methods (5), stripping
(4), visual observation (3-2), or no evaluate
(1) gonad development.

They use more than 50 (5), 40 (4), 30 (3), 20
(2), or 10 (1) oysters for each production run.

Selection between mechanical (5), physical
(4), combine mechanical and physical (3-2),
or chemical (1) methods.

Participate just once (stripping or oyster
returned to the sea) (5), or participate in 2 or
more events (1).

Identification and follow-up of each oyster
line produced; always (5), occasionally (3), or
never (1).

Implement controls of gamete production
during each run; always (5), occasionally (3),
or never (1).

Perform calculations of these rates in each
production run; always (5), occasionally (3),
or never (1).

Use 10,000 (5), 15,000 (4), 20,000 (3), 25,000
(2), >30,000 larvae L' (1).

Perform calculations of survival rates in each
production run; always (5), occasionally (3),
or never (1).

Carry-on determinations of settlement rates or

after metamorphosis; always (5), occasionally
(3), or never (1).
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Culture of spat

Microalgae
culture

Sizes

Survival

Management (sale)

Genetics

Microalgae species
(recommended by
manuals of FAO and
other scientific
sources).

Production volumes

Use as diets

Diet preparation

Manage 4 or more (5), 3 (4-3), 2 (2), or 1(1)
size grades per production run.

Perform calculations of survival rates in each
production run; always (5), occasionally (3),
or never (1).

Sale of fresh new spat considering; 1 (5), 2
(4),3(3),4 (2), or more weeks (1) of nursing.

Genetic variability is determined for each lot
produced; always (5), occasionally (3), or
never (1).

They have strains and produce at least three
of the following species: Tisochrysis lutea
(formerly Isochrysis aff. galbana clone Tahiti
T-Is0), Chaetoceros calcitrans, C. gracilis,
Thalassiosira  pseudomona,  Tetraselmis
suecica, Skeletonema costatum; always (5),
occasionally (3), or never (1).

Equilibrated production (5), over-production
(3), under-production (1).

Use trispecific (5), bispecific (3), or
monospecific (1) diets for broodstock, larvae
and post-larvae.

Perform counting of microalgae cells before
feeding; always (5), occasionally (3) or never

(1).

Execute  calculations of  microalgae
proportions for mixed diets; always (5),
occasionally (3) or never (1).
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Table 2 Scores granted during the evaluation of the production of Crassostrea gigas oyster spat
in Mexican hatcheries (1 — poor, 2 — below average, 3 — average, 4 — good, and 5 — best

alternative).

Hatcheries
Production phase Evaluated item

Hl H2 H3 H4

Characteristics of the

production system Operational system 2 2 5 3
Automation level 2 2 5 3
Water quality (monitoring) 4 4 5 4
Water quality (bacteriological tests) 1 1 3 1
Sanitary (pathogens) certification before 5 5 5 5

government agencies
Sanitary (pathogens) certification by
private institutions

(O8]
(O8]
(9]
(O8]

Broodstock Origin 3 3 5 5
Selection 1 1 5 3
Stock of breeding oysters 4 1 1 5
Condition of breeding oysters (shell length

. 4 2 2 4

size)
Copdltlon of breeding oysters (total 4 ) ) 4
weight)
Time of conditioning 3 3 4 3

Evaluation of conditioning

Gamete production ~ Number of breeding oysters in each
spawning event
Spawning method
Number of spawning events for each
breeding oyster
Crosses between different oyster lines
Gamete counting 3 1 3 5
Fertilization and hatching rates

W W
Dhn D

[a—
[a—
[a—
[a—

Larvae culture Culture density 3 3
Survival
Settlement and metamorphosis

[a—
[a—
[a—
[a—

Culture of spat Sizes 3 5 1 5
Survival 3 1 3 3
Management (sale) 1 1 5 5
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Microalgae culture

Average rate of each
hatchery

Determine genetic variability

Microalgae species (recommended by
manuals of FAO and other scientific
sources).

Production volumes

Use as diets

Cells counting

Calculations proportions

1 1
5 5
3 3
5 5
3 3
5 1
27 22
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RESUMEN

El cultivo del ostion del Pacifico inicié en México hace 45 afios, primero con semilla importada
de los EUA y ahora se utiliza semilla producida en varios laboratorios nacionales. Los
ostricultores desconocen los pardmetros que definen la calidad de la semilla que compran, entre
ellos el nivel de la variabilidad genética disponible en los lotes ofertados. Con el fin de evaluar
y comparar la variabilidad genética de la semilla de ostion producida por cuatro laboratorios
mexicanos, se hizo un intento de amplificar y secuenciar la region no codificante mitocondrial,
asi como el gen ND5 mitocondrial con oligos reportados en la literatura cientifica. La
amplificacion de la region no codificante no fue posible debido al mal disefio de los oligos. A
pesar de la integridad del extracto de ADN del ostion, el gen NDS5 no fue posible amplificarlo
debido posiblemente a la modificacion del sitio de reconocimiento del oligo en dicho gen. La
separacion generacional del ostion cultivado en México con su fuente original hace necesario

disefiar nuevos oligos adecuados a las poblaciones establecidas en México.

ABSTRACT

The Pacific oyster culture in Mexico began 45 years ago, first with spat imported from the USA
and now with spat produced in several local hatcheries. Oyster farmers do not know the
parameters that define the quality of the spat they buy, among them the level of genetic
variability available in the lots offered. In order to evaluate and compare the genetic variability
in spat produced by four Mexican hatcheries, an attempt was made to amplify and sequence the
non-coding region and the ND5 gene of the oyster mitochondrial DNA with oligos reported in
the scientific literature. The amplification of the non-coding region was not possible due to the
bad design of the oligos. Despite the integrity of the extracted oyster DNA, the ND5 gene was
not able to be amplified possibly due to the modification of the oligo recognition site in the gene.
The generational separation of the oyster cultivated in Mexico from its original source
population makes it necessary to obtain new mitochondrial sequences in order to design new

oligos suitable for the populations established in Mexico.
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Introduccion

El ostion del Pacifico, Crassostrea gigas, fue introducido en México hace aproximadamente 45
afnos con el proposito de diversificar la acuacultura y las actividades pesqueras en la costa del
Pacifico del pais (Islas-Olivares, 1975; De la Rosa-Vélez et al., 1991; Chavez-Villalba, 2014).
Desde entonces ha sostenido a pequefios y medianos productores que atienden al mercado
nacional, aunque estan lejos de alcanzar el nivel de produccion de la industria camaronicola de
la misma costa mexicana. Esta actividad import6 semilla de ostién desde los EUA en sus inicios,
primero de organismos diploides y después de triploides, dependiendo de su disponibilidad.
Actualmente, en el pais existen varios laboratorios de produccion de semilla, principalmente
diploide, que atienden a los ostricultores. Esos laboratorios adquieren sus reproductores de las
mismas granjas ostricolas a quienes les venden la semilla, pero ocasionalmente obtienen

reproductores de América del Sur o de Europa.

En especies de interés acuicola y que estan sujetas a un ciclo de cultivo cerrado, con el
control total de la reproduccion y de la progenie, la variabilidad genética es un factor muy
importante que contribuye a la calidad de la especie ofertada al acuacultor. Esta variabilidad
puede reflejar los efectos de la seleccion artificial prolongada, la endogamia acumulativa, la
divergencia de la fuente original y los cuellos de botella poblacional, ya que todo lo anterior
conduce a una pérdida del potencial de adaptabilidad de las poblaciones (Barg, 1992). Los
estudios sobre la estructura y variabilidad genética poblacional en el ostion del Pacifico se han
llevado a cabo con alozimas, microsatélites, AFLP, y secuencias de ADN mitocondrial en
poblaciones naturales ((Ozaki y Fujio, 1985; Yang et al., 2000; Yu et al., 2008), ferales (Li et
al., 2003; Meistertzheim et al., 2013) y cultivadas (De la Rosa-Vélez et al., 1991; Launey y
Hedgecock, 2001, Li ef al., 2006; Enriquez-Espinoza y Grijalva-Chon, 2010).

En el estudio de la variabilidad mitocondrial, la region no codificante se ha usado
ampliamente para el analisis del polimorfismo y la variabilidad poblacional (Ferris y Berg,
1987; Allendorf et al., 2013). Sin embargo, recientemente el gen mitocondrial NADH
deshidrogenasa 5 (NDS5) se ha utilizado exitosamente para el andlisis de estructura genética
poblacional (Makhawi et al., 2013), incluyendo al ostion del Pacifico (Kawamura ef al., 2017).
En el caso de C. gigas cultivado en México, se ha estudiado poco, con excepcion de algunas

investigaciones con alozimas (De la Rosa-Velez et al., 1991; Correa et al., 2004; Enriquez-

67



Espinoza et al., 2010), y microsatélites (Cruz et al., 2007; Grijalva-Chon et al., 2013). Con el
fin de comparar las diferencias en la variabilidad genética de la semilla de ostion disponible en
el noroeste de México, se pretendi6 llevar a cabo un estudio genético poblacional considerando

al semilla producida por cuatro grandes laboratorios de produccion de la region.

Materiales y métodos

En mayo del 2014 se recibieron cuatro lotes de 10,000 semillas de cuatro de los principales
laboratorios de produccion del noroeste de México. Las semillas fueron cultivadas en moédulos
Nestier distribuidos en linea madre en la laguna costera La Cruz, Sonora, México (Golfo de
California, 28°47'34" N, 111° 53' 27" W, ver Reynaga-Franco et al. (2019) para los detalles de
los laboratorios y sus ubicaciones geograficas). Después de tres meses de cultivo, se tomaron
50 organismos por lote, la concha fue removida y el tejido blando fue preservado en tubos de
1.5 ml con etanol obsoluto (>95%) y transportados al Laboratorio de Ecologia Molecular de la
Universidad de Sonora para ser procesados. Subsecuentemente, se tomé una porcion de 20-25
mg del tejido preservado y se realizo la extraccion del ADN con el juego de reactivos QIAamp
DNA Mini Kit, de acuerdo a las especificaciones del fabricante (QIAGEN). La concentracion

(ng/ul) y la pureza (A260/A280) se estimaron con un espectrofotometro Nanodrop 1000.

Para corroborar la integridad de los extractos de ADN, asi como la ausencia de factores
inhibidores, se llevéd a cabo una amplificacion por PCR con los oligos universales CAS1S: 5'-
GGAATTGACGGAAGGGCACC-3'" 'y CAS2: 5-ACGGGCGGTGTGTACAAAGG-3',
reportados por Le Roux et al. (1999). Estos oligos amplifican una seccion de 521 pb del gen
nuclear 18S rDNA de un gran nimero de especies de eucariotas, incluyendo a los moluscos.
Para evaluar la variabilidad genética de C. gigas, se seleccionaron la region no codificante
mitocondrial y el gen mitocondrial NADH subunidad 5 (NDS5). Para obtener un amplicon
esperado de 739 pb de la regidon no codificante se utilizaron los oligos 5'-
TCACAAGTACATTTGTCTTCCA-3'y 5'-AACGTTGTAAGCGTCATGTAAT-3' reportados
por Aranishi y Okimoto (2005). Para el gen NDS3, se utilizaron los oligos CgND5.6 F5: 5'-
TAGCCCTACAGTTTCATTATCG-3' y CgNDS5.6 RS: 5'-
AAATACTTACAGGAAAAAGCGA-3', reportados por Kawamura et al. (2017) y que

amplifican un fragmento de 524 pb. Todas las reacciones de ADN se llevaron a cabo con las
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mezclas liofilizadas PuRe Taq Ready-to-Go PCR beads (GE Healthcare) siguiendo las
proporciones y condiciones de PCR recomendados por los autores mencionados arriba.
Adicionalmente, llevamos a cabo algunas pruebas para modificar las condiciones reportadas por
los autores de los oligos utilizados en este estudio. Primero, modificamos los tiempos de los
ciclos térmicos para la desnaturalizacion, alineacidon y extension reportados por Arinichi y
Okimoto (2005), ya que ellos reportaron unos pocos segundos para cada paso y nosotros los
incrementamos a 60 segundos. En el caso de los oligos para la region no codificante y el gen
NDS5, llevamos a cabo pruebas de gradiente para la temperatura de alineacion (de 51 a 61 °C
para los oligos de la regién no codificante, y de 50 a 59 °C para los oligos de ND5) y para
concentracion de MgCl (de 1.5 a 5.0 mM). Las amplificaciones de ADN se llevaron a cabo en
un termociclador BioRad DNA Engine, y ademas en una réplica de 10 organismos por lote en
un termociclador Techne TC-412. Las electroforesis se realizaron en geles de agarosa al 2% a

15 V/em por 40 minutos para observar los resultados de las amplificaciones.

Resultados y discusion

El promedio del cociente Aaso/Azso fue de 2.07+0.2, considerando las 200 muestras, lo que
indica un aceptable valor de pureza. Sin embargo, no fue posible obtener amplicones de las dos
regiones mitocondriales en ninguna de ellas, ni con las condiciones originales reportados por
los autores, ni con el cambio de los pardmetros de los ciclos termales, ni cambiando de
termociclador. Sin embargo, debido a que los oligos universales corroboraron la ausencia de
factores inhibidores, la integridad y buena calidad de los extractos de ADN (Fig. 1), se llevo a
cabo un andlisis de la calidad del disefio de los oligos utilizando la plataforma informatica
Multiple Primer Analyzer disponible en www.thermofisher.com. Este analisis demostré que los
oligos para NDS5 estan bien disefiados, pero los reportados por Arinichi y Okimoto (2005)

forman dimeros (Fig. 2) que los hacen inttiles para la amplificacion de ADN de ostion.

El uso de oligos reportados en la literatura cientifica ahorra tiempo, dinero y esfuerzo ya
que representan el esfuerzo validado de un grupo de investigacion. Sin embargo, existen caso
del uso extendido de oligos y en donde afos después se demuestra que dan como resultado una
alta frecuencia de falsos negativos (Lynch et al., 2013). Sorprendentemente, considerando el

tiempo transcurrido, no encontramos literatura cientifica que reportaran el uso de los olitos de
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Arinichi y Okimoto (2005), ni otros estudios que reportaran haber fallado en replicar los
resultados de esos autores. Considerando que los oligos universales dan resultados favorables,
y que hay un mal disefio en los oligos reportados por Arinichi y Okimoto (2005), se puede
considerar que la causa de la amplificacion negativa de ND5 es la variacion de las secuencias
diana en los ostiones. Si consideramos que el ADN mitocondrial tiene una alta tasa evolutiva,
de 5 - 10 veces mas rapida que el ADN nuclear (Brown et al., 1979), y el tiempo transcurrido y
el aislamiento de las poblaciones de los ostiones cultivados en México con su poblacion fuente
silvestre en Japon, puede haber ahora un grado de diferenciacion genética que evite la
amplificacion por PCR con los oligonucleétidos reportados por Kawamura et al. (2017) debido
a mutaciones puntuales acumuladas en la secuencia de reconocimiento del ostion. Sin embargo,
para tener una idea de la magnitud de la divergencia entre los ostiones aislados y cultivados en
el continente Americano y las poblaciones naturales del Pacifico oeste, es necesario buscar un

adecuado marcador mitocondrial, lo cual seria interesante abordar al corto plazo.

El uso de microsatélites es una buena alternativa para el estudio de la estructura genética
poblacional en C. gigas (Magoulas et al., 1998; Huvet et al., 2000; McGoldbrick et al., 2000;
Launey y Hedgecock, 2001; Li et al., 2003; Li et al., 2006; Yu et al., 2008; Grijalva-Chon et
al., 2013), pero el analisis de secuencias de genes mitocondriales es una metodologia mas
econdémica y que requiere menos tiempo en el laboratorio y en el andlisis de datos. Por esta
razon, es necesario disefiar nuevos oligos para el andlisis genético del ostion del Pacifico
cultivado en el continente Americano y en particular en México. Sin embargo, aunque existe
informacion de mitogenomas de Crassostrea (Yu y Li, 2012), no hay informaciéon sobre
secuencias moleculares de organismos cultivados en América para que nuevos oligos se puedan
disefiar a partir de ellos. Esto es una necesidad que debe de ser abordada y resuelta en el corto

plazo.

El analisis de la variabilidad genética de la semilla de ostion producida en el noroeste de
Meéxico es uno de los elementos necesarios para evaluar la calidad de la semilla ofertada, ya que
una parte fundamental de sus atributos viene de los progenitores, los cuales son seleccionados
por sus atributos fisicos y no por sus atributos genéticos. Como una medida de la diversificacion
de la variabilidad genética, algunos laboratorios intercambian reproductores, ocasionalmente
con importaciones del exterior (Grijalva-Chon et al., 2013), pero nadie ha importado organimos

de Japon o de sus aguas adyacentes.
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Desde la perspectiva de los propietarios de los laboratorios no es muy redituable pagar
los costos de un monitoreo genético para cada lote producido, ni siquiera una vez al afio. Si esto
se hiciera, se pudieran realizar los ajustes necesarios para mantener una variabilidad genética
estable y se podria obtener una semilla con una mejor resistencia a los patdogenos, mejores tasas
de crecimiento y mejor desempefio biologico en general (Dégremont ef al., 2007). Ademas, para
reforzar la calidad de la semilla, se tiene que implementar un estricto seguimiento del pedigri
para mantener un nivel aceptable de heterocigosis y un minimo de endogamia. La relevancia de
la variabilidad genética en la semilla de ostion es innegable, por lo que establecer un criterio
para evaluarla e incluirlo en los protocolos de produccion es uno de los principales retos en este

campo para los laboratorios de produccion en el mundo.

Conclusiones

En acuacultura, el estimar la variabilidad genética en los linajes seleccionados por los
laboratorios de produccion proporciona informacion que puede ser relacionada con el
desempefio bioldgico de los organismos cultivados. De esta forma, un linaje con un buen nivel
de variabilidad genética seguramente generara buenos niveles de produccion al momento de la
cosecha. En el caso de los linajes de ostion del Pacifico estudiados aqui, se desconoce el nivel
de variabilidad genética asociada a ellos. La tasa mutacional del genoma mitocondrial es mucho
mas elevada que la del genoma nuclear, y considerando que el ostion del Pacifico cultivado en
México tiene mas de 40 afios de aislamiento de su poblacion nativa, es necesario obtener la
secuencia de la region no codificante mitocondrial de los linajes mexicanos para disefiar nuevos

oligos que permitan utilizar esta seccion del genoma para estimar la variabilidad genética.

Agradecimientos

Agradecemos a Andrés Hernandez-Ibarra y Josué Valenzuela-Diaz (CIBNOR), Martin Rodrigo
Acedo-Valdez (Universidad de Sonora) y Victor Vera-Lopez (CREMES) por su ayuda técnica

de campo.
Conflicto de intereses

Los autores declaran que no existe conflicto de intereses.

71



Financiacion
Este proyecto fue realizado con el financiamiento de Fundacion Produce Sonora (proyecto 898-

1). El primer autor recibi6 una beca del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia

(CONACYT), México.

References

Allendorf, F.W., Luikart, G. and Aitken, S.N. (2013). Conservation and the Genetics of
Populations. Wiley-Blackwell. Chichester, UK.

Arinichi, F. and Okimoto, T. (2005). Sequence polymorphism in a novel noncoding region of
Pacific oyster mitochondrial DNA. Journal of Applied Genetics 46: 201-206.
https://pdfs.semanticscholar.org/0f50/616cbd1a9239¢33¢305¢489021d5d4£579be.pdf

Barg, U.C. (1992). Guidelines for the promotion of environmental management of coastal
aquaculture development. FAO Fisheries Technical Paper. No. 328. FAO. Rome. 122 p.
http://www.nativefishlab.net/library/textpdf/15577.pdf

Brown, W.M., George Jr., M. and Wilson, A.C. (1979). Rapid evolution of animal
mitochondrial DNA. Proceedings of the National Academy of Sciences U.S.A. 76: 1967-
1971. https://doi.org/10.1073/pnas.76.4.1967

Chavez-Villalba, J. (2014). Cultivo de ostion Crassostrea gigas: Analisis de 40 afios de
actividades en México. Hidrobiologica 24 175-190.
https://hidrobiologica.izt.uam.mx/index.php/revHidro/article/view/577/168

Correa, F., Collinsm, E., Oceguera, A., Cordero, B. and Dominguez, D. (2004). Allozymic
variation in the Pacific oyster Crassostrea gigas from San Quintin Bay, Baja California,
Mexico. Ciencias Marinas 30: 89-97.

http://www.cienciasmarinas.com.mx/index.php/cmarinas/article/view/118/97

Cruz, P., Yafiez-Jacome, B., Ibarra, A.M. and Rangel-Becerril, J. (2007). Isolation and
characterization of microsatellite loci in the Pacific pleasure oyster, Crassostrea
corteziensis, and their cross-species amplification in four other oyster species. Molecular

Ecology Notes 7: 448—450. https://doi.org/10.1111/5.1471-8286.2006.01613.x

72



De la Rosa-Vélez, J., Gutiérrez-Wing, M.T. and Radilla-Camacho, R. (1991). El ostricultivo de
Bahia de San Quintin, B.C. México; Aspectos genéticos. Ciencias Marinas 17: 133-147.

http://www.cienciasmarinas.com.mx/index.php/cmarinas/article/view/812/737

Dégremont, L., Ernande, B., Bédier, E. and Boudry, P. (2007). Summer mortality of hatchery-
produced Pacific oyster spat (Crassostrea gigas). 1. Estimation of genetic parameters for
survival and growth. Aquaculture 262: 41-53.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2006.10.025

Enriquez-Espinoza, T.L. and Grijalva-Chon, J.M. (2010). Genetic variability of Crassostrea
gigas and Crassostrea corteziensis from a hatchery in northwestern Mexico. Ciencias
Marinas 36: 333-344.

http://www.cienciasmarinas.com.mx/index.php/cmarinas/article/view/1609/1743

Ferris, S.D. and Berg, W.J. (1987). The utility of mitochondrial DNA in fish genetics and fishery
management. En: Population Genetics and Fishery Management. N. Ryman y F. Utter
(eds.), pp. 277-299. University of Washington Press. Seattle, USA.

