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Resumen 
El ostión americano Crassostrea virginica (Gmelin 1791) es una especie ecológica y 
económicamente importante en la costa atlántica de EUA y en el Golfo de México, y representa 
el 80 % de la producción de ostreidos en México. El recurso ha mostrado una disminución 
substancial asociada a contaminación, sobrepesca y enfermedades, de manera que la 
acuicultura es una alternativa para producción y repoblamiento. Mejorar la respuesta inmune y 
el desarrollo gonádico mediante estrategias eco-amigables, es vital para la ostricultura. Estudios 
previos demuestran que la aplicación de Compuestos Bioactivos Altamente Diluidos (CBAD) y/o 
de Actinomicetos probióticos (ACTIN), induce respuestas medibles a nivel fisiológico, 
histológico, genómico y transcriptómico, que favorecen crecimiento, supervivencia, maduración 
sexual y respuesta inmune en peces (Seriola rivoliana; Lutjanus guttatus), crustáceos (Penaeus 
vannamei) y moluscos bivalvos (Argopecten ventricosus, Crassostrea sikamea, Crassostrea 
corteziensis y Crassostrea gigas). En la presente investigación se estudió el efecto individual y 
sinérgico de los CBAD (ViP-6C, PhA-6C y SiT-6C) y la cepa RL8 del actinomiceto probiótico 
Streptomyces sp (ACTIN) en adultos reproductores de ostión Americano C. virginica cultivados 
en el laboratorio ostrícola comercial del Centro Ostrícola Tecnológico de Tabasco (COTET), que 
produce semillas de esta especie en el Golfo de México. Mediante qPCR se evaluó la expresión 
de genes asociados al sistema inmune y maduración gonádica, particularmente lectina tipo C, 
glutathion S- transferasa, vitelogenina y AF2. Con histología e histoquímica convencional, se 
caracterizaron los estadios de madurez sexual, la frecuencia de tipos de ovocitos y algunos 
indicadores de calidad gonádica como el diámetro teórico de ovocitos, el contenido de 
triglicéridos y fosfolípidos en gónada, y algunos indicadores de condición nutricional como la 
altura de túbulos digestivos y el índice de la glándula digestiva (IGD). Adicionalmente, se 
cuantificó el número de hemocitos, que son las células de la hemolinfa más importantes en la 
respuesta inmune de los moluscos bivalvos marinos. Se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas en la expresión del gen de lectina (asociado a respuesta inmune) 
y del gen de vitelogenina (relacionado con maduración gonádica de hembras). Los CBAD 
estimularon el desarrollo gonádico y respuesta inmune de los reproductores. La Cepa RL8 
(ACTIN), promovió una mayor cobertura de la glándula digestiva, mayor altura de los túbulos 
digestivos, mayor número de hemocitos, y un mayor contenido de triglicéridos en gónada. 
 
Palabras clave: Crassostrea virginica, CBAD, respuesta inmune, Streptomyces sp. RL8, lectina, 
vitelogenina. 
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Summary   
The American oyster Crassostrea virginica (Gmelin 1791) is an ecologically and economically 
important species on the US Atlantic coast and in the Gulf of Mexico and represents 80 % of the 
oyster production in Mexico. The resource has shown a substantial decrease associated with 
pollution, overfishing, and diseases so aquaculture is an alternative for production and 
repopulation. Improving the immune response and gonadal development through eco-friendly 
strategies is vital for oyster farming. Previous studies show that the individual application of 
Highly Dilute Bioactive Compounds (HDBC) and Actinomycete probiotics (ACTIN) induce 
measurable responses at the physiological, histological, genomic, and transcriptomic levels, 
which favor growth, survival, sexual maturation, and immune response in fish (Seriola rivoliana; 
Lutjanus guttatus), crustaceans (Penaeus vannamei) and bivalve mollusks (Argopecten 
ventricosus, Crassostrea sikamea, Crassostrea corteziensis, and Crassostrea gigas). In the 
present investigation, the individual and synergistic effect of HDBC (ViP-6C, PhA-6C, and SiT-6C) 
and the probiotic actinomycete strain RL8 derived from Streptomyces sp. (ACTIN) was studied 
on breeding adults of American oyster C. virginica cultivated in the commercial oyster culture 
laboratory of the Centro Ostrícola Tecnológico de Tabasco (COTET), which produces seeds of 
this species in the Gulf of Mexico. Using qPCR, the expression of genes associated with the 
immune system and gonadal maturation was evaluated, particularly genes, type C lectin, 
glutathione S-transferase, vitellogenin, and AF2. Histology and conventional histochemistry 
were used to characterize the stages of sexual maturity, the frequency of types of oocytes, and 
some indicators of gonadal quality such as the theoretical diameter of oocytes, the amount of 
triglycerides and phospholipids in the gonad, and some indicators of nutritional condition such 
as the height of digestive tubules and the index of the digestive gland (IDG). Additionally, the 
number of hemocytes, which are the most important hemolymph cells in the immune response 
of marine bivalve mollusks, was quantified. Statistically significant differences were found in the 
expression of the lectin gene (associated with immune response) and the vitellogenin gene 
(related to gonadal maturation of females). The HDBC stimulated the gonadal development and 
immune response of the breeders. Strain RL8 (ACTIN) promoted a greater coverage of the 
digestive gland, a greater height of the digestive tubules, a greater number of hemocytes, and a 
greater content of triglycerides in the gonad. 
 