Grijalva-Chon, J.M., Izaguirre-Castro, O., Castro-Longoria, R., Lépez-Torres, M.A. and Hoyos-
Chairez, F. (2013). Variabilidad genética en ADN microsatélite de un nuevo linaje de
ostion (Crassostrea  gigas) en Sonora. Biotecnia 15(1): 12-18.

https://biotecnia.unison.mx/index.php/biotecnia/article/view/130/123

Huvet, A., Boudry, P., Ohresser, M., Delsert, C. and Bonhomme, F. (2000). Variable
microsatellites in the Pacific Oyster Crassostrea gigas and other cupped oyster species.

Animal Genetics 31: 71-72. https://doi.org/10.1111/j.1365-2052.2000.579-5.x

Islas-Olivares, R. (1975). El ostion japonés (Crassostrea gigas) en Baja California. Ciencias

Marinas 2: 58-59.
http://www.cienciasmarinas.com.mx/index.php/cmarinas/article/view/270/229

Kawamura, K., Miyake, T., Obata, M., Aoki, H. and Komaru, A. (2017). Population
demography and genetic characteristics of the Pacific Oyster Crassostrea gigas in Japan.
Biochemical Systematics and Ecology 70: 211-221.
https://doi.org/10.1016/j.bse.2016.12.006

73



Launey, S. and Hedgecock, D. (2001). High genetic load in the Pacific oyster Crassostrea gigas.
Genetics 159: 255-265. http://www.genetics.org/content/159/1/255

Le Roux, F., Audemard, C., Barnaud, A. and Berthe, F. (1999). DNA probes as potential tools
for the detection of Marteilia refringens. Marine Biotechnology 1: 588-597.
https://doi.org/10.1007/PL0O0011814

Li, G., Hubert, S., Bucklin, K., Ribes, V. and Hedgecock, D. (2003). Characterization of 79
microsatellite DNA markers in the Pacific oyster Crassostrea gigas. Molecular Ecology

Notes 3: 228-232. https://doi.org/10.1046/5.1471-8286.2003.00406.x

Li, Q., Yu, H. and Yu, R. (2006). Genetic variability assessed by microsatellites in cultured
populations of the Pacific oyster (Crassostrea gigas) in China. Aquaculture 259: 95-102.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2006.05.030

Lynch, S.A., Dillane, E., Carlsson, J. and Culloty, A. (2013). Development and assessment of a
sensitive and cost-effective polymerase chain reaction to detect ostreid herpesvirus 1 and

variants. Journal of Shellfish Research 32: 657-664. https://doi.org/10.2983/035.032.0305

Magoulas, A., Gjetvag, B., Terzoglou, V. and Zouros, E. (1998). Three polymorphic
microsatellites in the Japanese oyster, Crassostrea gigas (Thunberg). Animal Genetics 29:

69-70. https://doi.org/10.1046/5.1365-2052.1998.00221.x

Makhawi, A.M., Liu, X.B., Yang, S.R. and Liu, Q.Y. (2013). Genetic variations of ND5 gene
of mtDNA in populations of Anopheles sinensis (Diptera: Culicidae) malaria vector in

China. Parasites and Vectors 6: 290. https://doi.org/10.1186/1756-3305-6-290

McGoldbrick, D.J., Hedgecock, D., English, L., Baoprasertkul, P. and Ward, R.D. (2000). The
transmission of microsatellite alleles in Australian and North American stocks of the

Pacific oyster (Crassostrea gigas): selection and null alleles. Journal of Shellfish Research

19: 779-788. https://doi.org/10.2983/0730-8000(2008)27[985:A0OTPPA]

Meistertzheim, A.L., Arnaud-Haond, S., Boudry, P. and Thébault, M.T. (2013). Genetic
structure of wild European populations of the invasive Pacific oyster Crassostrea gigas
due to aquaculture practices. Marine Biology 160: 453-463.
http://dx.doi.org/10.1007/s00227-012-2102-7

74



Ozaki, H. and Fujio, Y. (1985). Genetic differentiation in geographical populations of the

Pacific Oyster (Crassostrea gigas) around Japan. Tohoku Journal of Agriculture Research
36: 49-61. http://hdl.handle.net/10097/00099758

Yang, R., Yu, Z., Chen, Z., Kong, X. and Dai, J. (2000). Allozyme variation within Crassostrea
plicatula and Crassostrea gigas from Shandong coastal waters. Journal of Fisheries of

China 24: 130-133. https://www.cabdirect.org/cabdirect/abstract/20000110849

Yu, H. and Li, Q. (2012). Complete mitochondrial DNA sequence of Crassostrea nippona:
comparative and phylogenomic studies on seven commercial Crassostrea species.

Molecular Biology Reports 39: 999-1009. http://doi.org/10.1007/s11033-011-0825-z

Yu, H,, Li, Q. and Yu, R. (2008). Genetic differentiation between Zhe oyster Crassostrea
plicatula and Pacific oyster Crassostrea gigas populations in China assessed by

microsatellite analysis. Fisheries Science 74: 88-97. https://doi.org/10.1111/;.1444-
2906.2007.01499.x

75



Figura 1. Amplificacién por PCR con los oligos CAS1S/CAS2. Linea 1: escalera de 100 pb.

Linea 2-3: amplicon de 521 pb en dos muestras de Crassostrea gigas.

Figure 2. Formacion de dimeros con los oligos reportados por Arinichi y Okimoto (2005) para

amplificar la region no codificante mitocondrial de Crassostrea gigas.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Production protocols as well as the origin of broodstock in hatcheries are the impor-
tant factors determining the attributes of Crassostrea gigas oyster spat. Spat from
diverse hatcheries may have different attributes for commercial activities. We
described the biological performance (growth and condition index — Cl) of spat
stocks produced at different hatcheries (H1, H2, H3 and H4), and simultaneously
cultivated in La Cruz lagoon (Mexico). Analysis of pathogens and genetic variability
was performed for each stock. Temperature, salinity, chlorophyll a and seston were
measured during samplings. Stocks showed similar growth patterns but each one
showed a distinctive curve. Temperature was the governing factor on growth but its
effect was variable depending on the stock and whether the temperature increases,
stays high or decreases. Availability of food was high producing elevated Cl. No
presence of pathogens was detected and it was not possible to obtain amplicons of
the mitochondrial regions. Despite differences in performance among stocks, all of
them showed higher values (growth rates, Cl, survival) than the standards reported
for the Gulf of California. These findings are useful for the production and cultiva-
tion of C. gigas, but more studies are needed to understand the influence of hatch-

ery protocols on spat quality.

KEYWORDS
condition index, genetic variability, growth, pathogens, spat, temperature

environment using collectors placed in strategic places during the

The Japanese oyster Crassostrea gigas (Thunberg, 1793) is the most
cultivated bivalve in the world with an aquaculture production of
625,925 tons in 2014 (FAO, 2017). The species is currently culti-
vated in almost all the seas of the world because of its great adapt-
ability to different environmental conditions and its rapid growth
(Diederich, Nehls, Beusekom, & Reise, 2005; Miossec, Le Deuff, &
Goulletquer, 2009). The spat or postlarva is the prime material for
cultivation activities and normally is obtained from the natural

spawning season (Robert & Gérard, 1999). Nevertheless, spat collec-
tion is affected by diverse factors as extreme environmental condi-
tions, pollution, low yields or absence of natural collection in some
regions (Mai et al., 2013; Neto et al., 2013). In these cases, oyster
farmers obtain the spat from certified hatcheries, which replicate the
reproductive cycle of the species under controlled conditions
(Chavez -Villalba, 2014). This strategy allows producing spat almost

in any time of the year, as well as obtaining spat free of pathogens,

Aquaculture Research. 2019;50:621-633.
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triploid organisms, among other benefits (Akashige & Kusuki, 1996).
These advantages have positioned hatcheries as fundamental ele-
ments to support the aquaculture industry of C. gigas worldwide. For
instance, China is the main world producer of Japanese oysters per-
forming almost all its cultivation activities using hatchery produced-
spat (Guo, Ford, & Zhang, 1999).

The hatchery-spat of most cultivated bivalve species is produced
using essentially the same methods and these are adapted to new
species without any great changes (Helm, Bourne, & Lovatelli, 2004).
In general, there are four production phases in any hatchery includ-
ing 1- broodstock conditioning, spawning and fertilization, 2- culture
of larvae (feeding, settlement and metamorphosis), 3- culture of spat
(nursing, remote setting), 4- culture of algae (as supply of food in
form of microalgae). These phases are meticulously described in
manuals or guides for the rearing of bivalve species (Helm et al.,
2004; Spencer, 2008; Utting & Helm, 1985). Despite this knowledge
and years of practice, reproductive success and profitability of hatch-
eries remain inconsistent (Corporeau et al., 2012).

The variation of success in hatcheries is associated to difficulties
that normally confront operators during each phase of spat produc-
tion. Although many issues are not reported in literature, the most
relevant concerns have been described in various studies. Some
examples are; (a) the reduction of genetic variability in oysters due
to the low number of broodstock used in hatcheries for reproduction
and producing spat (Dégremont, Lamy, Pépin, Travers, & Renault,
2015; Grijalva-Chon, Izaguirre-Castro, Castro-Longoria, Lépez-Torres,
& Hoyos-Chairez, 2013), (b) great variability in the quality of the
gametes, mainly related to the type of diet and rations of microalgae
used during conditioning (Chavez-Villalba et al., 2002; Soudant et al.,
1999; Utting & Spencer, 1991), (c) low growth rates during larval
culture correlated to the use of poor quality algal cultures, as well as
overfeeding or underfeeding larvae (Helm et al., 2004), (d) high mor-
talities during larval culture associated to the presence of bacteria
(Vibrio tubiashii, Vibrio coralliilyticus), viruses as Ostreid herpesvirus
type 1 (OsHv-1) and other pathogens (Burge et al., 2007; Friedman
et al., 2005; Petton, Boudry, Alunno-Bruscia, & Pernet, 2015; Solo-
mieu, Renault, & Travers, 2015), (e) changes in the seawater supply,
such low pH and high CO, conditions (Barton et al., 2015). Although
there is abundant information about microalgae species used in
hatcheries and their nutrimental characteristics (Da Costa et al.,
2016; Ponis et al., 2008; Volkman, Jeffrey, Nichols, Rogers, &
Garland, 1989), there are difficulties in maintaining healthy microal-
gae cultures and there are often inconsistencies in the formulation
of diets and rations for broodstock and larvae (Helm et al., 2004;
Hoyoz-Chairez, 2004). Is highly probable that previous factors, either
acting alone or combined, have an effect on gametes and larvae pro-
ducing a great variation of spat attributes.

Generally, there are no reports about the problems encountered
after seeding the spat in the field, most studies report performance
of organisms after having completed the cultivation cycle and reach-
ing commercial size. Nevertheless, Uriarte (2008) indicated that
bivalve spat produced in hatcheries (Chile), may present high mortali-
ties, low physiological condition and slow growth rates during early

stages. Some oyster farmers in Mexico confirm previous problems
with C. gigas spat from hatcheries, and add as a current concern the
oysters that do not grow and stay small (dwarfism) (F. Hoyos-
Chairez, personal communication, January, 2018; Hoyos-Chairez,
2004). These problems could be the confirmation that the complica-
tions faced during hatchery production affect spat performance (at-
tributes), highlighting the influence of protocols on this issue. If it is
also considered that hatchery operators adjust information from
guides and manuals to their technical capacity, infrastructure and
particular environmental conditions, then the number of variations in
the protocols multiplies. Therefore, it is possible to ask, how much
influence do these variations have on the biological performance of
the spat during cultivation?

In order to address this issue for the first time and try to postu-
late initial answers, we conducted a study to compare the biological
performance of C. gigas spat stocks produced at different hatcheries
and cultivated under identical conditions in the field. In particular,
we focused on: (a) define the genetic variability of each spat stock,
(b) describe and compare growth and physiological condition during
cultivation, (c) determine the presence of pathogens on spat and
adult oysters and (d) describe the variation of the environmental
variables and their possible influence on growth and condition. Find-
ings are discussed to formulate some conclusions, while drawbacks
are described as important factors limiting the scope of the study as
well as to identify potential areas for future research.

2 | MATERIAL AND METHODS

2.1 | Stocks of Crassostrea gigas

There are around 10 commercial hatcheries that produce spat of
C. gigas in northwestern Mexico; these operate independently and
employ oysters (broodstock) from diverse sources. For this study we
just could contact seven but only four agreed to participate in our
study being named H1, H2, H3 and H4 for identification purposes
(Figure 1). As a baseline information, the broodstock used by H1, H2
and H4 was originally imported from the United States, and from
these oysters each hatchery established their reproductive lines.
These organisms are normally cultivated in farms of each locality and
selected from here for the reproductive processes. In the case of
H3, broodstock come from a family-based selective breeding pro-
gram, but due to intellectual property issues no more information
was accessible. During the production cycle of 2014, we bought a
stock of 10,000 spat from each hatchery based on availability and
asking that lots were delivered in a specific date to initiate the
experiments in identical conditions. However, H2 and H4 could not
have the spat stocks on the agreed date and these were delivered 6
days later. The stocks were received in the city of Hermosillo (Mex-
ico) and then transported to the laboratory of the Kino-Unit of the
Universidad de Sonora for a general inspection before starting the
experiments. Samples of organisms were taken randomly from each
stock to determine the average shell height with an electronic caliper

and the average weight with a precision balance. Then the stocks
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were placed in cultivation to describe their performance in the field;
cultivation was performed from May 9 to December 10, 2014. Juve-
niles and adults from each stock were taken at random for the anal-
ysis of pathogens; before starting the experiments and at the end of
cultivation period, respectively. Samples of organisms were taken
during the third month of cultivation for analyses of genetic

variability.

2.2 | Performance of oysters during cultivation

The spat stocks were cultivated using the traditional system and
standard protocols (cleaning and maintenance) for oyster cultivation
in the region. The cultivation started placing the spat of every hatch-
ery inside 2 mm mesh-bags at an approximate density of 1,250 oys-
ter per bag, then the bags were placed in Nestier plastic trays. The
trays with bags were positioned in such a way that modules of five
trays were formed; four containing oysters and one with a polystyr-
ene float. Every hatchery produced two replicated modules and each
one was marked with a plastic band of different colour to identify
the oysters of each hatchery. All the modules were tied to longline
systems located at La Cruz lagoon (Sonora, Mexico;
28°47'58.00200" N: 111°54'55.54080" W) (Figure 1). Cultivation
density was reduced gradually every month (10%-15%), and oysters
were placed directly on trays when they reached a shell size
>15 mm. The maintenance consisted of placing clean trays, rinsing
the oysters with seawater, getting rid of predators and recovering
the empty shells and moribund oysters to estimate mortality.
Samplings to determine the individual growth of oysters were
performed every 2 weeks from May to August and monthly from
September to December 2014. In every occasion, a sample of 50
oysters from each replicate of every stock was taken to the labora-
tory to be brushed and rinsed with tap water (eliminate mud and
remove fouling). Then they were dried with blotting paper and

individually measured with an electronic caliper (shell height and
length), finally, the total weight of each oyster was obtained with a
precision balance. Daily growth rates of the shell were estimated
according to Chavez-Villalba, Hernandez-lbarra, Loépez-Tapia, and
(2008) using the equation DWR =t1 —t0/D;
where DWR = daily growth rate, t1 = final size of oysters for a

Mazén-Suastegui

specific period, tO = initial size of oysters for a specific period, and
D = number of cultivation days. Similarly, the daily weight increase
was estimated using the equation DWI = w1 — wO/D; where DWI =
daily weigh increase, w1 = final weight of oysters for a specific per-
iod, wO = initial weight of oysters for a specific period, and D = num-
ber of cultivation days.

After measurements, condition index (Cl) for juveniles <20 mm
shell length was determined based on Barraza-Guardado, Chavez-Vil-
lalba, Atilano-Silva, and Hoyos-Chairez (2009), who developed an
equation for this size of oysters; Cl=(OM/TDW) x 100, where
Cl = condition index, OM = organic matter and TDW = dry tissue
weight. For oysters >20 mm, we used the equation proposed by
Walne and Mann (1975), which has been used for juveniles and
adults of C. gigas in various studies (Chavez-Villalba et al., 2008,
2002). Accordingly, the organisms were opened and tissues removed
to be dried in an oven for 48 hr at 70°C to determine dry weight.
Then Cl was estimated using the equation CI=P1 x 1000/P2;
where Cl = condition index, P1 = tissue dry weight and P2 = shell
dry weight. Condition index of H4 was not determined at the begin-
ning of the study due to technical issues. Empty shells and moribund
organisms were taken and counted in every sampling to determine
mortality.

2.3 | Analysis of pathogens

As indicated previously, for the analysis of pathogens 100 juvenile

oysters were taken from each stock before seeding, while 30 adult
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oysters were taken from each stock at the end of cultivation period.
All samples were preserved in ethanol (>95%). In the case of juve-
niles, these were pooled into lots of five organisms (shell included)
to obtain a total of 20 lots. The procedures were the same for juve-
niles and adults; DNA extractions were carried out with the QlAamp
DNA Mini Kit reagent set according to the manufacturer's instruc-
tions (QIAGEN). The concentration (ng/pl) and purity (A260/A280)
was estimated with a Nanodrop 1,000 spectrophotometer. PCR ana-
lyzes were performed for the detection of ostreid herpes virus
(OsHV-1), Perkinsus marinus and Marteilia refringens with oligonu-
cleotides already reported in the scientific literature. For OsHV-1 we
used oligos C2: 5-TCTTTACCATGAAGATACCCACC-3 'and Cé: 5'-
GTGCACGGCTTACCATTTTT-3' reported by Arzul et al. (2014), while
the amplification conditions were those described by Renault, Le
Deuff, Chollet, Cochennec, and Gérard (2000) and Vigneron, Solliec,
Montanié, and Renault (2004). For Perkinsus marinus we used the oli-
gos PerklITS-85:5-CCGCTTTGTTTGGATCCC-3 'and PmarlTS-600R:
5'-GAGTTTGCGAGTACCTCKAGAG-3' reported by Casas, La Peyre,
Reece, Azevedo, and Villalba, (2002) and Audemard, Reece, and Bur-
reson (2004), with the amplification conditions informed by Enri-
quez-Espinoza, Grijalva-Chon, Castro-Longoria, and Ramos-Paredes
(2010). Finally, for Marteilia refringens a nested PCR was performed
with oligos MT-1:5-GCCAAAGACACGCCTCTAC-3 'and MT-2:5-
AGCCTTGATCACACGCTTT-3' reported by Lopez-Flores et al.
(2004). Of this PCR reaction, 1 ul was taken to carry out a nested
reaction with the MT-1B primers: 5-CGCCACTACGACCGTAGCCT-3
‘and MT-2B: 5-CGATCGAGTAAGTGCATGCA-3' under the same
conditions of amplification of the MT-1/MT-2 primers. A negative
blank without DNA and positive targets for each of the pathogens
analyzed were included in all PCR runs. Positive targets consisted of
DNA extracts from oysters infected with these pathogens. All PCR
products were visualized on 2% agarose gels and stained with ethid-

ium bromide.

24 | Genetic variability in mitochondrial DNA

Samples of 50 oysters were taken per hatchery at the third month
of the experimental cultivation to determine the genetic variability
of each stock. The organisms were transported to laboratory, and
soft tissue extraction was performed with the QlAamp DNA Mini Kit
according to the manufacturer's specifications (QIAGEN). The con-
centration (ng/ul) and purity (A260/A280) was estimated with a Nan-
odrop 1,000 spectrophotometer. To amplify the mitochondrial DNA
non-coding region by PCR, the oligos CgCRF were used: 5'-TCA-
CAAGTACATTTGTCTTCCA-3 'and CgCRR: 5 -AACGTTGTAAGCGT-
CATGTAAT-3' reported by Aranishi and Okimoto (2005), and waiting
for an amplicon of 739 bp. In addition, to amplify a 524 bp segment
of the mitochondrial gene NADH subunit 5 (ND5), we used the oli-
gos CgND5.6 F5: 5-TAGCCCTACAGTTTCATTATCG-3' and
CgND5.6 R5: 5-AAATACTTACAGGAAAAAGCGA-3' reported by
Kawamura, Miyake, Obata, and Komaru (2017). In both cases, PuRe
Tagq Ready-to-Go PCR beads (GE Healthcare) mixtures were used
and the recommendations of authors for amplification conditions

were followed. Tests performed on temperature gradients of align-
ment, DNA concentration and concentration of MgCl, were also fol-
lowed. In order to determine the nature of the negative
amplifications, we used the universal oligos CAS1S: 5-GGAATT-
GACGGAAGGGCACC-3' and CAS2: 5-ACGGGCGGTGTGTA-
CAAAGG-3' reported by Le Roux, Audemard, Barnaud, and Berthe
(1999), and that amplify a segment of 521 bp of the 18S rRNA gene.
After PCR amplification, electrophoresis was performed on 2% agar-
ose gels and stained with ethidium bromide for visualization in a
MiniBIS system from DNR Bio-Imaging Systems.

2.5 | Environmental variables

Temperature and salinity of seawater were recorded with an YSI
multi-sensor probe (model 85) in the cultivation site during each
sampling (see 2.2 Performance of oysters during cultivation for
dates). Samples of water by triplicate were taken at the same time
to estimate the concentration of chlorophyll a and seston. The
chlorophyll was determined employing the methodology described
by Parsons, Maitia, and Lalli (1984), while the seston (organic frac-
tion) was calculated following the procedures described in Strickland
and Parsons (1972).

2.6 | Statistical analysis

Data are presented as mean + SD. Shell height, shell length, total
weight and Cl were compared using one-way or two-way ANOVA
(depending on the data). In case of significant differences (p < 0.05),
a multiple comparison test was computed using Tukeys' “Honest Sig-
nificant Difference” method (Tukey HSD).

3 | RESULTS

3.1 | Oyster performance

The initial shell height of spat at the start the cultivation was
42 +05mm for H1, 63 1.6 for H2, 2.3 +0.3 for H3, and
5.1+ 0.9 for H4; an ANOVA test showed significant differences
among all the stocks with a highest height for H2 followed by H4,
H1 and H3 in that order. Similarly, the initial weight of spat at the
beginning of cultivation was 0.019 + 0.06 g for H1, 0.029 + 0.08 g
for H2, 0.011 + 0.06 g for H3 and 0.024 + 0.07 g for H4; the
ANOVA test indicated significant differences with highest weight for
H2 followed by H4, H1 and HS3, respectively. The growth of differ-
ent stocks of oysters presented a similar pattern during cultivation in
terms of shell size height and length; shell size increments were high
during the first months of farming (May—June) then remained rela-
tively stable from July to September to increase again in October
until the conclusion of the study period (Figure 2a). Average height
at the end of cultivation was 62.1 + 84 mm for H1, 70 £ 6.2 mm
for H2, 66.6 £ 7.1 mm for H3 and 65.6 £+ 6.4 for H4; the mean
height of H2 was statistically higher than H1 and H4, but showed
no differences with H3 (Table 1). A two-way ANOVA showed that
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the effect of time (month) and origin (hatchery) was significant
(b < 0.05) indicating that height of oysters from H2, was highest
than the height of the other stocks throughout the study period.
Nevertheless, the average daily growth of height (mm/day) was
greatest for H4, followed by H2, H3 and H1 but not significant dif-
ferences were detected among them (Table 1). The average length
at the termination of experiment was 424 + 57 mm for H1,
47 + 5.4 mm for H2, 44.8 + 5.3 mm for H3, and 45.3 = 5.4 mm for
H4; statistically, the mean length of H2 did not show differences
with H3 and H4 but it was greater than H1. Similarly, the two-way
ANOVA showed significant effects of time and hatchery on length,
with H2 showing significantly greater length than the rest of the
stocks (Figure 2b). Although average daily length growth (mm/day)
was different between the stocks (>H4, followed by H3, H2 and
H1), this did not show significant differences (Table 1).

The average weight of oysters through the cultivation period
showed a similar pattern among the different stocks (Figure 3). Total
weight increments presented variations from the beginning of the
study until mid-August when the weight was comparable between
the different stocks. From this point, H1 presented significant lower
values than the other hatcheries until the end of the experiment.
Another observation is that although H3 had the highest weight at
the end of the study, a two-way ANOVA analysis indicated that H2
presented significantly higher values throughout the cultivation per-
iod with respect to other hatcheries (Table 1). The mean weight of

oysters at the culmination of the cultivation was 22.5 + 6.2 g for
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H1, 31.8 £ 5.9 g for H2, 34.27 + 8.4 g for H3 and 29.54 + g for H4;
the mean weight of H1 was statistically lower than that of the other
three hatcheries. The average daily weight growth (g/day) showed no
significant differences among the different stocks but with a highest
value for H4 followed by H2, H3 and H1, respectively (Table 1).

The CI at the beginning of the experiment (May) was different
among the stocks, being significantly higher for H2 (71.1) and H1
(69.9) compared to H3 (33) (no records for H4 for that date) (Fig-
ure 4). Nevertheless, the Cl during the next month (beginning June)
was quite similar between the four stocks (H1 = 57.5, H2 = 60, H3
= 61.4, H4 = 59.3). Later, the ClI showed significant peaks for H1
(86.8) and H2 (93.1) in late June and for H4 (93.5) at the beginning
of July, in contrast, H3 did not show a peak but a slight decline in
those dates. Condition index diminished for the four stocks and
become equal again at the beginning of August, then it showed a
similar pattern with low variation until the end of the study. In gen-
eral, the values remained high (>50) throughout the experiment. A
two-way ANOVA showed significant effects of time (month) and ori-
gin (hatchery) on Cl, in particular, H2 and H4 showed highest values
throughout the study period (Table 1). The average Cl for the study
period was 65.9 + 11.1 for H1, 71.5 + 11.3 for H2, 60 + 11.2 for
H3 and 68.9 + 11.1 for H4.

Most mortalities were observed during the phase of high temper-
atures (Section 3.4), otherwise survival of oysters was high through-
out the study showing values of 97% for H3, 96% for H4, 95% for
H2% and 89% for H1 at the end of cultivation.
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Hatcheries

TABLE 1 Values to determine

Factor 1 2 3

Mean (+ SD) of size — weight of oysters (end of cultivation)

the biological performance of four
4 stocks of Crassostrea gigas
produced at different hatcheries
and cultivated in same

Height (mm) 621 + 8.4° 704 + 6.4° 66.7 £ 7.1 657 * 6.5° . ”
Length (mm) 424 +57° 470 +55° 448 + 5.3%° 453 + 8.4% environmental conditions
Weight (g) 225+ 6.2° 31.8 £ 5.9° 34.3 + 8.57 29.5 + 8.4°
Mean (+ SD) daily growth rates (end of cultivation)
Height (mm/day) 0.322 + 0.29° 0.346 + 0.32° 0.343 + 0.25° 0.351 + 0.27°
Length (mm/day) 0.208 + 0.20° 0.221 + 0.21* 0.235 + 0.14% 0.235 + 0.217
Weight (g/day) 0.092 + 0.08% 0.120 + 0.12° 0.119 + 0.13° 0.124 + 0.09°
Mean (+ SD) condition index (end of cultivation); Survival (end of cultivation)
Condition index 659 +11.1° 715 +11.3° 60.0 + 11.2° 69.0 + 11.1°
Survival 89% 95% 97% 96%

Note. Different superscripts indicate significant differences in a Tukeys’ multiple comparison test.
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3.2 | Pathogens 3.3 | Genetic variability

According to the results of our analyses and considering the hatch-
ery stage, the spat of the four different stocks of oyster did not
show evidence of the presence of OsHv-1, Marteilia refringens and
Perkinsus marinus before seeding. In the same way, no evidence was
found of the presence of these pathogens in adult oysters in any of

the stocks after 9 months of cultivation.

The determination of genetic variability of each stock was not
achieved because it was not possible to obtain amplicons of the
two mitochondrial regions, neither with the original conditions
reported by the authors, nor with the gradient tests. However,
because the universal oligos corroborated the integrity and good

quality of the oyster DNA extract, an analysis of the design quality
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of the oligos was carried out using the Multiple Primer Analyzer
software available online at www.thermofisher.com. This analysis
showed that the oligos reported by Aranishi and Okimoto (2005)
form cross dimers, being unusable for the amplification of the oys-
ter DNA.

3.4 | Environmental variables

Temperature showed the typical pattern observed in lagoons of
the Gulf of California with increasing values in spring, high values
during summer and part of autumn and low values in winter.
Thus, the higher temperature (33°C) was registered in August, the
lower (19.1°C) in December, and the mean was 29.3 + 4°C (Fig-
ure 5a). Salinity also showed a characteristic pattern with hyper-
saline conditions; all the values were >35 mg/L, the maximum was
observed in June (40 mg/L), the minimum in September (35.2 mg/
L) and the mean was 37.5 + 1.3 mg/L (Figure 5a). The concentra-
tions of chlorophyll showed two peaks, the first and most impor-
tant (6.5 £ 0.1 pg/L),
(5.8 £ 0.5 pg/l). The minimum concentration was detected in May
(1.4 + 0.2 pg/L), and the mean was 3.1 = 1.7 ug/L (Figure 5b). The
organic fraction of seston showed the highest value at the begin-

in July and the second in September

ning of study (10.3 + 0.5 mg/L), then the values decreased until
5.2 £ 0.1 mg/L in June. There was a peak in July (8.9 £ 0.6 mg/L),
then concentrations decreased constantly until the end of the
study showing the lower value (4.9 £ 0.2 mg/L) in December (Fig-
ure 5b).

i
L)

4 | DISCUSSION

We found that to make comparisons of the biological performance
between different spat stocks, there were several aspects to con-
sider, of which some were not controlled and others were difficult
to manage; all these factors limited the scope of this study. In this
sense, it is intended here to expose the findings as a contribution to
the knowledge when these types of problems are addressed, and
describe the difficulties encountered as a way that these can be con-
sidered in future studies.

4.1 | Size of the spat

The experiment was designed to begin with the most homogeneous
conditions possible, but the first drawback was that all hatcheries
sent spat outside the agreed range (3-4 mm). The difficulty of find-
ing homogeneity in the spat sizes is a recurrent problem and widely
reported by oyster farmers in the region, and is a limiting factor in
the standardization of Japanese oyster production in Mexico. While
to comply with the demanded size of spat, hatcheries should have
shortened or lengthened their production protocols to coincide size
with dates, this could generate mismatches in the production phases
altering all the processes. This in itself is an extra variable that may
affect performance of spat in the field. Therefore, this aspect it is
difficult to overcome since it is very unlikely that hatcheries working
at different sites with distinct schedules will produce spat with
equivalent size for a specific date. Another aspect that generated
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obstacles was the date of spat delivery because spat from H2 and
H4 was received 6 days later, and therefore, the seeding was not at
the same time for all the stocks. Although is possible to have a bet-
ter control on the date of spat delivery, it is difficult to know if this
aspect could had have an effect on the results.

The cultivation started with significant variations of spat size
among the different stocks, which could be an advantage for the
spat with higher size. However, this may be relative because other
researchers have reported that the initial size does not define neces-
sarily the biological performance, nor the final size of the organisms
for aquaculture activities (Pieterse, Pitcher, Naidoo, & Jackson, 2012;
Gallo-Garcia, Garcia-Ulloa-Gémez, Godinez-Siordia, & Rivera-Gomez,
2014). The same response was observed in this study with H3; these
oysters had the smallest height at the beginning of the study but fin-
ished with the second best shell size and the highest weight. There
are other factors that appear to have a greater influence on the bio-
logical performance of organisms, as the genetic attributes of the
spat, the type of cultivation system, the densities used, etc. (Chavez-
Villalba, 2014; Dégremont et al., 2005; Kong, Li, Yu, & Kong, 2015).

4.2 | Performance of stocks during cultivation

Even though the size of the spat was different, the stocks followed
a similar growth pattern along the cultivation period. The develop-
ment of oysters was characterized by fast growth during part of
spring and beginning of summer, next the growth decreased strongly
and remained relatively constant during the summer and part of
autumn. Finally, the growth rate increased again by the end of
autumn-beginning of winter. If we observe in detail, even though
the pattern is similar, the growth curve of each stock of oysters pre-
sented certain variations that made them different from each other.
For instance, H2 was the stock with highest values in height, length
and weight throughout the study period, while H1 presented good
performance until the middle of the experiment but then decreased,
and at the end, its height, length and weight were the lowest of the
four lots. Conversely, H3 had the lowest values at the beginning of
the study and these remained low until the middle of experiment,
but then a recovery of the growth was observed and this stock fin-
ished with a good performance. H4 showed an intermediate perfor-
mance when compared to the other stocks. In terms of daily growth
rates (height, length and weight) there was a change in terms that
H4 showed the highest values, followed by H2, H3 and H1 respec-
tively. All these differences, although small in some cases, represent
variations in spat attributes among the stocks.

The response of the different stocks to variation of environmen-
tal variables seemed similar. It is known that the most important fac-
tors affecting growth and condition of C. gigas are availability of
food and temperature (Haoui-Meslem, Chavez-Villalba, Alcantara-
Razo, & Rebzani-Zahaf, 2017; Roncarti, Felici, Magi, BilandzZi¢, &
Melotti, 2017). For instance, Ren and Schiel (2008) demonstrated
that concentrations of chlorophyll less than 2 pg/L represent the
most important source for the growth of C. gigas. In our study, the
concentration of chlorophyll throughout the study showed a mean

of 3 + 1.6 ug/L while the concentrations of the organic fraction of
seston were higher than those reported for other lagoons of the
Gulf of California (Meling-Lépez, Martinez-Camacho, & Duarte-
Fuentes, 2008). Therefore, the oysters had access to abundant food
to support growth during the entire cultivation period. Temperature,
on the other hand, showed a marked seasonality with values >30°C
from June to September, which is a typical pattern in this lagoon
(Castro-Longoria & Grijalva-Chon, 1991; Valenzuela-Castillo, San-
chez-Paz, Castro-Longoria, Lépez-Torres, & Grijalva-Chon, 2015).
This temperature pattern seems to determine the type of shell
growth that the oysters follow. When the stocks were seeded, the
temperature was 27°C with an ascending pattern, this allowed fast
growth rates from May to beginning of July even when oysters were
exposed to temperatures higher than 30°C. Although C. gigas can
withstand temperatures up to 35°C (Dutertre, Beninger, Barillé,
Papin, & Haure, 2010), the long exposure to high temperatures had
the effect of decreasing growth significantly. This occurred from the
beginning of July to the end of September even when the oysters
had high food availability. Growth rates increased again in October-
December due to temperatures started a decreasing pattern. Consid-
ering the stocks independently, their responses in shell growth were
different according to the three phases of temperature observed (in-
creasing, high and descending). During increasing temperatures the
highest daily growth rate was for H4, followed by H2, H1 and HS3;
through high temperatures the greatest rate was for H3, followed by
H4, H2 and H1; and during descending temperatures was H2, and
then H4, H3 and H1 (Table 2). Although this growth pattern associ-
ated to temperature variation was already described in this same
lagoon for the species by Chavez-Villalba, Arreola-Lizarraga, Burrola-
Sanchez, and Hoyos-Chairez (2010), and by Gdngora-Gémez, Ara-
gbén-Noriega, Dominguez-Orozco, and Villanueva-Fonseca (2017) in
Ensenada-Pabellones lagoon (Sinaloa), this had never been reported
for four different lots of oysters cultivated at the same time.

The effect of temperature was different on weight increments
than on shell growth. During the phase of increasing temperatures,
the growth in weight started slow but later the rates increased and
remained until the beginning of August. The effect of high tempera-
tures seemed to affect only during August because the growth prac-
tically stopped during this month. Later, the growth augmented
again within the phase of temperatures >30°C (except for H1), and
during the phase of temperature decline, significant weight increases
were observed, especially in the last month of cultivation. As
occurred for shell growth, the response of weight increments in oys-
ters was different for every stock in relation to each temperature
phase. In increasing temperatures the highest daily weight growth
was detected in H4, followed by H2, H1 and H3; during high tem-
peratures was H3, then H1, H2 and H4; and through descending
temperatures was H3, H2, H4 and H1 respectively (Table 2). Despite
the former differences, the general pattern suggests that oysters can
gain weight, particularly in soft tissues, even if shell growth
decreases during the phase of high temperature. The decoupling
between the growth of the shell and the tissues has been reported
for the species, but in this case the shell continues to grow while
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the gain in weight is delayed due to little availability of food (Brown
& Hartwick, 1988). This pattern was also detected in oysters culti-
vated in La Cruz lagoon when compared with oysters cultivated out-
side the lagoon (Chavez-Villalba et al., 2010). The difference
observed in this study is that due to the availability of food, the oys-
ters channeled the energy to form tissue instead of producing shell.
In terms of Cl, H1, H2 and H4 showed similar patterns with
peaks during June-July while H3 did not show a significant peak
throughout the study. The peaks occurred when is the gamete grow-
ing of the species and the decrease in Cl may indicate spawning
events (Chavez-Villalba, Villelas-Avila, & Caceres-Martinez, 2007).
Condition index is a useful tool to monitor reproductive activity in
C. gigas because it reflects variations in gamete development (Haoui-
Meslem et al., 2017). Although the oysters were still young during
June-July, the peaks apparently reflected partial growth of the
gonads with probable presence of some mature gametes. Neverthe-
less, it has been reported that in this lagoon, C. gigas does not spawn
and reabsorb the gametes within the gonad (Chavez-Villalba et al.,
2007). The peaks could also be associated with the storage of nutri-
ents, and the energy from them could have been channeled to help
withstand the difficult conditions associated to high temperatures.
The former because the Pacific oyster is able to store large concen-
trations of energy from nutrients during abundance of food sources,
which allows it to develop even at low concentrations of food
(Racotta, Ramirez, Avila, & Ibarra, 1998). Nevertheless, H3 showed a
different scenario; these oysters started cultivation with low Cl but
also with low size and weight, therefore, the availability of food and
nutrients seem to have served to recover in all aspects and maintain
a good CI throughout the study. The response of each stock in terms
of Cl to each temperature phase was different; during increasing
temperatures the highest Cl mean was for H2, followed by H1, H4
and H3, for high temperatures the greatest Cl was for H4, then H2,
H3 and H1, and for descending temperatures was H2 in first term,
followed by H3, H1 and H4 (Table 2). Although stocks responded

TABLE 2 Mean daily growth
rates and condition indices of four
stocks of Crassostrea gigas oysters
during different temperature
conditions; increasing (27-30°C),
high (>30°C) and decreasing (30—
19°C). The highest values are in
bold

Factor

Increasing temperatures
High temperatures
Decreasing temperatures

Weight (g/day; mean * SD)
Increasing temperatures
High temperatures

Decreasing temperatures

Condition index (mean + SD)

Increasing temperatures
High temperatures

Decreasing temperatures

Height (mm/day; mean + SD)

differently to temperature, the general pattern was that all stocks
showed elevated Cl throughout the cultivation.

Previous observations indicate that the performance of each spat
stock was different when transferred to the field for cultivation.
Although such differences are relatively small, we consider that could
be due mainly to variations in production protocols among hatcheries
and by the difference of origin of each stock. There are an infinity of
factors that could affect spat production, such as technical and tech-
nological aspects (adjustments to production protocols, experience of
operators, available infrastructure), including commercial aspects such
as certifications and marketing structure. Also biological elements such
as the quality of broodstock, since its genetic variability provides bet-
ter attributes to the spat, reflected in a better performance (Dégre-
mont, Ernande, Bédier, & Boudry, 2007; Dégremont et al., 2015).
Likewise, the quality of the microalgae produced, this determines the
quality of the gametes produced and the physiological condition of lar-
vae (Liu et al., 2016; Rico-Villa, Pouvreau, & Robert, 2009), among
others. It is evident that more studies are required to elucidate the role
of production protocols on the performance of spat.

On the other hand, for aquaculture purposes and considering the
necessity to indicate to oyster farmers which are the best hatcheries
for spat production, the differences are relative. Although H2
showed greater size, higher weight and better Cl, we cannot discard
the other hatcheries because the differences are small in terms of
oyster production. If consider for example the mean daily growth
rate of the shell for each stock (between 0.322 and 0.351 mmy/day),
all were higher than the average (0.290 mm/day) reported for this
type of cultivation system in several studies conducted in various
lagoons of the Gulf of California and on the Pacific coast of the Baja
California peninsula (Chavez-Villalba, 2014). This signifies that all
stocks showed good growth rates, and although with some time dif-
ference, all would reach the commercial size within the expected
time of cultivation. If we add that the lots presented high condition

indices and high survival, all the stocks become good alternatives for

Hatcheries

1 2 3 4

0.611 £ 0.17 0.649 + 0.19 0.498 + 0.14 0.688 + 0.03

0.065 + 0.09 0.069 + 0.10 0.222 + 0.32 0.137 £ 0.11

0.259 + 0.17 0.292 + 0.17 0.275 £ 0.15 0.273 £ 0.20

0.080 + 0.08 0.105 + 0.11 0.039 + 0.03 0.094 + 0.07

0.063 + 0-05 0.065 + 0.09 0.118 + 0.09 0.093 + 0.07

0.174 + 0.08 0.260 + 0.15 0.283 £ 0.22 0.229 + 0.14
725+ 129 769 + 14.4 53.3 £ 14.0 74.1 £ 14.5
577 £55 632 +4.3 604 + 24 65.3 + 8.8
68.9 + 8.2 77145 728 + 44 68.6 + 0.7
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production. The considerations that the oyster farmers would have
to make would be in relation to the price of the spat, delivery time,

etc.

4.3 | Pathogens

Oystermen in Mexico sometimes complain in relation to the perfor-
mance of spat they buy in hatcheries, particularly when a spat lot
shows problems of early mortality. In these cases, they use to say
that is because the spat shows low quality or juveniles are affected
by some disease. Although hatcheries are required by law to make
analyzes that guarantee that the spat is free of pathogens, we
wanted to confirm the results by doing analysis on the spat of each
hatchery in relation to the presence of ostreid herpesvirus OsHV-1,
Marteilia refringens and Perkinsus marinus. These pathogens, particu-
larly OsHV-1, is the etiological agent of a highly prevalent viral infec-
tion affecting and producing severe mortalities in all life stages of
C. gigas worldwide (Pernet et al., 2012; Renault, 2016). This patho-
gen, together with M. refringens and P. marinus have been reported
in hatcheries and cultivated oysters (including C. corteziensis) in the
Gulf of California (Grijalva-Chon, Castro-Longoria, Enriquez-Espinoza,
Maeda-Martinez, & Mendoza-Cano, 2015; Martinez-Garcia et al.,
2017; De la Re-Vega et al.,, 2017). Because of this, we also tested
adult oysters at the end of the cultivation considering that their
immune response could be compromised by the critical phase of
high temperatures. It has been found that sudden changes in tem-
perature and salinity can favor the proliferation of pathogens
(Brown, 1988; Fuhrmann, Delisle, Petton, Corporeau, & Pernet,
2018; Spencer, 2008). In none of the two cases the presence of
these pathogens was detected, suggesting that the protocols to pre-
vent pathogens during spat production are giving good results and

that stocks show good resistance to infection during cultivation.

4.4 | Genetic variability

It has been reported that there are differences in biological perfor-
mance during cultivation linked to the origin of the spat (Nel,
Pitcher, Richoux, & Jackson, 2014). Because the stocks had different
origin, we believe that determining their genetic variability could give
us elements to better understand the differences in growth among
them. However, this aspect represented another drawback for the
objectives of the study. The analysis was carried out amplifying the
mitochondrial DNA control region based on the oligos and amplifica-
tion conditions reported by Aranishi and Okimoto (2005). However,
this process was unsuccessful, and a later analysis in the Multiple
Primer Analyzer software showed that previous oligos generated
dimers, what makes them unusable for the amplification of DNA in
all the oyster stocks. One explanation to our results could be the
time the species has remained isolated from populations of Japan
since it was introduced to Mexico. During more than 40 years,
broodstock has been imported from several countries (mainly United
States and Chile) and there have been many crosses between differ-
ent lots and oyster lines supplying great quantity of new genetic

material. Is necessary therefore, that nucleotide sequence polymor-
phism of mitochondrial DNA control region be analyzed in C. gigas
from cultured individuals within Mexican waters or from oysters of
nearest populations (USA and Canada). Besides, more studies on
genetics are necessary for C. gigas not only in Mexico but in all the
countries of America where the species has been recently intro-
duced. Normally, in emerging hatcheries the selection of broodstock
is based on physical characteristics instead of genetic attributes due
to absence of studies on family-based selective breeding programs.
The studies should be focused on determining genetic variability of
broodstock since this transfers the attributes or undesirable traits to
offspring (spat), which will be reflected in the yield and survival of
oysters during cultivation (Dégremont et al., 2007; De Melo, Morve-
zen, Durland, & Langdon, 2018; Samain et al.,, 2007; Yu & Li &Yu,
2008).

5 | CONCLUSIONS

The four stocks showed similar growth patterns in general, but in
observing the series of variations that each one presented, it can be
concluded that each stock exhibited a distinctive pattern which indi-
cate disparities in variations of production protocols, broodstock ori-
gin and other factors. This may be the result of the specific protocol
each hatchery employs, the hatchery location and water supply, and
the traits broodstock transfer to spat. The influence of broodstock
could have been better understood through the analysis of its
genetic variability. However, these or similar analyses are necessary
to be implemented in hatcheries to maintain an acceptable level of
heterozygosity and minimal inbreeding.

Although the variations in growth patterns can be detected com-
paring the values of height, weight and Cl among stocks, other types
of analysis are required to determine more clearly such differences.
An alternative could be to apply growth models to the data (Burn-
ham & Anderson, 2002), and use tools as the multi-model inference
and information theory (Katsanevakis, 2006). This approach may
allow to identify the growth model that best represents the individ-
ual growth of each stock.

The results indicate that temperature is the governing factor
influencing growth rates in this species, but the effect of this vari-
able was different on every stock and depending on whether the
temperature increases, stays high or decreases. Likewise, the effect
of temperature seems stronger on shell growth than on weight
growth since shell increments decrease during most part of summer
but weight only declines during one month. Conversely, the great
food availability seems to have helped the organisms undergo the
critical phase of high temperatures and permitted that oysters
showed elevated condition throughout the cultivation.

In terms of aquaculture purposes, the performance of all stocks
was within the criteria for an adequate production of oysters in the
region, because the organisms presented high growth rates, elevated
survival, as well as a high Cl. The oyster farmers then have the
option of selecting the spat that best suits them, probably focusing
more on aspects as price, delivery time, etc.
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RESUMEN

Se estudié el efecto de la temperatura, salinidad,
oxigeno, clorofila a y seston sobre el crecimiento y condicion
de ostiones Crassostrea gigas cultivados en la laguna La Cruz
(Sonora, México). Se realizaron biometrias (altura, longitud y
peso) quincenales (abril-agosto) y mensuales (septiembre-
diciembre) de los ostiones y se utilizé la inferencia multimo-
delo para describir el crecimiento. Se determiné por analisis
de PCR que los patdégenos (OsHV-1, Marteilia refringens 'y
Perkinsus marinus) estuvieron ausentes en semillas y ostiones
adultos. La temperatura influencié el crecimiento y la condi-
cién cuando se presentaron los valores maximos en verano.
En este periodo los ostiones detienen su crecimiento en con-
cha pero el alimento disponible, indicado por la clorofila y
seston, permite la formacion de carne. Esta estrategia parece
una adaptacion de los ostiones a la variacién de temperatura
y situa su desarrollo éptimo entre 20-30 °C. En estas condi-
ciones, el modelo que mejor describié el crecimiento fue el
Schnute caso 1. Estos resultados demuestran que a pesar de
temperaturas extremas los ostiones tuvieron un buen desa-
rrollo durante su cultivo.
Palabras clave: Crassostrea gigas, ostion del Pacifico, acua-
cultura, modelo de Schnute, Golfo de California.

ABSTRACT

It was studied the effect of temperature, salinity,
oxygen, chlorophyll a and seston on the growth and condi-
tion of Crassostrea gigas oysters cultivated in La Cruz lagoon
(Sonora, Mexico). Biometrics (height, length and weight)
of oysters were carried out fortnightly (April-August) and
monthly (September-December), and multimode inference
was used to describe the growth. It was determined by PCR
analysis that pathogens (OsHV-1, Marteilia refringens and
Perkinsus marinus) were absent in spat and adult oysters. The
temperature influenced the growth and condition when the
maximum values were detected in summer. In this period
the oysters stop their growth in shell but the available food,
indicated by the chlorophyll and seston, allowed the forma-
tion of meat. This strategy seems an adaptation of the oys-
ters to the variation of temperature and situates its optimal
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development between 20-30 °C. Under these conditions, the
model that best described the growth was the Schnute case
1. These results show that in spite of extreme temperatures
the oysters showed a good development during cultivation.
Keywords: Crassostrea gigas, Pacific oyster, aquaculture,
Schnute model, Gulf of California.

INTRODUCCION

Los moluscos son el tercer grupo de interés acuicola
en el mundo, solamente superados por los cultivos de peces
y de crustéaceos; dentro de los moluscos destacan los bivalvos
y en particular el ostién del Pacifico Crassostrea gigas (Thun-
berg, 1793), también conocido como ostién japonés, la cual
es la ostra mas cultivada en el mundo (FAO, 2018). La especie
se distingue por un rdpido crecimiento, una amplia toleran-
cia a diversas condiciones ambientales y buena resistencia
contra patégenos, esto ha propiciado que la especie se culti-
ve practicamente en todos los mares del mundo (Diederich
et al., 2005). China es el principal productor mundial de la
especie aportando mas del 80% de la produccién mundial,
le siguen Japén, la Republica de Corea, Francia y Estados
Unidos de América (EUA) (FAO, 2016). En este ultimo pais, el
cultivo del ostion del Pacifico genera 227 millones de ddlares
al afo y mas de 15,000 empleos (FAO, 2018).

En México, la especie se introdujo en San Quintin,
Baja California, como una alternativa para diversificar la
acuacultura en el pais (Rosa-Vélez et al., 1991). Los primeros
cultivos se realizaron a partir de semilla importada de los
EUA y fueron cultivadas en postas rusticas, pero actualmente
existen diversos laboratorios de produccién de semilla en el
noroeste de México (Chavez-Villalba, 2014). En México la tasa
de crecimiento para la especie es una de las mas rapidas en
el mundo, por ejemplo Castillo-Duran et al. (2010) mostraron
que la especie crece 0.221 mm/dia. Se ha reportado que el
crecimiento de la especie estd relacionado con las variables
ambientales, particularmente con la temperatura y la dispo-
nibilidad de alimento (Chavez-Villalba et al., 2007).

Las lagunas del Golfo de California presentan una alta
variabilidad estacional, atribuida a la escasa precipitacion y
las altas temperaturas de la regién (Arreola-Lizarraga, 2003).
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Algunas de estas lagunas son ecosistemas altamente produc-
tivos (Gomez-Ledn et al., 2018), particularmente la laguna La
Cruz es considerada como una con la mayor productividad
primaria del Golfo de California, pero con marcadas variacio-
nes estacionales (Castro-Longoria et al., 1991; Valdez-Holguin
et al., 1994; Gérate-Lizdrraga et al, 2013). Aunque se ha
evaluado la influencia de las condiciones extremas de tem-
peratura de La Cruz sobre la expresion de genes del ostidon
del Pacifico (Valenzuela-Castillo et al., 2015), se requiere mas
informacion de como esta productividad y variabilidad am-
biental influyen en el crecimiento de la especie.

Tradicionalmente el crecimiento es el principal indica-
dor de éxito en los cultivos de los bivalvos y para monitorear-
lo se emplean mediciones puntuales de la concha (alto, largo
y ancho), asi como la variacién del peso total del organismo
en diferentes intervalos de tiempo. No obstante, estas me-
diciones no permiten identificar patrones de crecimiento, ni
identificar la influencia de las variables ambientales sobre el
crecimiento de la especie en los cultivos comerciales. Una
alternativa a las mediciones tradicionales es la implementa-
cion de la inferencia multimodelo, la cual permite identificar
el mejor modelo y toma en cuenta variaciones estacionales
para describir los patrones de crecimiento de la especie de
interés (Chavez-Villalba y Aragén-Noriega, 2015; Géngora-
Gobmez et al., 2017). Junto con el crecimiento, los indices de
condicién revelan el estado fisiolégico de los organismos
cultivados debido a que son afectados por los cambios esta-
cionales de las variables ambientales y por eventos asociados
a la reproduccion (Gasmi et al., 2017). Los indices brindan
ademas informacién complementaria de interés a los pro-
ductores ya que son indicadores de la calidad del producto
que sera comercializado.

Por otro lado, asi como las variables ambientales, los
patdgenos son un factor limitante en el cultivo del ostién del
Pacifico. Por ejemplo, el herpesvirus de los ostreidos tipo 1
(OsHv-1) y sus variantes, asi como los protozoarios Marteilia
refringens y Perkinsus marinus son los principales patégenos
que afectan a la especie pudiendo producir altas morta-
lidades tanto en los cultivos como en los laboratorios de
produccion de semilla (Vazquez-Yeomans et al., 2004, 2010;
Céceres-Martinez et al., 2008, 2012; Enriquez-Espinoza et al.,
2010, 2015; Villanueva-Fonseca y Escobedo-Bonilla, 2013;
Escobedo-Fregoso et al., 2015; Grijalva-Chon et al., 2015; De
la Re-Vega et al., 2017; Martinez-Garcia et al,, 2017;). Estos
patégenos estan presentes en el Golfo de California y su
proliferacion esta relacionada con las fluctuaciones de las va-
riables ambientales. Las variaciones, particularmente cuando
se llega a valores extremos (por ejemplo de temperatura),
favorecen el estrés de los organismos en cultivo disminuyen-
do su capacidad de respuesta a procesos infecciosos (Fuhr-
mann et al., 2018). El monitoreo continuo de patégenos es
fundamental para tratar de mitigar su impacto en los cultivos
comerciales.

Como se puede observar, la variabilidad ambiental
de las lagunas influye en gran cantidad de procesos que afec-
tan el desarrollo de los organismos, por lo que es importante

documentar su influencia en el crecimiento de especies con
interés comercial. Es por ello que el objetivo de este trabajo
es analizar la influencia de la variabilidad ambiental de la
laguna La Cruz en el crecimiento y la condicién del ostién C.
gigas durante un ciclo de cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé la compra (siguiendo los protocolos conven-
cionales) de un lote de 10,000 semillas de ostion del Pacifico
en un laboratorio proveedor habitual de los ostricultores
de la region. El lote se recibié el dia 9 de abril del 2014 y se
sembré ese mismo dia en un sistema tradicional de cultivo
en la laguna La Cruz, Sonora (28°47'58.0"N, 111° 54'55.5" W,
Fig. 1). El experimento se llevo a cabo del 9 de abril al 12 de
diciembre de 2014, y durante este periodo se llevaron a cabo
muestreos cada 15 dias durante los primeros cinco meses y
luego mensualmente hasta el final del estudio.

- B
B v | -

e {
| ™" Bahda dg “r¥LO S =

Elna Y ||

Lag s
L Cng

L &

T —————

e

P e SR -
1 'l 1

H..r"'h

Figura 1. Localizacién del drea de estudio y sistema de cultivo utilizado.
Figure 1. Location of the study area and cultivation system used.

Variables ambientales

La temperatura, la salinidad y el oxigeno disuelto fue-
ron medidos en cada muestreo con una sonda multisensor
YSI-85. Al mismo tiempo se colectdé una muestra de un litro
de agua para estimar la concentraciéon de clorofila a y de
seston. La concentracién de clorofila se determiné mediante
la metodologia descrita por Parsons et al. (1984), mientras
que la concentracidn de seston se llevé a cabo siguiendo los
procedimientos descritos en Strickland y Parsons (1972).

Crecimiento de los ostiones

Los ostiones se cultivaron usando dos réplicas en
un sistema en suspensién en cajas ostricolas siguiendo los
procedimientos (mantenimiento, limpieza, etc.) llevados
a cabo por los productores de la regiéon. En cada muestreo
se seleccionaron al azar dos grupos (uno por cada réplica)
de 50 organismos cada uno y se transportaron en hielo a la
Unidad Experimental Kino de la Universidad de Sonora. A
los organismos seleccionados se les revisé el estado de las
valvas, después se lavaron con agua destilada y en caso de
ser necesario se retiraron epibiontes con una espatula. Para
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determinar el crecimiento se registro la altura y el largo de
la concha con un vernier digital, posteriormente cada ostidn
fue pesado en una balanza de precisién para obtener su peso
total.

indice de condicién

En este trabajo se evalué el indice de condicién con-
siderando que la etapa de semilla corresponde a una altura
de concha entre 5y 10 mm, y la etapa de juvenil y adulto
corresponden a alturas mayores de 10 mm. En el caso de
las semillas, se utilizé el indice de condicién reportado por
Barraza-Guardado et al. (2009) descrito por la ecuacion:

IC Mo 100
=—x%
PS

dénde MO es la materia orgdnica y PS es el peso seco.

En la etapa de juveniles y adultos el indice de condicién fue

estimado segun lo propuesto por Crosby y Gale (1990) des-
crito por la ecuacion:

_ PST 1000

psy * 100

dénde PST es el peso seco total y PSV es el peso seco
de las valvas.

Modelacion del crecimiento individual
Se evaluaron tres modelos de crecimiento y se pro-
baron seis ecuaciones, lo anterior utilizando datos de altura-
edad para determinar cual de los modelos representa mejor
los datos. Los modelos utilizados fueron los que se describen
a continuacion. El modelo de crecimiento de von Bertalanffy
descrito por la ecuacion:

L(ty=L, (1-e*™)
El modelo logistico descrito por la ecuacion:

L(t) = Lo(1 + e7*2(=t)~1

Estos dos modelos utilizan los siguientes pardmetros:
L (t) es la longitud a la edad ¢; t es la edad en afos; L es la
longitud promedio de los organismos mas viejos (parametro
de longitud asintoético); k determina la rapidez en que L es
alcanzada (pardmetro de curvatura); t,es la edad hipotética
en la cual el organismo tiene longitud cero (parametro de la
condicidn inicial); k2 es el pardametro de la tasa de crecimien-
to relativa; t* es el punto de inflexion en la curva sigmoides.
El otro modelo utilizado fue el de crecimiento de
Schnute (Schnute, 1981), el cual es un modelo de crecimiento
basado en cuatro parametros que toma cuatro formas mate-
maticas dependiendo de los valores de a 'y b en relacién a 0.
En este estudio se utiliz6 el modelo Schnute caso 1 cuando a
#0,b =0, con la ecuacién:

1
1 _ e—a(t Tl)
L= {Y1 + (Y7 - 17) [m]}

Volumen XXI, Numero 2

Se utilizo el caso 2 del modelo Schnute cuando a # 0,
b =0, con la ecuacidn

(5
Yiexp ln( )

L=

1 — e—a(t—‘rl)
1—e a(TZ_Tl)l

El caso 3 del modelo Schnute fue cuandoa=0,b =0,

con la ecuacion: 1

L= {Yl + (Y2 —1P) [Tz—rl]}E

En el caso 4 del modelo Schnute fue cuandoa=0,b =
0, con la ecuacién

Y
L= Yexp [ln( )

t—Tl]
Y

T, — 1Ty

Estas ecuaciones utilizan los siguientes parametros: T,
es la menor edad en el set de datos; T, es la mayor edad en
el set de datos; a es el pardmetro de la tasa de crecimiento
relativa; b es la tasa del crecimiento incremental relativo; Y,
eslatallaalaedadt; VY, eslatallaenlaedadr,

Los modelos de Schnute fueron aJustados usando
maxima verosimilitud, cuyo algoritmo de ajuste esta basado

en la ecuacién:

n
LL(®|data) = _(E) (In(2m) + 2 % In(o) + 1)

dénde O representa los pardmetros del modelo y o
representa la desviacion estandar del error, el cual fue calcu-
lado usando la ecuacion:

Z(InLobS —lIn Z)Z

n

o =

El enfoque multimodelo se utilizé para determinar el
mejor modelo (Katsanevakis, 2006) basado en el criterio AlC
(Criterio de Informacién de Akaike), definido como: AIC =-2LL
+ 26, donde LL es el maximo log-likelihood y 6, es el numero
de parametros de cada modelo muestreado. Las diferencias
enel AIC(A, = AIC, — AIC,,,), fueron estimadas entre
todos los modelos usados en este estudio. El modelo con el
menor valor de AIC fue seleccionado como el mejor modelo.
Para decidir estadisticamente la aptitud del modelo para des-
cribir los datos, se evalué un criterio propuesto por Burnham
y Anderson (2002), en el cual Ai < 2 es evidencia de apoyo
sustancial, 4 < Ai < 7 sugiere algo de evidencia y Ai > 10 no
muestra evidencia esencial en el ajuste de los datos. Final-
mente, la plausibilidad de cada modelo fue estimada usando
la siguiente férmula para el peso de Akaike:
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W= 4e(—0.5Al.)
D e(—0.5A,)
k=1

Analisis de patogenos

Para el andlisis de patégenos se tomaron 100 semillas
antes de la siembra y 30 ostiones adultos al final del periodo
de cultivo. Todas las muestras se conservaron en etanol (>
95%). En el caso de la semilla, estos se agruparon en lotes
de cinco organismos (incluido el caparazén) para obtener
un total de 20 lotes. Los procedimientos para detectar los
patégenos fueron los mismos para semillas y adultos utili-
zando métodos reportados en la literatura. Para OsHV-1 se
basé en Arzul et al. (2014) y las condiciones de amplificacion
fueron las descritas por Renault et al. (2000) y Vigneron et al.
(2000). Para Perkinsus marinus se usé lo reportado por Casas
etal. (2002) y Audemard et al. (2004), con las condiciones de
amplificacion informadas por Enriquez-Espinoza et al. (2010).
Finalmente, para Marteilia refringens se realiz6 una PCR ani-
dada con oligos reportados por Lépez-Flores et al. (2004).

RESULTADOS Y DISCUSION
Variables ambientales

La temperatura, salinidad y oxigeno disuelto en el sitio
de estudio presentaron variaciones estacionales durante el
cultivo experimental (Fig. 2a). La temperatura promedio fue
de 28.4 £ 4.5 °C, con valores maximos en agosto (33 °C) y mi-
nimos en diciembre (19.1 °C). El promedio de salinidad fue de
37.7 £ 1.4y los valores mostraron un patrén descendente de
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Figura 2. Valores de temperatura, salinidad y oxigeno (a) y de clorofilaa'y
seston (b) registrados en la laguna La Cruz, Sonora.

Figure 2. Values of temperature, salinity and oxygen (a), and chlorophyll a
and seston (b) registered at La Cruz lagoon, Sonora.

abril (40) a septiembre (35.2), para luego volver a incremen-
tar hasta el final del estudio (37.5). El promedio de oxigeno
fue de 6.4 £ 0.8 mg L con oscilacidn de sus valores entre 5.5
-7 mg L'y con un valor mdximo de 8.6 mg L en diciembre.
La temperatura y la concentracién de oxigeno presentaron
patrones inversos. Los valores mayores de temperatura
coincidieron con las menores concentraciones de oxigeno, lo
cual es comun en las lagunas costeras del Golfo de California
(Valdez-Holguin et al., 1994; Paez-Osuna et al., 2016). Por otro
lado, todos los registros de salinidad fueron mayores de 35,
lo que indicé condiciones hipersalinas (Fig. 2a). Se ha repor-
tado altas salinidades en las lagunas del noroeste de México
debido a la alta tasa de evaporacién (Alvarez-Borrego y Lara-
Lara, 1991; Paez-Osuna et al., 2016), lo cual esta asociado a la
profundidad y la tasa de renovacién del agua en las lagunas
(Bonilla et al., 2005; Pérez-Ruzafa et al., 2005).

La concentracién de clorofila a mostrd variaciones
durante el cultivo experimental con dos picos principales,
el mayor en junio (6.5 ug L") y otro en septiembre (5.9 pg
L") (Fig. 2b). Este comportamiento es comun en lagunas
costeras subtropicales y son atribuidos principalmente a
los eventos de surgencias marinas (Lara-Rodriguez et al.,
2015). La concentracién de clorofila a durante el cultivo
experimental no parece haber sido influenciada por algun
otro parametro del agua. Por otra parte, el seston presenté
dos picos, el mayor en mayo (10.3 mg L") con un descenso
marcado en junio (5.2 mg L"), y luego otro en julio (8.9 mg
L") con descenso continuo hasta el final del estudio (Fig. 2b).
No se observé correlacion del seston con la clorofila, como ha
sido reportado por Cervantes-Duarte et al. (2017) en la bahia
de La Paz, Baja California Sur, que se encuentra también en el
Golfo de California. El seston en la laguna La Cruz podria estar
relacionado con los aportes de agua de las granjas camaro-
nicolas y de los asentamientos humanos de Kino Viejo y Kino
Nuevo hacia este cuerpo de agua. Lo anterior debido a que
el seston se relaciona con aportes antropogénicos (Souchu
etal., 2010). En general, las variaciones estacionales, asi como
los valores de las variables ambientales del agua observados
en este estudio coinciden con lo encontrado en reportes
anteriores para este cuerpo de agua (Castro-Longoria et al.,
1991; Valdez-Holguin, 1994; Garate-Lizarraga et al., 2013).
Con esto se demuestra que las condiciones ambientales no
han presentado cambios significativos en los Ultimos afos.

Desde el punto de vista acuicola, las concentraciones
de clorofila a y de seston evidenciaron la disponibilidad de
alimento para el ostidon cultivado. Por ejemplo, se reportd
por Lodeiros et al. (2018) un crecimiento 6ptimo de C. gigas
alcanzando la talla comercial en menos de un afo bajo
concentraciones de seston (2.5-14.5 mg L") similares a las de
este estudio.

Crecimiento y condicion

La talla promedio de altura de la concha durante la
siembra fue de 4.2 £ 0.6 mm; posteriormente el crecimiento
de los ostiones fue sostenido alcanzando un promedio de
57.7 £ 7.3 mm en junio (Fig. 3a). Después el crecimiento
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practicamente se detiene de julio a octubre, pero se reactiva
durante diciembre alcanzando 74.5 + 7.95 mm al final del
experimento. Se observé el mismo patron para la longitud
de la concha, iniciando con una talla 1.8 + 0.78 mm para la
siembra y posteriormente con crecimiento continuo hasta
junio (32.9 £ 3.6 mm) (Fig. 3a). El crecimiento se mantiene
relativamente constante de julio a octubre y se reactiva en
diciembre alcanzando 45.3 + 5.07 mm al final del cultivo.
La sobrevivencia al término del cultivo experimental fue de
92.3%y la tasa promedio de crecimiento diaria se estimé en
0.292 mm/dia (altura de concha).

Los resultados indicaron que el crecimiento de los
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Figura 3. Variacion de altura y longitud promedios (a) y de peso e indice
de condicién promedios (b) de ostiones Crassostrea gigas cultivados en la
laguna La Cruz, Sonora.
Figure 3. Mean height and length variation (a), and mean weight and

condition index variation (b) of oysters Crassostrea gigas cultivated at La
Cruz lagoon, Sonora.

ostiones cultivados estuvo fuertemente influenciado por la
temperatura del agua. La relaciéon entre temperatura y creci-
miento ha sido reportada para el ostién del Pacifico en México
y otros paises del mundo (Castillo-Duran et al., 2010; Gamain
etal.,2017; Géngora-Gémez et al., 2017; Lodeiros et al., 2018).
En otras regiones, las temperaturas mayores a 20 °C se consi-
deran no 6ptimas para el desarrollo de C. gigas (Samain et al.,
2005). No obstante, en este estudio la temperatura durante
la siembra fue de 20 °Cy luego aumenté gradualmente per-
mitiendo un crecimiento sostenido de los organismos hasta
junio cuando la temperatura llegé hasta 32.2 °C. Durante ese
periodo la clorofila mantuvo valores promedio de 2.4 + 0.8 ug
L'y se detectd el pico mas importante de seston, sugiriendo
que los ostiones tuvieron buena disponibilidad de alimento

L
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para soportar el crecimiento. No obstante, alin con abundan-
te alimento disponible (picos de clorofila y seston) de julio a
octubre, el efecto de temperaturas mayores a 30 °C durante
este periodo detuvo el crecimiento de los organismos. Este
comportamiento coincide con resultados anteriores donde
el crecimiento de C. gigas se frena significativamente cuando
se presentan las temperaturas méaximas (Chavez-Villalba et
al., 2010). Lo anterior sugiere que en las lagunas del Golfo
de California el rango éptimo para el desarrollo de la especie
parece estar entre 20-30 °C debido a décadas de adaptacion
a las condiciones locales.

El peso promedio de las semillas durante la siembre
fue de 0.1 mg, luego la ganancia en peso es continua hasta
julio alcanzando 15.6 = 3.1 g (Fig. 3b). Posteriormente, la
ganancia en peso sigue aumentando, pero a una tasa menor
hasta octubre (25.5 £+ 5.6 g), para incrementar nuevamente y
alcanzar 38.6 £ 7.2 g al final del estudio. Como se ha mencio-
nado anteriormente, la disponibilidad de alimento durante el
periodo de cultivo fue buena, no presentando restricciones
para el adecuado desarrollo de los organismos. Por lo tanto,
la disminucién de ganancia en peso durante verano también
se puede atribuir al efecto de las temperaturas mas altas.
Pero a diferencia de la concha, el peso total de los ostiones
no se detiene sino que sélo disminuye, lo que sugiere que
lo que sigue aumentando es el peso de la carne. El desaco-
plamiento entre el crecimiento de la concha y los tejidos ya
se habia reportado para la especie, pero en la mayoria de los
casos ocurre que la concha sigue creciendo mientras que la
ganancia en peso se retarda debido a poca disponibilidad de
alimento (Brown y Hartwick, 1988). Este patrén también se
detect6 en ostiones cultivados dentro de la laguna La Cruz
cuando se compararon con ostiones cultivados fuera de ésta
(Chavez-Villalba et al., 2010). La diferencia observada en este
estudio es que, debido a la disponibilidad de alimento, los
ostiones canalizaron la energia para formar tejido en lugar
de producir concha. Esto también es un indicador de la adap-
tacién de la especie a las condiciones ambientales locales y
refleja una ventaja para los ostricultores, ya que los ostiones,
aunque dejan de crecer no se “adelgazan” en verano y con-
servan buenas propiedades para su futura comercializacion.
Esta estrategia parece surgir después de afnos de adaptacion
de los ostiones, ya que aunque la especie tiene su origen
natural en aguas templadas, su naturaleza euritérmica y euri-
halina (Chéavez-Villalba, 2014) le han permitido sobrevivir en
las condiciones extremas de las lagunas del Golfo de Califor-
nia. Esta adaptacion podria haber favorecido otros procesos
como el de fijacion de semilla en las lagunas, pero esto tiene
que comprobarse en estudios futuros.

El indice de condicién (IC) inicié con valores altos (82.2
maximo) en mayo Yy junio para posteriormente disminuir
gradualmentey llegar al valor mas bajo en septiembre (46.4).
Después vuelve a aumentar durante octubre y diciembre
hasta alcanzar un valor de 76.8 al final del estudio (Fig. 3b).
En general, el IC fue bueno durante todo el experimento
debido a que los valores siempre permanecieron por arriba
de 50 (excepto septiembre) con un promedio final de 63.2 +
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12.5. La disminucion del IC también correspondié al periodo
de temperaturas altas y reduccién de la tasa de ganancia en
peso indicando que el verano-otofio es una fase critica para
los ostiones.

El patrén del IC observado aqui es diferente al repor-
tado por Chavez-Villalba et al. (2010) para C. gigas en esta
misma laguna, estos autores encontraron valores mas bajos,
poca variacion y no detectaron picos significativos. No obs-
tante, el patrén es similar al descrito por Chavez-Villalba et
al. (2007) en la laguna El Soldado, Sonora, también para el
ostion del Pacifico, y esos autores no detectaron desoves ni
cambios significativos del IC durante la época reproductiva.
Se ha descrito que los eventos reproductivos alteran la con-
dicion fisioldgica de la especie, lo que se ve reflejado en el
indice de condicién (Suquet et al., 2016). Aqui observamos
una disminucion significativa del IC durante la época que co-
rresponderia a la reproduccién de la especie en Bahia Falsa,
Baja California (Caceres-Martinez et al., 2004). No obstante,
no tenemos elementos para confirmar que la disminucion
del IC corresponda a un desove porque no se hicieron analisis
histolégicos y porque en el momento del evento los ostiones
todavia se consideraban juveniles (3-4 meses de edad). Es ne-
cesario volver a hacer estudios sobre C. gigas en esta laguna
para saber si debido a procesos de adaptacion, el desarrollo
de la reproduccién ha cambiado y ahora sea posible que los
ostiones desoven y existan fijaciones de semilla. A la fecha,
en México no se tienen registros de fijaciones de semilla de
la especie en los sitios de cultivo ni en otras areas (Chavez-
Villalba, 2014).

Modelo de crecimiento

En base al criterio de informaciéon de Akaike (AIC), el
modelo que mejor describié el crecimiento de C. gigas en
este estudio fue el Schnute caso 1, con una plausibilidad del
100% y con la siguiente ecuacion:

o o o 1 — o-204(t-0.11) =5
L= {4-1 2+ (594770 —4.17%°) 1_6-20.4(0.79—0.11)]}

En general, todos los modelos probados presenta-
ron un buen ajuste a los datos, reflejando la viabilidad de
implementar la inferencia multimodelo (IMM) como una
alternativa para seleccionar el modelo que mejor describa el
crecimiento de la especie. Tradicionalmente, el crecimiento
de los bivalvos se modela en base al modelo de von Ber-
talanffy, sin embargo, se ha cuestionado si realmente es el
mejor modelo para este grupo de animales (Cruz-Vazquez et
al., 2012). En México se ha modelado el crecimiento de algu-
nos bivalvos usando la IMM, por ejemplo, Géngora-Gémez et
al. (2017) compararon los modelos de von Bertalanffy y von
Bertalanffy estacional encontrando que el segundo describe
mejor el crecimiento de C. gigas. Por otro lado, Chavez-
Villalba y Aragén-Noriega (2015) compararon seis modelos
de crecimiento concluyendo que el modelo Schnute caso 3
es el que mejor modela el crecimiento de C. corteziensis. Esto
coincide con lo reportado para C. gigas en Argelia, donde se

encontrd, a través de la IMM, que el modelo Schnute 3 fue el
mejor para la especie (Haoui-Meslem et al., 2017). Como se
puede apreciar, el crecimiento de la especie y de los bival-
vos en general puede ser muy variable dependiendo de las
condiciones ambientales donde se desarrollen, por lo que se
requiere técnicas como la IMM para encontrar el modelo que
mejor describa el crecimiento. No obstante, no se descarta la
idea de encontrar un modelo universal para describir el cre-
cimiento de los bivalvos, pero se requieren de mas estudios
en esta disciplina.

Patégenos

Los resultados de los andlisis de patégenos indicaron
que no se registrd presencia de OsHV-1, Marteilia refrin-
gens 'y Perkinsus marinus, ni en semilla antes de la siembra
ni en adultos al final del cultivo. Estos patdgenos han sido
reportados en las lagunas del Golfo de California causando
mortalidades tanto en los laboratorios de produccién como
en los cultivos comerciales (Enriquez-Espinoza et al., 2010,
2015; Grijalva-Chon et al., 2013, 2015; De la Re-Vega et dal.,
2017; Martinez-Garcia et al., 2017). Desde la perspectiva de
la sanidad acuicola se puede asumir que los protocolos para
prevenir los patégenos en los laboratorios de produccion de
semilla estdn dando buenos resultados. Por otra parte, si se
considera las variaciones ambientales en el sitio de cultivo y
la relacion de éstas con la proliferacion de patdégenos (Solo-
mieu et al., 2015), podemos afirmar que el lote de semillas
utilizado en este estudio presenta buena resistencia a enfer-
medades.

CONCLUSIONES

La temperatura del agua influyé directamente en el
crecimiento y la condicion de los ostiones durante su cultivo.
Durante los periodos mas elevados de temperatura, los os-
tiones parecen adoptar una estrategia que les permite frenar
el crecimiento de la conchay usar la energia proveniente del
alimento para formar carne. El estrés que pudiera provocar
los cambios extremos de los pardmetros del agua no se vio
reflejado en infecciones por patdégenos a pesar de los multi-
ples reportes de patégenos asociados a bivalvos en La Cruz.
Esto es un indicador de cultivos sanos, lo que contribuye a
fortalecer la ostricultura de la regién. Desde el punto de vista
de la acuacultura, los resultados obtenidos indican un buen
desarrollo de los ostiones en cultivo, los cuales estan dentro
de los estandares de los cultivos comerciales en México. Los
modelos de crecimiento fueron sensibles a las variaciones
ambientales y su influencia en el crecimiento de los ostio-
nes. Esto indica la importancia de emplear técnicas como
la inferencia multimodelo para describir mas fielmente el
crecimiento de los bivalvos.
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Abstract

Production of Crassostrea gigas in hatcheries may be affected by different factors
influencing spat quality; this will be reflected during its cultivation in the field. The main
indicator of quality is growth. Growth modeling is a form of determining individual
growth patterns in bivalves. In this study, multi-model inference (MMI) and the Akaike
information criterion (AIC) were employed to identify differences in growth patterns of
distinct C. gigas stocks. The experiment used spat produced in four different hatcheries
(A, B, C, and D), which were cultivated under identical conditions. The stocks showed
similar growth patterns but the best growth models to describe every case were different;
hatchery A—von Bertalanfty (AIC = — 15.27), hatchery B—Schnute model case 3 (AIC =
—0.46), and hatcheries C and D—Schnute model case 1 (AIC =233.4 and — 73.3, respec-
tively). According to the models, oysters from hatchery B did not reach their maximum
growth while the rest did it. Differences may be attributed to stock origin while the spat
quality seems associated with production protocols. Results showed that growth patterns
of C. gigas can be variable under the same cultivation conditions but the differences are
difficult to detect. We demonstrated that the only way to find such differences was via
MM, and this approach should be used for any aquaculture resource.

Keywords Akaike information criterion - Epigenetics - Hatchery - Oyster culture - Spat -
Temperature
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Introduction

The Japanese oyster Crassostrea gigas (Thunberg 1793) is the bivalve mollusk mostly
cultivated of the world; it is present in practically all the seas and represents the highest values
of shellfish aquaculture (FAO 2005-2018). The species has been introduced in more than 60
countries and in many of them are currently cultivated as non-native species (Diederich et al.
2005; Miossec et al. 2009). Commercial aquaculture of C. gigas is based on spat availability,
which are juveniles showing a 0.5-35-mm shell length. The spat is obtained from the wild
through collectors placed in lagoons and estuaries during the reproductive season of the
species (Robert and Gérard 1999) or can be artificially produced in hatcheries (Guo et al.
1999; Corporeau et al. 2012).

Obtaining spat implies certain difficulties; for example, in some regions, natural spat
collection is not possible, has decreased, or presents variability of natural spat recruitment
on a yearly basis (Buestel et al. 2009; Neto et al. 2013). Hatcheries emerged as an alternative to
address previous problems (Frias and Segovia 2010), and in some cases, oyster farming totally
relies on hatchery-produced spat (Chavez-Villalba 2014). Nevertheless, hatcheries are affected
by a large number of factors, among the most relevant are the seawater quality (pH, CO,)
(Barton et al. 2015), the low quality of microalgal cultures (Helm et al. 2004), diseases
associated to pathogens (bacteria, virus) causing elevated mortalities during larvae and spat
production (Friedman et al. 2005; Burge et al. 2007), and reduced genetic variability of
breeding oysters (Dégremont et al. 2015). All these elements can act at the same time or only
one of them at a time, but generally produce significant variations in the quality of gametes and
larvae, which invariably affect the spat quality.

Usually, juvenile performances during its field cultivation are related to spat quality and the
main indicator of this is growth. Either in natural populations or in commercial oyster farming,
growth can be measured using the shell length increase (or height) and the weight variation
(total or tissue) at different time intervals (Dridi et al. 2007), concomitantly associated to
condition index estimates (Barraza-Guardado et al. 2009). Pacific oyster growth is linked to
environmental variables like temperature and primary productivity since it feeds mainly on
phytoplankton (Mondol et al. 2016; Gasmi et al. 2017). In a previous study, we demonstrated
the importance of such variables in this species, the temperature as a governing factor
influencing growth rates, and the food supply as a regulator of condition index (Reynaga-
Franco et al. 2019).

The model traditionally used to determine growth in different species is that of von
Bertalanfty (VBGM) (Zhu et al. 2009). Nevertheless, it has been reported that the VBGM
cannot be adjusted to all types of data sets, therefore representing an issue for certain bivalve
species of commercial interest (Cruz-Vasquez et al. 2012). In that sense, it is possible to use
other growth models like that of Gompertz (1825), the logistic (Ricker 1975), and the Schnute
(1981).

When using different models to determine growth patterns in cultivated organisms, it is
important to consider that growth can be asymptotic or undetermined. The latter occurs when
the individual growth curve of harvested animals is still in the exponential phase. The
asymptotic grow has two shapes, inverted exponential or sigmoidal (S shape). The specialized
VBGM describes an inverted exponential growth curve, while the logistic function (Ricker
1975) is a very common but also very basic form of a sigmoid function. Due to its simplicity, it
has been applied widely but is limited by its mathematical background. Originally, the function
was developed to study population growth but was later applied to individual growth studies.
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Due to its simple formulation, the inflection point of the curve is always set in the middle; both
sides are inverted mirror images. The logistic curve is always symmetric. Similar to the logistic
function, the Gompertz function is a sigmoid-shaped function and, in comparison with the
previous one, is an asymmetric curve with the inflection point not set in the middle of the
curve. All these previous models contain three parameters to describe the shape of the curve.
One of the parameters is the asymptote, which is unrealistic for indeterminate growth. An
alternative is the versatile growth model proposed by Schnute (1981) which can represent eight
curves depending on the values of two parameters named “a” and “b.” With the Schnute
model, both the asymptotic and indeterminate growth can be expressed.

When more than one model is used to determine growth, it is necessary to choose the best
model. This can be performed using information theory, which is an approach that has been
recommended as a more robust alternative compared with traditional methods (Katsanevakis
2006). The most common information theory approach is the Akaike information criterion
(AIC) that has been used in other growth studies in bivalve mollusks (Cruz-Vasquez et al.
2012; Aragén-Noriega 2013; Chavez-Villalba and Aragon-Noriega 2015). In this context, this
study aims to use the multi-model inference and information theory to determine the individual
growth patterns of C. gigas from various hatcheries, but cultivated under similar environmen-
tal conditions. Environmental variables, reproduction, spat size, stocks’ origin, hatchery
infrastructure, mortality, genetics, and epigenetics effects are discussed.

Material and methods
Crassostrea gigas stocks

The oyster spat for cultivation and production of C. gigas in Mexico is obtained from
national hatcheries or is imported from other countries (mainly USA). Usually, the annual
cycle for spat production lasts from February to June. In 2014, four hatcheries located in
northwestern Mexico with the highest commercial activity and named anonymously
hatcheries A, B, C, and D were selected for the experiment (Fig. 1). Background infor-
mation on broodstock used for spat production in every hatchery was requested. A
common element is that the original broodstocks for hatcheries A, B, and D were imported
from the USA. Currently, hatchery A uses local oysters chosen from internal selection
programs, hatchery B employs local oysters but they are used to exchange broodstock with
other local hatcheries, hatchery C production is based upon oysters coming from selective
breeding programs but improved traits were unknown, and hatchery D uses local oysters
produced from their own farm. Then, a batch of spat from each hatchery was purchased
with the request size between 3 and 4 mm (shell length), which is the most demanded size
by the local oyster farmers. Disease-free certificate of oysters was also requested.

Cultivation and sampling

Every hatchery sent a lot of 10,000 juveniles (spat) to the city of Hermosillo (Sonora) then the
lots were transported to a laboratory (University of Sonora, Kino Experimental Unit) for a
general inspection and obtaining samples of each lot to measure the average shell length to the
nearest 0.01 mm using an electronic vernier caliper and to determine the average weight to the
nearest 0.001 g with a precision balance (Denver instrument M120, NY, USA). Nevertheless,
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Fig. 1 Experimental cultivation site and location of hatcheries producing Crassostrea gigas spat selected
for the study

none of the hatchery sent the requested spat size, all being out of range. Although spat
selection is based on a sieving process, we do not have information if the spat was selected
from a particular quartile of the size distribution or what was the procedure that was followed.
The initial spat size ranged from 4.2+0.5 mmto 6.3+£1.6,2.3+0.3,and 5.1 £0.7 for A, B, C,
and D, respectively.

Spat batches were deployed in Nestier® plastic trays forming cultivation modules; two
replicated modules were formed for every lot and were tied to a long-line system located in La
Cruz lagoon, Sonora (28° 47’ 58.00200" N: 111° 54’ 55.54080” W) (Fig. 1). Cultivation of
oysters followed the standard protocols (including maintenance and cleaning) used tradition-
ally by oyster farmers in the region. Empty shells and moribund oysters were recovered
monthly to estimate mortality. Samplings to determine the individual oyster growth were
performed every 2 weeks, starting on May 9 and ending on December 10, 2014. Fifty oysters
from each replicate of every lot were sampled, cleaned, and measured with an electronic
caliper (shell length) in the laboratory.

Concomitantly, temperature, salinity, and dissolved oxygen were measured in the
cultivation site with an YSI-85 multisensor probe during each sampling. Meanwhile, 1 L
of seawater was sampled to estimate the chlorophyll @ and seston concentrations. The
chlorophyll a was determined by the methodology described by Parsons et al. (1984),
while the seston was calculated following the procedures described in Strickland and
Parsons (1972).

Growth model selection and parameter inference

Technically, only three different models were evaluated utilizing length-at-age data to deter-
mine the best-fitted model. Six equations were tested. The theory behind this statement is that
the Schnute model has four solution cases, in spite of being a single model (Schnute 1981).
The models described below were selected based on their prevalence in bivalve growth
modeling studies (Schéffer and Zettler 2007; Nanbu et al. 2008; Chavez-Villalba and Ara-
gon-Noriega 2015; Morales-Bojorquez et al. 2015).
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The VBGM is given by:

The logistic growth equation is given by:
-1
L(t) = Ly, ( 1+ e*“(“*))
The following parameters are used in these models:

L(t) Is the length at age ¢

t Is the age in years

L,  Is the mean length of very old organisms (asymptotic length parameter)

k Determines how fast L, is reached (curvature parameter)

t Is the hypothetical age at which the organism has zero length (initial condition
parameter)

k> Is the relative growth rate parameter
t* Is the inflection point of the sigmoid curve

The Schnute growth model (Schnute 1981) is a general four-parameter growth model that
takes four mathematical forms depending on the values of @ and b in relation to 0. In this study,
we will describe Schnute case 1 when a #0, b#0, as follows:

1
l_e—a(t—n) b
_ b b_vyb
L= {Yl + (Y5-17) [71—561(72—71)] }
Schnute case 2 when a#0, b=0, as follows:
Y, 1_e*a(t*7'1)
L[ = Ylexp |:Il’l <Y_]> m
Schnute case 3 when a =0, b #0, as follows:

1
L= {Y’{ + (Y5-1) { = ]}

Tr—T1

Schnute case 4 when a=0, b =0, as follows:

Y t—
L, =Yexp {Zn <—2> m ]
Yi) 1o

The following parameters are used in these models:

7;  Is the lowest age in the data set

7, Is the highest age in the data set

a Is the relative growth rate parameter

b  Is the incremental relative growth rate (incremental time constant)
Y; Is the size at age 7

Y, s the size at age 7,
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The models were fitted using maximum likelihood. A multiplicative error structure was
considered. The maximum likelihood fitting algorithm was based on the equation:

LL(®|data) = —(%) (In(27) + 2%In(0) + 1)

where @ represents the model parameters and o represents the standard deviations of the errors,
which are calculated using the following equation:

U: \/ S (InLos—In L)’

n

The multi-model approach was used to select the best candidate growth model (Katsanevakis
2006) based on the AIC, defined as AIC=— 2LL+ 20; where LL is the maximum log-
likelihood and 6; is the number of parameters in each model tested. The differences in AIC
(A;=AIC;— AIC,,;;,) values were estimated among all of the models used in this study. The
model with the lowest AIC value was chosen as the best model. To statistically decide the
model fitness of the data, a criterion proposed by Burnham and Anderson (2002) was
evaluated, in which Ai<2 is evidence of substantial support, 4 < Ai< 7 has some support,
and Ai> 10 shows essentially no support from data.

The plausibility of each model was estimated using the following formula for the Akaike
weight:

e(—O.SAi)

Wi =—
Z e(—O.SAk)
k=1

Results
Environmental variables

Seawater variables showed seasonal variation characteristics of subtropical coastal lagoons
(Table 1). The average temperature was 28.4+4.5 °C, with maximum values in August
(33 °C) and minimum in December (19.1 °C). Average salinity was 37.7 = 1.4 ranging from
35 to 40, and the average dissolved oxygen was 6.4 + 0.8 mg/L. Chlorophyll a varied between
1.4 and 6.5 pg/L with an average of 3.0+ 1.6 pg/L, and the seston fluctuated between 4.9 and
10.3 mg/L with a mean of 7.5+ 1.6 mg/L.

Table 1 Values of environmental variables during cultivation of distinct Crassostrea gigas stocks

Variable Maximum—month Minimum, month Mean + SD
Temperature (°C) 33.0—August 19.1—December 284 +4.5
Salinity 40—April and June 35.2—September 377+ 14
Oxygen (mg/L) 8.6—December 5.6—August 6.5+£0.8
Chlorophyll a (pg/L) 6.5—July 1.4—May 30+£1.6
Seston (mg/L) 10.3—May 4.9—December 75+1.6
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Oyster growth

In relation to the size of spat at the beginning of the experiment, an ANOVA test showed
significant differences (p < 0.05) among all the stocks with a higher length for B followed by
D, A, and C in that order.

Overall, the growth curves generated by the observed data described similar trends for the
oysters from the four hatcheries. In every case, oyster growth began with high rates during the
first 2 months, but the rates diminished from the third to the fourth month of cultivation, to
increase again until the end of the study period (Fig. 2). Mortality at the end of the experiment
was 11%, 5%, 3%, and 4% for hatcheries A, B, C, and D, respectively.

Growth curves generated by the models were also similar. With the exception of Schnute
model case 4, the curves’ behavior from the models in relation to the observed growth
indicates a suitable adjustment (Fig. 3). At first glance, it is difficult to determine which model
best describes the spat growth of each hatchery. Nevertheless, the values of the estimated AIC
for each model allowed to identify which model best described the growth for each hatchery
(Table 2). In the case of oysters from hatchery A, the model best describing the growth was
that of von Bertalanffy (VBGM) with an AIC of — 15.27, followed by Schnute model case 1
with an AIC of — 13.24. For hatchery B, it was Schnute model cases 3 and 1 with AIC values
of —0.46 and 0.53, respectively. In the case of hatchery C, the best model was Schnute case 1
(AIC =-233.4) and then the VBGM (AIC = —230.3). For these three hatcheries, Schnute case
1 describes a curve in the form of an inverted exponential (typical of VBGM). Finally, for
hatchery D, it was Schnute case 1 with an AIC =—73.30 (but the shape of the curve described
in this case was sigmoid) and followed by the logistic model (AIC = —72.96).

In general, the models selected as “best” for each one of the four hatcheries yielded
divergent lengths for each data set or oyster stock. Figure 4 shows this finding more
clearly, although the curves were extended to an age of 1 year to accentuate the differences
among the curves. If the curves are limited to the actual data used, the differences between
the growth curves are difficult to detect, at first glance, for hatcheries B and C, but all of
the growth curve shapes are clearly distinguishable with this predictive curve.
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Fig. 2 Growth curves (mean shell length + SD) of four Crassostrea gigas stocks cultivated in La Cruz lagoon
(Sonora, Mexico)
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Fig. 3 a—d Growth curves generated by six models for each data set of Pacific oyster spat Crassostrea gigas
produced in four different hatcheries (A, B, C, D). VBGM, von Bertalanffy growth model

Discussion
Initial size of the spat

In a previous study, we examined the problem of comparing the performance of various
C. gigas oyster stocks considering that they presented differences in spat size at the beginning
of the experiment (Reynaga-Franco et al. 2019). We found that a recurrent problem in all
Mexican hatcheries is that they produce spat with heterogeneous size, and most of these
operational difficulties are not reported in the scientific literature and they are resolved
internally by each hatchery. Considering the experiment objectives, it was noted that each
hatchery has its own production protocols and that it would be unlikely that these would be
adjusted so that everyone would produce spat of similar size for the same date. We also
discovered (Reynaga-Franco et al. 2019) that the effect of spat with different sizes could be
relative on growth performance in this species, since the smallest spat at the beginning of the
study showed the highest weight and the second best size by the end of the experiment.
Therefore, there are other attributes, such as the genetic variability, epigenetics, the culture
system, and density culture, which could have a greater influence on the biological perfor-
mance of oyster (Dégremont et al. 2005; Chavez-Villalba 2014; Kong et al. 2015). The
difficulty of homogenizing the initial spat size should be considered in future studies.

The effect of environmental variables and sexual maturity

The growth of C. gigas is influenced by the seasonality of environmental variables, mainly
by food availability and temperature (Mondol et al. 2016; Haoui-Meslem et al. 2017;
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Table 2 Values for the Akaike information criterion (AIC) obtained from the growth models adjusted to the
average length—age data for four Crassostrea gigas stocks. The best model for each hatchery is in italics

Hatchery Model P AIC A W,% Loo W0

A Schnute case 1 4 —13.24 2.03 26.62 50.54 13.45
Schnute case 2 3 22.52 37.79 0.0 45.76 0.0
Schnute case 3 3 41.36 56.54 0.0 61.70 0.0
Schnute case 4 3 872.12 888.12 0.0 103.13 0.0
VBGM 3 —15.27 0.0 73.38 51.76 37.98
Logistic 3 72.07 87.34 0.0 43.98 0.0

B Schnute case 1 4 0.53 0.99 37.87 62.74 23.76
Schnute case 2 3 103.62 104.09 0.0 51.56 0.0
Schnute case 3 3 —0.46 0.0 62.13 64.46 45.05
Schnute case 4 3 717.37 717.38 0.0 109.45 0.0
VBGM 3 28.93 23.39 0.0 59.40 0.0
Logistic 3 156.48 156.94 0.0 49.39 0.0

C Schnute case 1 4 —233.36 0.0 82.27 58.16 47.85
Schnute case 2 3 —4.48 228.53 0.0 45.97 0.0
Schnute case 3 3 —195.15 38.21 0.0 66.84 0.0
Schnute case 4 3 1018.18 1251.55 0.0 132.48 0.0
VBGM 3 —230.30 3.07 0.22 61.94 10.98
Logistic 3 179.38 412.74 0.0 42.96 0.0

D Schnute case 1 4 - 73.30 0.0 54.16 47.14 25.53
Schnute case 2 3 -59.79 13.51 0.06 50.50 0.03
Schnute case 3 3 139.28 212.58 0.0 71.45 0.0
Schnute case 4 3 833.16 906.46 0.0 116.33 0.0
VBGM 3 59.43 132.74 0.0 71.88 0.0
Logistic 3 —72.96 0.34 45.78 46.13 21.12

Roncarati et al. 2017; Lodeiros et al. 2018). For example, the concentrations of chloro-
phyll and seston indicated an abundance of food during the entire cultivation period.
Temperature showed a marked seasonality with values exceeding 30-32 °C during sum-
mer confirming previous studies for this lagoon (Castro-Longoria and Grijalva-Chon
1991; Garate-Lizarraga et al. 2013; Valenzuela-Castillo et al. 2015). The oysters of the
four hatcheries followed a similar growth pattern over the experimental time. We observed
that growth was rapid during the first 2 months of cultivation when the temperature was
still increasing, but slower in the following 2 months when the temperature reached the

Todal shell lemgih (mm}

L

0 0.2

0.4 LR
Age (years)

0.8

L.

e Hadchery &
e Hudchery B
= Harchery €

= Haichery D

Fig. 4 Growth curves of Pacific oysters Crassostrea gigas, shaped by the model selected as best for

each hatchery
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highest values. Then, the growth became rapid again until the end of the cultivation period
when the temperature started to decrease. Even with unlimited food supply from July to
September, the effect of temperatures >30 °C drastically reduced the growth of the
organisms during this period, considering that temperatures around 19 °C are optimal
for the species (Samain et al. 2004; Sicard et al. 2006). Therefore, temperature patterns
seemed to be the main factor influencing the growth of C. gigas in the present study.
Nevertheless, in our previous study, we noticed that the effect of this variable seems
stronger on shell growth than on weight growth, may be dissimilar on various oyster
stocks, and depends on whether the temperature increases, stays high, or decreases
(Reynaga-Franco et al. 2019).

Most mortalities were observed during the phase of high temperatures but values were low
and similar for all the stocks. Even so, the greatest survival was observed in hatchery C, which
the oysters are coming from a selective breeding program where survival rates are improving
given that heritability in C. gigas is very high (Dégremont et al. 2007). Nevertheless, this fact
seems to have had no significant effect on the overall mortality because, at the end, survival
was very high indicating spat of good quality coming from all the hatcheries.

Together with environmental variables, reproduction events may also affect growth in
bivalves (Pouvreau et al. 2006). C. gigas reproduction in Mexico indicates two situations:
oysters cultivated on the Pacific side of the Peninsula are exposed to colder waters with
gametes growing and maturing during spring and spawning in summer (Caceres-Martinez
et al. 2004) and oyster cultivated within the Gulf of California are exposed to warmer waters
with gametes growing and maturing in spring but without spawning (gametes are reabsorbed;
Chavez-Villalba et al. 2007). Our oysters were young during spring, unlikely developing a
functional gonad in summer. Moreover, part of summer and autumn corresponds to a resting
phase with minimum reproductive activity. Those elements suggest that reproduction events in
this study did not have a significant effect on growth patterns of the different oyster stocks.

The utility of multi-model inference approach

Hypothesizing the seasonal growth in C. gigas, Gongora-Gomez et al. (2017) described the
growth patterns of this species testing the seasonal model of von Bertalanfty and the traditional
von Bertalanffy. Their conclusion was that the exotic species C. gigas exhibits a seasonal
growth pattern under the cultivation conditions in a subtropical lagoon of the Gulf of
California. Nevertheless, the native species C. corteziensis cultivated under similar environ-
mental conditions (particularly of temperature) as the Pacific oyster did not show a seasonal
growth pattern (Chéavez-Villalba and Aragén-Noriega 2015). This shows the difficulty of
finding a single model that can describe all growth patterns for bivalves.

Chavez-Villalba and Aragon-Noriega (2015) proved six models and selected the best model
through the multi-model inference approach (MMI). In the present study, the MMI was
implemented to describe the growth patterns of oysters produced in four different hatcheries.
C. gigas in Mexico has one of the fastest growth rates in the world and oysters may reach the
commercial size (80-mm shell length and/or 60-g total weight) in 8-9 months of cultivation
(Chavez-Villalba 2014). In this study, we considered growth during 7 months where the
oysters reached the length sizes between 62 and 70 mm. Although field experiment would
have been improved by keeping the organisms up to the commercial size, it was shortened due
to technical issues. Other studies have implemented growth experiments (<6 months) to
determine a dynamic energy budget model for the species (Pouvreau et al. 2006). We consider,
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therefore, that our experimentation lasting time was sufficient to establish an appropriate
growth model to achieve the objective of our experiment. Appropriateness of the growth
model in an organism subject to aquaculture is limited for the period of cultivation but it is
enough for a particular objective of aquaculture experiments.

The main objective was to probe if the spat origin of the Pacific oyster C. gigas has an
effect on growth during cultivation conditions. The hypotheses proven, via the models, are the
growth patterns. Although the growth patterns were similar among the various stocks, those
patterns adjusted to different growth models. If the selected model describes an asymptotic
curve, it means that the oysters under cultivation reached their maximum growth potential. On
the other hand, if the selected model described an indeterminate growth curve, it means that, at
harvest time, the oysters have the potential to keep growing. In the present study, hatchery B
was represented for case 3 of the Schnute model that describes an indeterminate growth in its
shape of the curve. Although considering the observed environmental conditions, this means
that the oysters produced in hatchery B could continue growing. The fact that these oysters
were larger at the beginning of the study could likely have some effect on their growth pattern,
but this needs to be confirmed by further additional studies. On the other hand, oysters
produced in hatcheries A, C, and D apparently reached their maximum growth potential under
the same cultivation conditions. If the cultivation period is extended, no further growth would
be expected. Although these oysters started the experiment with significant size differences,
the models described similar trends.

Potential effect of spat origin and infrastructure

The effect of temperature was the same for the four oyster stocks; consequently, other sources
of variation could not only be the spat size but also the origin since each stock was produced
by a different hatchery. It has been reported that the spat origin—specifically parents’ genetic
characteristics—influences the rate of growth and survival of the species (Dégremont et al.
2010; Nel et al. 2014). However, it has not been tested methodically which factors within the
origin might be those who had more influence in this variation. One factor could be the
geographical location of each hatchery, which is related to environmental conditions where
they are located and maintain broodstock (frequently in areas close to the hatcheries). Usually,
spat attributes come from the broodstock; in this study, with the exception of hatchery C, the
breeders of hatcheries A, B, and D are selected by their physical characteristics and not from
genetic attributes. In that sense, every stock comes from the crosses of different parents
showing specific characteristics and adapted to local environmental conditions. C. gigas is
highly tolerable to environmental changes and exhibits good adaptability to different geo-
graphic regions (Miossec et al. 2009; Troost 2010). This could be verified in this study
observing the growth patterns of the different stocks confirming the large phenotypic growth
plasticity of the species. Nevertheless, it is relevant to perform studies to determine the genetic
broodstock variability to improve the spat quality.

Another element may be the overall hatchery infrastructures, which vary greatly among the
four hatcheries involved. For example, in hatchery C, the production cycle, the seawater
exchanges, the feeding of organisms, and the seawater temperature are automated, while other
hatcheries operate manually. The production cycle of hatchery C is totally closed, while in
other hatcheries, it is semi-closed. Comparatively, the functionality of the facilities of hatchery
C allows a greater efficiency in production, as well as greater controls within each stage. We
must consider also the influence of the production protocol in each hatchery. Guidelines for
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producing bivalve spat (Utting and Spencer 1991; Helm et al. 2004; Spencer 2008) are well
suited, and some of the processes described in those guides are modified depending on the
geographic region, infrastructure, and technical capacity of the hatcheries. This generates
infinite modified protocols that can influence produced spat quality. By way of example, the
broodstock of hatchery C comes from a selective breeding program, whereas the original
broodstock of other hatcheries was imported from the USA, with new breeders collected at
each production cycle from local farms that the hatchery usually provide with spat. If we
consider that the broodstock contributes to the genetic spat variability, the fact that the
hatcheries select them differently can generate variation in spat quality. In summary, the
geographic location, laboratory infrastructure, and modified protocols may be the cause of
the variation in the growth patterns of the oysters identified in this study.

It is likely that protocol variants, not only those of the studied hatcheries but also of any
hatchery in the world, could have greater influence than other factors on the spat quality
produced. Although this requires further studies, it is possible to consider that spat quality
seems more associated with production protocols than other aspects, as was found in the
present study via the study of the growth performance. Therefore, we recommend carrying out
an in-depth study of production protocols to identify critical stages and their influence on the
attributes of the spat.

Genetics and epigenetics

Undoubtedly, in C. gigas the genetic aspects are related to growth patterns and survival
(Dégremont et al. 2007; Gomes et al. 2018; Li et al. 2018; Wang et al. 2018). Although
reproduction in hatcheries represents a phenotypic improvement based on the genetic vari-
ability available (Jiang et al. 2013), it has been reported that these procedures reduce genetic
variability, since usually a small number of breeders participate (Grijalva-Chon et al. 2013).
Unfortunately, in the case of hatcheries participating in this study, the genetic variability is not
monitored among other reasons for the costs that represent these analyses. In addition, growth
variations may also be due to epigenetics, as it has been demonstrated that DNA methylation in
C. gigas has regulatory functions in the early development and in genes associated with stress
and environmental response (Gavery and Roberts 2010; Riviere et al. 2017; Rondon et al.
2017). The controlled conditions in a hatchery try to limit the physiological stress and favor the
optimal development of the organisms (Helm et al. 2004). Thus, we must question whether the
methylation process in the hatcheries is not biased due to controlled environmental conditions.
This is a subject that requires further investigation.

It is evident that the participating hatcheries should have at least some knowledge of the
level of genetic variability and inbreeding levels of their oyster lines in order to have a more
robust explanation about the differences in growth dynamics. But as far as we know, this is not
in the plans of any of the participating hatcheries.

Conclusion

The conclusion of the present study was the corroboration that the growth of C. gigas can be
variable under the same cultivation conditions. Although there is the possibility of the effect of
spat size, we consider that the main effect is resulting from the spat origin. It is highly likely

that the growth pattern will be influenced by the production protocol and undoubtedly this will
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have an effect on the spat growth over a full rearing cycle. Considering that hatcheries have
differences in their infrastructure and production protocols (maturation processes), then it is
possible to generate a great number of spat variants. It is clear that there are many factors
affecting the growth of C. gigas spat; here, we present significant information about the effect
of some of them but more studies are needed to confirm the present results. Thus, it is
important to contemplate studying the relationship between oyster spat production systems
and their biological performance on the field, so that this knowledge can contribute to
understanding oyster development and aquaculture in general.

Regarding the application of growth models in this study, we evidenced the difficulty to
detect differences in growth patterns and discriminate to find the best models to represent it.
We demonstrated that a way to find such differences was via the multi-model inference (MMI)
approach. Therefore, if the objective is to determine the growth pattern of any aquaculture
resource, the MMI could be used.
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IV. DISCUSION

El cultivo del ostion japonés es una de las actividades acuicolas mas importantes a nivel
mundial, y detras de su tecnificacion existen innumerables esfuerzos cientificos y tecnologicos.
Actualmente esta actividad enfrenta el reto de convertirse en una practica sostenible, en este
sentido los criaderos o laboratorios productores de semillas juegan un papel crucial. Las semillas
son el principal insumo para desarrollar el cultivo de la especie comercialmente, pero a pesar de
su relevancia, muchos aspectos de la produccion en laboratorio no han sido estudiados. Ademas,
recientemente se han reportado problematicas asociadas al desempefio de las semillas en los

cultivos, principalmente altas mortalidades y deficiencias en su crecimiento (Uriarte et al.,

2008).

El caso de los laboratorios mexicanos es un caso de estudio complejo y de gran interés.
A pesar de contar con una tradicion ostricola de mas de 40 afios, la transferencia de tecnologia
a estos sistemas en general es limitada o practicamente nula, considerando que los cultivos de
ostion japonés en el pais dependen totalmente de la produccion de semillas en criaderos
(Chavez-Villalba, 2014). Por lo tanto, se puede considerar que la produccidon nacional depende

en gran medida de la eficiencia de estos sistemas.

V.1. Produccion de semilla en laboratorio

Para evaluar la eficiencia de los laboratorios y la calidad de la semilla que producen, es necesario
desarrollar protocolos que permitan garantizar la mas alta calidad en las semillas. Lo anterior a
través de detectar puntos criticos en los procesos y mejorar los protocolos de produccion. En
este trabajo se disefio un protocolo con base en indicadores establecidos para la produccion de
semillas y su desempeiio en los cultivos. El protocolo propuesto mostrd sensibilidad al
identificar diferencias entre los cuatro laboratorios analizados, la evaluacion identifico
debilidades y seis puntos criticos claves para la produccion, evidenciando deficiencias en los

controles u omision de los mismos.

Tres de los seis puntos criticos se detectaron en la etapa de produccion de gametos, €stos
fueron; el bajo numero de reproductores utilizados por cada desove, las cruzas sin control
estricto entre diferentes lineas de ostiones, y no llevar a cabo estimaciones de las tasas de
fertilizacion y eclosion. Determinar el numero ideal de reproductores por desove ha
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representado un reto desde que existe la actividad hasta la actualidad (Hedgecock y Sly, 1990).
Ademas, se sabe que la pérdida de variabilidad genética es un problema comun en los
laboratorios de produccion de semillas, no solo en el ostion japonés, y esto esta asociado
principalmente al bajo nimero de reproductores que participan en los eventos reproductivos
(Smith y Conroy, 1992; Debnath et al., 2016). Aunque la solucién mas obvia pareciera ser
aumentar el nimero de reproductores, se debe considerar el aumento en los costos de operacion
para los laboratorios, por lo que los programas de mejoramiento genético pueden ser una

alternativa a este problema (Li et al., 2006).

Otro elemento a considerar es el nimero efectivo de reproductores, es decir, el nimero
de progenitores que logran pasar su informacién genética a la siguiente generacion. Se ha
demostrado que las cualidades reproductivas varian individualmente, lo cual propicia que un
reproductor tenga mayor €xito reproductivo que otro, por lo que un mayor numero de
reproductores no asegura del todo una mayor variabilidad genética (Boudry et al., 2002;
Appleyard y Ward, 2006). También debe considerarse que algunos laboratorios no sacrifican
sus reproductores, esto significa que un progenitor puede aportar la mayoria de los rasgos
genéticos a varias progenies. Esto aumenta los riesgos de endogamia en laboratorios que
obtienen sus reproductores de granjas locales que compran sus semillas (Bierne et al., 1998).
Establecer el numero efectivo de reproductores debe ser el criterio para determinar el nimero
de reproductores utilizados por desove. Por otra parte, desconocer el nimero adecuado de
reproductores por ciclo de produccion representa una deficiencia técnica en la produccion de

semilla, que puede repercutir directamente en su desempefio comercial.

El segundo punto critico identificado en esta area de produccion, es no establecer lineas
de reproduccion entre el stock disponible, lo que dificulta llevar un control sobre los
progenitores que pasan sus atributos genéticos a las semillas (Boudry et al., 2002). Se ha
reportado que la especie presenta alta variabilidad genética en poblaciones silvestres, debido a

que participan grandes cantidades de individuos (Yu y Chu, 2007; Yu y Li, 2007).

Establecer diferentes lineas de reproduccion representa un gran reto para los laboratorios
comerciales, pero representaria establecer parametros de calidad de primer nivel en las semillas
que producen. Por otro lado, los programas de mejoramiento genético deben ser acompafiados

por protocolos de cruzas entre diferentes lineas, para optimizar los recursos genéticos con los
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que cuenta cada criadero. Una alternativa actual es la importacién de gametos (Adams et al.,
2004), esto introduce nuevos genotipos enriqueciendo la variabilidad genética de sus semillas.
Aunque ya se han propuesto guias para utilizar esta técnica, no es una practica comun entre los

laboratorios (Tervit et al., 2005).

En relacion a la estimacion de las tasas de crecimiento y eclosion, este pardmetro es
crucial para determinar la eficiencia del proceso de produccion en los criaderos, sin embargo,
los laboratorios evaluados no tienen rutinas para estimar estas tasas y el éxito de su proceso se
basa en producir semillas “suficientes” para cumplir con la demanda comercial. Sumado a esto,
en la fertilizacion y asentamiento la calidad del agua es determinante para el éxito o fracaso de
este proceso (Barros et al., 2013). Sin embargo, al no estimar estas tasas, no es posible

determinar la eficiencia del sistema de produccion.

De la misma manera, hay dos puntos criticos de la etapa del cultivo larvario: la
estimacion de la sobrevivencia y el asentamiento y metamorfosis, ya que histéricamente en esta
etapa del proceso de produccion es donde se presentan las mayores mortalidades. Los
laboratorios evaluados no estiman estos parametros, por lo que no tienen elementos para
diagnosticar mortalidades masivas o si estas estan dentro de los estandares, por lo que en base a

este desconocimiento es dificil aplicar mejoras en esta etapa del proceso.

V.2. Variabilidad genética

El ultimo de los puntos criticos detectado por el protocolo corresponde a la determinacion de la
variabilidad genética, este parametro es de vital importancia para las semillas ya que de esto
depende la sobrevivencia, la tasa de crecimiento y la resistencia a patogenos (Pace et al., 2006;
Dégremont et al., 2007). Sin embargo, los laboratorios analizados no lo evaluan, esto puede ser

entendible si consideramos los costos de analizar cada lote que se comercializa.

Determinar la variabilidad genética de las semillas, representa ofrecer un producto de
alto valor comercial, ya que una buena variabilidad determina un buen desempefio biologico
(Xu et al.,, 2017) y reduce los riesgos de endogamia a causa del reducido niimero de
reproductores usados por desove (Grijalva-Chon et al., 2013). La variabilidad genética juega un
papel tan importante en el éxito de los cultivos que se ha descrito como la mejor alternativa
contra el herpesvirus de los ostreidos. Existe evidencia de que organismos con amplia
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variabilidad presentan mayor sobrevivencia a este patdogeno (Dégremont et al., 2011; Rodgers
etal.,2018). Es por ello que muchos ostricultores han optado por cultivar organismos triploides,
ya que presentan una mayor tasa de crecimiento y mayor resistencia a patdgenos que los

organismos diploides (Duchemin et al., 2007; Azéma et al., 2016).

El rubro de la variabilidad genética es quizas el mas complicado de controlar para los
laboratorios ya que se debe considerar el papel de la seleccion de los reproductores que
conforman el stock de cada criadero, el nimero de organismos que intervienen en cada desove,
incluso el numero efectivo de reproductores. La problematica estriba principalmente en el
incremento de los costos que representa establecer estos controles, para garantizar una buena

variabilidad en las semillas comercializadas.

En este trabajo los marcadores moleculares mitocondriales reportados en la literatura
(Arinishi y Okimoto, 2005; Kawamura et al., 2017) no fueron eficientes, estos oligos fueron
disefiados en base a poblaciones silvestres de Japon y la Republica de Corea, por lo que es
probable que a mas de 40 afios de introduccion de la especie a nuestro pais exista un proceso de

diferenciacion genética que propicio no obtener amplificaciones de la region mitocondrial.

V.3. Patogenos

Los patdgenos presentan una amenaza para los cultivos comerciales del ostion japonés en
México, ya que en el Golfo de California se ha registrado la presencia de OsHV-1, incluso con
variantes nativas (Grijalva-Chon ef al., 2013; de La Re-Vega et al., 2017; Martinez-Garcia et
al., 2017). Otras amenazas son Perkinsus marinus (Cacerés-Martinez et al., 2008; Enriquez-
Espinoza et al., 2010, 2015; Martinez-Garcia et al., 2017; Villanueva-Fonseca y Escobedo-
Bonilla, 2013; Escobedo-Fregoso et al., 2015) y Marteilia refringens (Grijalva-Chon et al.,
2015; Martinez-Garcia et al., 2017), considerados los principales patdgenos para la especie. En
este trabajo no se encontraron patégenos en ninguna etapa del cultivo experimental, a pesar de
los ya mencionados reportes de mortalidades en la zona del cultivo, lo cual indica que las
semillas cuentan con buena resistencia y que los protocolos seguidos en los laboratorios son

adecuados.
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V.4. Variabilidad ambiental y desempefio biologico

El crecimiento se considera el principal indicador de éxito en los cultivos comerciales, los cuatro
lotes cultivados presentaron tasas de crecimiento similares, ademas el crecimiento para los
cuatro lotes son los mas répidos reportados para la especie en México (Castillo-Duran et al.,
2010; Chavez-Villalba, 2014), asi como de las mas rapidos en el mundo (Baghurts y Michell,
2002; Handley 2002; Gangnery et al., 2003).

El crecimiento de la concha para los cuatro lotes no presenté anomalias y present6 las
caracteristicas reportadas para la especie, un crecimiento mayor en temperaturas frias y uno
menor en condiciones calidas (Haoui-Meslem et al., 2018; Gutiérrez et al., 2018; Lodeiros et

al., 2018; Zhang et al., 2019).

A pesar de la evidente influencia de la temperatura en el crecimiento de la concha, el
crecimiento en peso se mantuvo constante, es decir que, aunque la concha detuvo su
crecimiento, la produccion de carne se mantuvo. Este mecanismo no ha sido reportado en otros
cultivos, y puede estar asociado a los altos valores de fitoplancton y seston encontrados en la

laguna, de igual manera puede tratarse de un mecanismo adaptativo de la especie.

El indice de condicion en general se mantuvo por arriba de 50, lo cual indic6 una buena
condicién durante el cultivo. Este se vio influenciado por la temperatura, lo cual se ha descrito
ampliamente su efecto en la especie (Barraza-Guardado et al., 2009; Castillo-Durén et al., 2010;
Fuhrmann et al., 2018). Los valores constantes del indice de condicion pueden explicarse con
la abundancia de alimento durante todo el ciclo de cultivo, ya que la disponibilidad de alimento

estd relacionada con la condicion fisiologica de la especie (Cilenti et al., 2018).

La importancia de los parametros del agua va mas alla de la regulacion del desempefio
biologico de la especie. Las variaciones ambientales estdn asociadas a la proliferacion de
enfermedades y a la calidad nutricional de la especie y sus valores comerciales (Pereira et al.,
2006; Dégremont et al., 2011). En este estudio las variables ambientales mostraron variaciones
estacionales habituales en el Golfo de California (Padilla-Serrato et al., 2017; Chavez-Sanchez
et al., 2018), la temperatura de la laguna La Cruz, se mantuvo en los rangos reportados para la
region, con los valores mayores en el periodo de primavera y verano en relacion al invierno
(Castro-Longoria y Grijalva-Chon, 1991; Valdez-Holguin, 1994). Esto se atribuye a la

temperatura atmosférica y la escasa precipitacion en la region (Obeso-Nieblas et al., 2008),
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ademas predominaron las condiciones de alta salinidad reportadas anteriormente por Valdez-

Holguin (1994) y Garate-Lizarraga et al. (2013).

Los valores de clorofila a y seston presentes durante el cultivo experimental son de los
mas altos en el Golfo de California (Chavez-Villalba et al., 2010; Koch et al., 2015; Rodriguez-
Quiroz et al., 2016), estas concentracioens estan relacionadas principalmente a los efluentes de
granjas camaronicolas asentadas en los margenes de la laguna (Barraza-Guardado ef al., 2013;
Lopez-Torres et al., 2013) , en otros cuerpos de agua del Golfo de California, tembien se ha
reportado que las actividades antropogenicas son las principales fuentes de estos elementos en

las lagunas de la region (Newell et al., 2004; Soto-Jiménez et.al., 2008; Jara-Marini e al., 2014).

V.5. Modelaje por la Inferencia Multi Modelo

El analisis del crecimiento, en los cultivos de moluscos se da en base a la observacion directa
de valores puntuales, en ocasiones esta puede ser subjetiva e imprecisa, dependiendo de la
dispersion de los datos analizados, las herramientas y técnicas de medicion, por lo que la
implementacion de la inferencia multimodelo aporta mayor precision en el analisis de los
patrones de crecimiento. En este trabajo el ajuste de los modelos a los sets de datos, fue sensible
a los efectos de la temperatura en el crecimiento de la concha, el ajuste de los datos fue tan
preciso, que evidencid que a pesar de tratarse de la misma especie y estar cultivada bajo las
mismas condiciones ambientales y de cultivo, el crecimiento no fue idéntico, lo que propicio un

ajuste a modelos de crecimiento diferentes.

Se debe considerar que, al cultivar los cuatro lotes en condiciones idénticas, cualquier
diferencia en los patrones de crecimiento debe estar ligado a alguna variable externa al cultivo,
en este caso al proceso de produccion de semilla, que es la tnica fuente de variacion en el
experimento. Como se describe antes analizar las posibles fuentes de variacion dentro de los
cuatro laboratorios es complejo, la principal fuente de variacion en ellos son sus reproductores,
ya que ellos aportan las condiciones genéticas que determinan los patrones de crecimiento

indicidual, (Dégremont et al., 2007; Gutiérrez et al., 2018).

Otro elemento derivado del aporte genético de los reproductores es la epigenética, es
decir las variaciones gendmicas que se expresan ante estimulos ambientales, analizar este
pardmetro podria explicar como las variables ambientales influyeron, para que cada lote ajustara
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a un modelo en particular (Jiang et al., 2013; Riviere et al., 2013) para asociar este resultado a

este parametro es necesario realizar estudios altamente especializados.

A pesar del éxito de la inferencia multimodelo en este trabajo, existe un debate cientifico
acerca de la pertinencia de esta herramienta en la acuacultura, ademas a partir del uso de la
IMM, se ha discutido la “universalidad” del modelo de von Bertalanffy para modelar el
crecimiento de la mayoria de especies de interés acuicola y pesquero (Burham y Anderson,
2002). Nuestros resultados avalan lo descrito por Aragoén Noriega et al. 2013, quienes han
sefalado que no es el mejor modelo para dscribir el crecimiento de los bivalvos. Més alla de
intentar justificar a un modelo u otro, la discusion debiera encaminarse a definir si existe
realmente un modelo universal para describir el crecimiento de los bivalvos o siempre se
requerird buscar el modelo que mejor se ajuste a los datos. Para esta finalidad se requiere

mayores esfuerzos en la investigacion de esta disciplina.

V.6. Protocolo para evaluar la calidad de la semilla prodicida en laboratorio

En base al protocolo integral propuesto en este trabajo, la calidad de la semilla se considera
regular. Esto fue validado con un buen desempefio de las semillas en campo, por lo tanto, se
puede considerar que, si los laboratorios aplicaran las medidas correctivas propicias en los
puntos criticos de su produccion, las semillas mejorarian su desempefio bioldgico y por ende la
actividad ostricola en general. Tanto el disefio, como la aplicacion y la estructura del protocolo
presentado en este trabajo, estdn sujetos a mejorias y futuras validaciones. Este primer
acercamiento a una evaluacion demostrd pertinencia, practicidad y sensibilidad en los

laboratorios analizados, por lo que se recomienda su aplicacion futura.
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V. CONCLUSIONES

Los laboratorios productores de semilla de ostion Crassostrea gigas, estan tecnificados
adecuadamente para satisfacer la demanda comercial de este insumo.

Los protocolos profilacticos en los laboratorios son adecuados, ademas las semillas
presentan buena resistencia a los principales patdgenos de la especie con antecedentes
en la zona del cultivo experimental.

Las semillas cultivadas en este trabajo presentaron tasas de crecimiento, consideradas
dentro de las mas rapidas a nivel mundial.

Las condiciones sanitarias y ambientales de la laguna La Cruz, son propicias para el
desarrollo del cultivo del ostion japonés, ya que favorece a un rapido crecimiento y a
una buena condicidn fisiologica de los organismos.

La variabilidad ambiental en la laguna La Cruz, presenta marcadas variaciones
estacionales, ademas de una alta productividad y altas concentraciones de seston.

La temperatura es el factor ambiental que representa mayor influencia, en los cultivos
comerciales de la especie.

La inferencia multimodelo permiti6 establecer una comparacién profunda en los
patrones de crecimiento de los lotes cultivados y analizados en este trabajo. Los cuatro
sets de datos presentaron un buen ajuste a los modelos en general, a excepcion del
Schnute caso 2.

Existe una diferenciacion genética considerable que debe de ser evaluada entre las
poblaciones mexicanas y las poblaciones silvestres endémicas de Japon y la Republica
de Corea.

El protocolo integral propuesto en este trabajo, es el primer acercamiento a una
evaluacion que puede ser aplicada a cualquier criadero o laboratorio de produccion de
semilla de ostion japonés en el mundo.

El protocolo permite identificar todas las areas de mejora dentro de un laboratorio
productor de semilla, y al mismo tiempo se puede identificar las areas de oportunidad de

puntos especificos de produccion, lo que coadyuva a la mejora continua.

122



VI. RECOMENDACIONES

Evaluar otros laboratorios de México con el protocolo disefiado en este trabajo y
posteriormente en otros paises.

Solicitar retroalimentacion por parte del personal de los laboratorios evaluados en este
trabajo, para fortalecer la practicidad y pertinencia del protocolo.

Analizar la variabilidad genética de las semillas producidas en los laboratorios del
noroeste de México, utilizando microsatélites.

Evaluar el estado trofico de la laguna La Cruz.

Modelar el indice de condicion en los cultivos comerciales de ostion japonés en el

noroeste de México.
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Influencia de la variabilidad
ambiental de la Laguna la Cruz
(Sonora) en el crecimiento y
condicion del ostion del Pacifico
Crassostrea gigas

-

Investigadores de la Universidad de Sonora y el Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR) Unidad Sonora
estudiaron los efectos de la temperatura, salinidad, oxigeno, clorofila
y seston (material diminuto que flota y nada en el agua, incluye los
detritos y al plancton) sobre el crecimiento de ostiones Crassostrea
gigas cultivados en la laguna La Cruz localizada en el estado de

Sonora, México.

\
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POR: FELIPE DE JESUS REYNAGA-FRANCO, JORGE CHAVEZ-VILLALBA, RAMON HECTOR BARRAZA-GUARDADO, EDGAR ALCANTARA-RAZO,
JOSE ALFREDO ARREOLA-LIZARRAGA, REINA CASTRO-LONGORIA Y JOSE MANUEL GRIJALVA-CHON *

Los moluscos en la acuicultura

Los moluscos son el tercer grupo de
interés acuicola en el mundo, sola-
mente superados por los cultivos
de peces y de crustiaceos; dentro de
los moluscos destacan los bivalvos
y en particular el ostién del Pacifico
Crassostrea gigas (Thunberg, 1793),
también conocido como ostion

Panorama Acuicola Magazine

japonés, que es la ostra mas culti-
vada en el mundo (FAO, 2018). La
especie se distingue por un rapido
crecimiento, una amplia tolerancia
a diversas condiciones ambientales
y buena resistencia contra pato-
genos, esto ha propiciado que la
especie se cultive practicamente
en todos los mares del mundo

26

(Diederich et al., 2005). China es
el principal productor mundial de
esta especie aportando mas del 80%
de la produccion mundial, luego
le siguen Japon, la Republica de
Corea, Francia y Estados Unidos de
América (EUA) (FAO, 2016). En este
dltimo pais, el cultivo del ostion
del Pacifico genera 227 millones
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En México la tasa de crecimiento para el ostion del pacifico es una de las mas rapidas
en el mundo.Y se ha reportado que el crecimiento de la especie esta relacionado con

variables ambientales, particularmente con la temperatura y 1a disponibilidad de

alimento.

de dolares al afo y mas de 15,000
empleos (FAO, 2018).

En México, la especie se intro-
dujo en San Quintin, Baja California,
como una alternativa para diversificar
la acuacultura en el pais (Rosa-Vélez
et al., 1991). Los primeros cultivos se
realizaron a partir de semilla impor-
tada de los EUA vy fueron cultivadas
en postas rusticas, pero actualmente
existen diversos laboratorios de pro-
duccion de semilla en el noroeste de
México (Chavez-Villalba, 2014). En
México la tasa de crecimiento para
la especie es una de las mas rapidas
en el mundo, por ejemplo Castillo-
Durdn et al. (2010) mostraron que
la especie crece 0.221 mm/dia. Se
ha reportado que el crecimiento de
la especie estd relacionado con las
variables ambientales, particularmen-
te con la temperatura y la disponibi-
lidad de alimento (Chavez-Villalba et
al., 2007).

ty
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|
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Las lagunas del Golfo de
California presentan una alta varia-
bilidad estacional, atribuida a la
escasa precipitacion y las altas tem-
peraturas de la regién (Arreola-
Lizdrraga, 2003). Algunas de estas
lagunas son ecosistemas altamen-
te productivos (Gomez-Leon et al.,
2018), particularmente la laguna La
Cruz que se considera tiene la mayor
productividad primaria del Golfo de
California, pero con marcadas varia-
ciones estacionales (Castro-Longoria
et al., 1991; Valdez-Holguin et al.,
1994; Gdrate-Lizarraga et al., 2013).
Aunque se ha evaluado la influencia
de las condiciones extremas de tem-
peratura de La Cruz sobre la expre-
sion de genes del ostion del Pacifico
(Valenzuela-Castillo et al., 2015), se
requiere mds informaciéon de cémo
esta productividad y variabilidad
ambiental influyen en el crecimiento
de la especie.

Tradicionalmente el crecimiento
es el principal indicador de éxito en
los cultivos de los bivalvos y para
monitorearlo se emplean medicio-
nes puntuales de la concha (alto,
largo y ancho), asi como la varia-
cion del peso total del organismo
en diferentes intervalos de tiempo.
No obstante, estas mediciones no
permiten identificar patrones de cre-
cimiento, ni identificar la influencia
de las variables ambientales sobre
el crecimiento de la especie en los
cultivos comerciales. Una alternativa
a las mediciones tradicionales es
la implementacion de la inferen-
cia multimodelo, la cual permite
identificar el mejor modelo y toma
en cuenta variaciones estacionales
para describir los patrones de cre-
cimiento de la especie de interés
(Chavez-Villalba y Aragon-Noriega,
2015; Gongora- Gomez et al., 2017).
Junto con el crecimiento, los indices
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El objetivo de este estudio es analizar la influencia de la variabilidad ambiental de la

laguna La Cruz en el crecimiento y 1a condicion del ostion C. gigas durante un ciclo de

cultivo.

de condicion revelan el estado fisio-
l6gico de los organismos cultivados
debido a que son afectados por los
cambios estacionales de las varia-
bles ambientales y por eventos aso-
ciados a la reproduccion (Gasmi et
al., 2017). Los indices brindan ade-
mas informacion complementaria
de interés a los productores ya que
son indicadores de la calidad del
producto que serd comercializado.
Por otro lado, asi como las varia-
bles ambientales, los patdgenos son
un factor limitante en el cultivo del
ostion del Pacifico. Por ejemplo, el
herpesvirus de los ostreidos tipo 1
(OsHv-1) y sus variantes, asi como
los protozoarios Marteilia refrin-
gens y Perkinsus marinus son los
principales patégenos que afectan a
la especie pudiendo producir altas
mortalidades tanto en los cultivos
como en los laboratorios de produc-
cion de semilla (Vizquez-Yeomans
et al., 2004, 2010; Caceres-Martinez
et al., 2008, 2012; Enriquez-Espinoza
et al., 2010, 2015; Villanueva-
Fonseca y Escobedo-Bonilla, 2013;
Escobedo-Fregoso et al., 2015;
Grijalva-Chon et al., 2015; De la
Re-Vega et al., 2017; Martinez-Garcia
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Fig 1. Localizacion del drea de estudio y sistema de cultivo utilizado.

et al., 2017;). Estos patégenos estin
presentes en el Golfo de California
y su proliferacion esta relacionada
con las fluctuaciones de las varia-
bles ambientales. Las variaciones,
particularmente cuando se llega a
valores extremos (por ejemplo de
temperatura), favorecen el estrés de
los organismos en cultivo disminu-
yendo su capacidad de respuesta
a procesos infecciosos (Fuhrmann

et al., 2018). El monitoreo continuo
de patégenos es fundamental para
tratar de mitigar su impacto en los
cultivos comerciales.

Como se puede observar, la
variabilidad ambiental de las lagu-
nas influye en gran cantidad de
procesos que afectan el desarrollo
de los organismos, por lo que es
importante documentar su influen-
cia en el crecimiento de especies

Semilla de ostion japonés.
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con interés comercial. Es por ello
que el objetivo de este trabajo es 41 - ——Tempatulury —&— Salindad —T— Origena A0
analizar la influencia de la variabili-
dad ambiental de la laguna La Cruz
en el crecimiento y la condicion del
ostion C. gigas durante un ciclo de
cultivo.

Materiales y métodos del estudio
Se realiz6 la compra (siguiendo los
protocolos convencionales) de un
lote de 10,000 semillas de ostion
del Pacifico en un laboratorio pro-
veedor habitual de los ostricultores
de la region. El lote se sembré el
mismo dia en que se recibid en
un sistema tradicional de cultivo en
la laguna La Cruz, Sonora. (Figura
1. El experimento se llevo a cabo
durante casi 8 meses, con muestreos
quincenales durante los primeros
cinco meses y después con mues-
treos mensuales hasta el final del
estudio.

La temperatura, la salinidad y el
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Asi como las variables ambientales, os patégenos son un factor limitante en el
cultivo del ostion del Pacifico. El monitoreo continuo de patégenos es fundamental
para tratar de mitigar su impacto en los cultivos comerciales.

Los ostiones se cultivaron usan-
do dos réplicas en un sistema
en suspension en cajas ostricolas
siguiendo los procedimientos (man-
tenimiento, limpieza, etc.) llevados
a cabo por los productores de la
region. En cada muestreo se selec-
cionaron al azar dos grupos (uno
por cada réplica) de 50 organis-
mos cada uno y se transportaron
en hielo a la Unidad Experimental
Kino de la Universidad de Sonora.
A los organismos seleccionados se
les reviso el estado de las valvas,
después se lavaron con agua desti-
lada y en caso de ser necesario se
retiraron epibiontes con una espa-
tula. Para determinar el crecimiento
se registré la altura y el largo de la
concha con un vernier digital, pos-
teriormente cada ostion fue pesado
en una balanza de precision para
obtener su peso total.

En este trabajo se evalué el indi-
ce de condicién considerando que
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la etapa de semilla corresponde a
una altura de concha entre 5y 10
mm, y la etapa de juvenil y adulto
corresponden a alturas mayores de
10 mm.

Para el andlisis de patdégenos
se tomaron 100 semillas antes de
la siembra y 30 ostiones adultos al
final del periodo de cultivo. Todas
las muestras se conservaron en eta-
nol (= 95%). En el caso de la semilla,
estos se agruparon en lotes de cinco
organismos (incluido el caparazon)
para obtener un total de 20 lotes.
Los procedimientos para detectar
los patogenos fueron los mismos
para semillas y adultos utilizando
métodos reportados en la literatura
que se pueden consultar en linea en
la version completa de este articulo
(referencia al final del texto).

Resultados y discusion

La temperatura, salinidad y oxige-
no disuelto en el sitio de estudio

30

presentaron variaciones estaciona-
les durante el cultivo experimental
(Figura 2a). La temperatura pro-
medio fue de 28.4 + 4.5 °C, con
valores maximos en agosto (33 °C)
y minimos en diciembre (19.1 °C).
El promedio de salinidad fue de
37.7 £ 1.4 y los valores mostraron
un patron descendente de abril
(40) a septiembre (35.2), para luego
volver a incrementar hasta el final
del estudio (37.5). El promedio de
oxigeno fue de 6.4 + 0.8 mg L1 con
oscilacion de sus valores entre 5.5
— 7 mg L1y con un valor maximo
de 8.6 mg L1 en diciembre. La tem-
peratura y la concentracion de oxi-
geno presentaron patrones inversos.
Los valores mayores de temperatura
coincidieron con las menores con-
centraciones de oxigeno, lo cual es
comun en las lagunas costeras del
Golfo de California (Valdez-Holguin
et al., 1994; Paez-Osuna et al., 2016).
Por otro lado, todos los registros de
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P SANIDAD ACUICOLA

En este trabajo se evaluo el indice de condicion considerando que la etapa de

semilla corresponde a una altura de concha entre 5y 10 mm, y la etapa de juvenil y
adulto corresponden a alturas mayores de 10 mm.

salinidad fueron mayores de 35, lo
que indic6 condiciones hipersali-
nas (Figura 2a). Se han reportado
altas salinidades en las lagunas del
noroeste de México debido a la
alta tasa de evaporacion (Alvarez-
Borrego y Lara- Lara, 1991; Paez-
Osuna et al., 2016), lo cual esta aso-
ciado a la profundidad y la tasa de
renovacion del agua en las lagunas
(Bonilla et al., 2005; Pérez-Ruzafa et
al., 2005).

La concentracion de clorofila a
mostré variaciones durante el cul-
tivo experimental con dos picos
principales, el mayor en junio (6.5
pg LD y otro en septiembre (5.9 ng
L-D) (Figura 2b). Este comportamien-
to es comin en lagunas costeras
subtropicales y son atribuidos prin-
cipalmente a los eventos de surgen-
cias marinas (Lara-Rodriguez et al.,
2015). La concentracion de clorofila
a durante el cultivo experimental no
parece haber sido influenciada por
algiin otro pardmetro del agua. Por
otra parte, el seston presentd dos
picos, el mayor en mayo (10.3 mg
L) con un descenso marcado en
junio (5.2 mg L), y luego otro en
julio (8.9 mg L1 con descenso con-
tinuo hasta el final del estudio (Fig.
2b). No se observo correlacion del
seston con la clorofila, como ha sido
reportado por Cervantes-Duarte el
al. (2017) en la bahia de La Paz,
Baja California Sur, que se encuentra
también en el Golfo de California. El
seston en la laguna La Cruz podria
estar relacionado con los aportes de
agua de las granjas camaronicolas y
de los asentamientos humanos de
Kino Viejo y Kino Nuevo hacia este
cuerpo de agua. Lo anterior debido
a que el seston se relaciona con
aportes antropogénicos (Souchu et
al., 2010). En general, las varia-
ciones estacionales, asi como los
valores de las variables ambientales
del agua observados en este estu-
dio coinciden con lo encontrado
en reportes anteriores para este
cuerpo de agua (Castro-Longoria  Semilladeostion japonss.

Los resultados indicaron que el crecimiento de los ostiones cultivados estuvo fuerte-

mente influenciado por la temperatura del agua.
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et al., 1991; Valdez-Holguin, 1994,
Garate-Lizdrraga et al., 2013). Con
esto se demuestra que las condicio-
nes ambientales no han presentado
cambios significativos en los tltimos
anos.

Desde el punto de vista acuicola,
las concentraciones de clorofila a y
de seston evidenciaron la disponibi-
lidad de alimento para el ostion cul-
tivado. Por ejemplo, se reportd por
Lodeiros et al. (2018) un crecimien-
to 6ptimo de C. gigas alcanzando la
talla comercial en menos de un ano
bajo concentraciones de seston (2.5
-14.5 mg L) similares a las de este
estudio.

La talla promedio de altura de
la concha durante la siembra fue
de 4.2 £ 0.6 mm; posteriormente el
crecimiento de los ostiones fue sos-
tenido alcanzando un promedio de
57.7 £ 7.3 mm en junio (Figura 3a).
Después el crecimiento prictica-
mente se detiene de julio a octubre,
pero se reactiva durante diciembre
alcanzando 74.5 = 7.95 mm al final
del experimento. Se observo el
mismo patron para la longitud de la
concha, iniciando con una talla 1.8
+ 0.78 mm para la siembra y poste-

riormente con crecimiento continuo
hasta junio (32.9 + 3.6 mm) (Figura
3a). El crecimiento se mantiene
relativamente constante de julio a
octubre y se reactiva en diciembre
alcanzando 45.3 = 5.07 mm al final
del cultivo. La sobrevivencia al tér-
mino del cultivo experimental fue
de 92.3% y la tasa promedio de cre-
cimiento diaria se estimd en 0.292
mm/dia (altura de concha).

Los resultados indicaron que el
crecimiento de los ostiones cultiva-
dos estuvo fuertemente influenciado
por la temperatura del agua. La rela-
cién entre temperatura y crecimien-
to ha sido reportada para el ostion
del Pacifico en México y otros pai-
ses del mundo (Castillo-Duran et al.,
2010; Gamain et al., 2017; Géngora-
Gomez et al., 2017; Lodeiros et al.,
2018). En otras regiones, las tempe-
raturas mayores a 20 °C se conside-
ran no optimas para el desarrollo
de C. gigas (Samain et al., 2005). No
obstante, en este estudio la tempe-
ratura durante la siembra fue de 20
°C y luego aument6 gradualmente
permitiendo un crecimiento soste-
nido de los organismos hasta junio
cuando la temperatura llegé hasta
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32.2 °C. Durante ese periodo la clo-
rofila mantuvo valores promedio de
2.4 + 0.8 pg L1 y se detectd el pico
mas importante de seston, sugirien-
do que los ostiones tuvieron buena
disponibilidad de alimento  para
soportar el crecimiento. No obstan-
te, ain con abundante alimento dis-
ponible (picos de clorofila y seston)
de julio a octubre, el efecto de tem-
peraturas mayores a 30 °C durante
este periodo detuvo el crecimiento
de los organismos. Este compor-
tamiento coincide con resultados
anteriores donde el crecimiento de
C. gigas se frena significativamente
cuando se presentan las temperatu-
ras maximas (Chavez-Villalba et al.,
2010). Lo anterior sugiere que en las
lagunas del Golfo de California el
rango Optimo para el desarrollo de
la especie parece estar entre 20-30
°C debido a décadas de adaptacion
a las condiciones locales.

El peso promedio de las semi-
llas durante la siembre fue de 0.1
mg, luego la ganancia en peso es
continua hasta julio alcanzando 15.6
+ 3.1 g (Fig. 3b). Posteriormente,
la ganancia en peso sigue aumen-
tando, pero a una tasa menor hasta

LALLEMAND




e =

P SANIDAD ACU{COLA

La diferencia observada en las mediciones de peso en este estudio es que, debido a la
disponibilidad de alimento, los ostiones canalizaron la energia para formar tejido en
lugar de producir concha.

octubre (25.5 + 5.6 g), para incre-
mentar nuevamente y alcanzar 38.6
+ 7.2 g al final del estudio. Como
se ha mencionado anteriormente, la
disponibilidad de alimento durante
el periodo de cultivo fue buena, no
presentando restricciones para el
adecuado desarrollo de los organis-
mos. Por lo tanto, la disminucion de
ganancia en peso durante verano
también se puede atribuir al efecto
de las temperaturas mas altas. Pero
a diferencia de la concha, el peso
total de los ostiones no se detiene
sino que solo disminuye, lo que
sugiere que lo que sigue aumentan-
do es el peso de la carne. El desaco-
plamiento entre el crecimiento de
la concha y los tejidos ya se habia
reportado para la especie, pero en
la mayoria de los casos ocurre que
la concha sigue creciendo mientras
que la ganancia en peso se retarda
debido a poca disponibilidad de
alimento (Brown y Hartwick, 1988).
Este patréon también se detectd en
ostiones cultivados dentro de la
laguna La Cruz cuando se compara-
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ron con ostiones cultivados fuera de
ésta (Chavez-Villalba et al., 2010).
La diferencia observada en este
estudio es que, debido a la dispo-
nibilidad de alimento, los ostiones
canalizaron la energia para formar
tejido en lugar de producir concha.
Esto también es un indicador de la
adaptacion de la especie a las con-
diciones ambientales locales y refle-
ja una ventaja para los ostricultores,
ya que los ostiones, aunque dejan
de crecer no se “adelgazan” en vera-
no y conservan buenas propiedades
para su futura comercializacion. Esta
estrategia parece surgir después de
anos de adaptacion de los ostiones,
ya que aunque la especie tiene su
origen natural en aguas templadas,
su naturaleza euritérmica y euriha-
lina (Chavez-Villalba, 2014) le han
permitido sobrevivir en las condi-
ciones extremas de las lagunas del
Golfo de California. Esta adaptacion
podria haber favorecido otros pro-
cesos como el de fijacién de semilla
en las lagunas, pero esto tiene que
comprobarse en estudios futuros.
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El indice de condicion (IC) inicid
con valores altos (82.2 maximo) en
mayo y junio para posteriormente
disminuir gradualmente y llegar al
valor mds bajo en septiembre (46.4).
Después vuelve a aumentar durante
octubre y diciembre hasta alcanzar
un valor de 76.8 al final del estu-
dio (Fig. 3b). En general, el IC fue
bueno durante todo el experimento
debido a que los valores siempre
permanecieron por arriba de 50
(excepto septiembre) con un pro-
medio final de 63.2 + 12.5. La dismi-
nucion del IC también correspondio
al periodo de temperaturas altas y
reduccién de la tasa de ganancia en
peso indicando que el verano-otono
es una fase critica para los ostiones.

En general, todos los modelos
de crecimiento probados en este
estudio presentaron un buen ajuste
a los datos, reflejando la viabilidad
de implementar la inferencia mul-
timodelo (IMM) como una alter-
nativa para seleccionar el modelo
que mejor describa el crecimiento
de la especie. El crecimiento de la
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especie y de los bivalvos en general
puede ser muy variable dependien-
do de las condiciones ambientales
donde se desarrollen, por lo que
se requieren técnicas como la IMM
para encontrar el modelo que mejor
describa el crecimiento, pero no se
descarta la idea de encontrar un
modelo universal para describir el
crecimiento de los bivalvos, para lo
que se requieren de mds estudios
en esta disciplina.

Los resultados de los andlisis
de patégenos indicaron que no
se registro presencia de OsHV-1,
Marteilia refringens 'y Perkinsus
marinus, ni en semilla antes de la
siembra ni en adultos al final del
cultivo. Estos patdgenos han sido
reportados en las lagunas del Golfo
de California causando mortalida-
des tanto en los laboratorios de
produccion como en los cultivos
comerciales (Enriquez-Espinoza et
al., 2010, 2015; Grijalva-Chon et
al., 2013, 2015; De la Re-Vega et
al., 2017; Martinez-Garcia et al.,
2017). Desde la perspectiva de la
sanidad acuicola se puede asumir
que los protocolos para prevenir
los patégenos en los laboratorios
de produccion de semilla estin

dando buenos resultados. Por otra
parte, si se considera las variaciones
ambientales en el sitio de cultivo y
la relacion de éstas con la prolifera-
cion de patodgenos (Solomieu et al.,
2015), podemos afirmar que el lote
de semillas utilizado en este estudio
presenta buena resistencia a enfer-
medades.

Conclusiones

La temperatura del agua influyo
directamente en el crecimiento y
la condicion de los ostiones duran-
te su cultivo. Durante los perio-
dos mids elevados de temperatura,
los ostiones parecen adoptar una
estrategia que les permite frenar el
crecimiento de la concha y usar la
energia proveniente del alimento
para formar carne. El estrés que
pudiera provocar los cambios extre-
mos de los pardmetros del agua no
se vio reflejado en infecciones por
patégenos a pesar de los multiples
reportes de patogenos asociados
a bivalvos en La Cruz. Esto es un
indicador de cultivos sanos, lo que
contribuye a fortalecer la ostricultu-
ra de la region. Desde el punto de
vista de la acuacultura, los resul-
tados obtenidos indican un buen

desarrollo de los ostiones en cultivo,
los cuales estan dentro de los estan-
dares de los cultivos comerciales en
México. Los modelos de crecimiento
fueron sensibles a las variaciones
ambientales y su influencia en el
crecimiento de los ostiones. Esto
indica la importancia de emplear
técnicas como la inferencia multi-
modelo para describir mas fielmente
el crecimiento de los bivalvos.

* Esta es una version divulgativa del
estudio publicado en 2019 por la
Revista de Ciencias Biolégicas y de la
Salud (Biotecnia) de la Universidad de
Sonora en su volumen 21, numero (2):
Influencia de la variabilidad ambien-
tal de la Laguna la Cruz (Sonora) en el
crecimiento y condicion del ostién del
Pacifico Crassostrea gigas. Autoria de:
Felipe de Jesus Reynaga-Franco, Jorge
Chavez-Villalba, Ramoén Héctor Barraza-
Guardado, Edgar Alcantara-Razo, José
Alfredo Arreola-Lizarraga, Reina Castro-
Longoria y José Manuel Grijalva-Chon.
Esta versién de Panorama Acuicola
Magazine cubre puntos relevantes del
mismo, sin embargo invitamos a nues-
tros lectores a consultar la publicacion
original y leer el estudio completo en:
https://biotecnia.unison.mx/index.php/
biotecnia/issue/view/57
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