Keywords: Crassostrea virginica, CBAD, immune response, Streptomices sp. RL8, lectin gene, 
vitellogenin gene. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La ostra americana, Crassostrea virginica es un molusco bivalvo marino, económicamente 

importante para las costas atlánticas de EUA y de México (FAO, 2023), cuyas poblaciones 

silvestres han disminuido por sobreexplotación pesquera, degradación del hábitat, reducción de 

la calidad del agua y mortandad masiva asociada a propagación y aparición de patógenos 

bacterianos y protozoarios (Ford, 2001; Mackenzie, 2007; Elston et al., 2008). 

 

Recientes esfuerzos enfocados hacia el perfeccionamiento de las metodologías de cultivo y la 

optimización del crecimiento han permitido a la ostricultura de C. virginica posicionarse como 

una industria acuícola potencial en los mercados nacionales e internacionales (Thomas et al., 

2019). Sin embargo, el incremento de la producción acuícola a partir de la producción 

controlada de semillas sigue siendo limitado, debido a que involucra una serie de retos como el 

rendimiento reproductivo de los adultos usados como reproductores en los laboratorios 

productores de semillas (Smolowitz, 2013). Lo anterior se ha relacionado principalmente con 

aspectos de sanidad y nutrición de la especie (Mazón-Suástegui et al., 2015b; Yu et al., 2021).  

 

Tener reproductores con un mejor rendimiento gonádico, nutricional y respuesta inmune es un 

objetivo esencial para la ostricultura (Migaud et al., 2013; Tresnati et al., 2020; Szmyt et al., 

2021). Analizar las características del stock reproductivo de los moluscos, incluido C. virginica es 

de gran importancia para la industria ostrícola, ya que es un factor determinante que define la 

calidad y el valor económico de las semillas producidas (Mansfield, 2010; CONAPESCA, 2012; 

Natale et al., 2013; Yoshizaki y Yazawa, 2019; Policar et al., 2019). Adicionalmente y de vital 

importancia, es el analizar aspectos relacionados con la incidencia de patógenos y parásitos 

como Perkinsus marinus, causantes de mortalidades y afectaciones fisiológicas que pueden 

mermar calidad reproductiva en los reproductores (Smolowitz, 2013). Para hacer frente a estos 

desafíos, recientemente se ha propuesto la aplicación de compuestos bioactivos altamente 

diluidos (CBAD) y/o de actinomicetos marinos del género Streptomyces sp (ACTIN) para 

estimular la condición fisiológica general, la respuesta inmune, la calidad nutricional y el 

desarrollo gonádico del stock reproductivo (Mazón-Suástegui et al., 2018). 
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Los Compuestos Bioactivos Altamente diluidos (CBAD), son ultra diluciones de origen animal, 

vegetal o mineral elaboradas de conformidad con la Farmacopea Homeopática de los Estados 

Unidos Mexicanos (Secretaría de Salud, 2015), que se han propuesto y adoptado como nuevos 

tratamientos sustentables, eco-amigables e inocuos (López-Carvallo et al., 2022). Recientes 

investigaciones han demostrado que su aplicación en la almeja Catarina Argopecten ventricosus 

ha mejorado la actividad enzimática y la acumulación, transporte y asimilación de reservas 

energéticas, permitiendo incrementar la supervivencia, la condición nutricional y la calidad 

ovocitaria. Estos resultados derivan de la aplicación profiláctica de los siguientes CBAD: PhA 

(Phosphoricum acid = ácido fosfórico), utilizado en humanos para mejorar la condición general 

del paciente; SiT (Silicea terra), una sal mineral usada para mejorar la condición general y 

vitalidad; PaV (Pasival), una mezcla de Passiflora incarnata, Valeriana officinalis, Ignatia amara y 

Zincum valerianicum, usada para relajación e inducción del sueño (López-Carvallo et al., 2019; 

Mazón-Suástegui et al., 2019).  

 

De acuerdo con García-Corona (2018), en el mejillón café Modiolus capax se ha mejorado la 

condición gonádica y la respuesta inmune con la aplicación de PhA, SiT y ViP (desarrollado en el 

CIBNOR, a partir de un lisado inactivado de Vibrio parahaemolyticus) y ViA (desarrollado en el 

CIBNOR, a partir de un lisado inactivado de Vibrio alginolyticus). En peces como Seriola rivoliana 

la aplicación de PhA, SiT, ViP y ViA ha mejorado la actividad enzimática digestiva de juveniles 

(Mazón-Suástegui et al., 2019). En general, las investigaciones señalan que la aplicación 

profiláctica (preventiva) de CBAD, ha mejorado la condición fisiológica general de los 

organismos, activando mecanismos de defensa y biológicos a nivel molecular, dirigidos al 

mantenimiento y/o la recuperación de un equilibrio fisiológico (homeostasis) en los organismos 

marinos así tratados (López-Carvallo et al., 2020). 

 

Adicionalmente, se ha demostrado que los actinomicetos marinos probióticos (ACTIN) como la 

cepa RL8 de Streptomyces sp, pueden promover la maduración gonadal, mejorar la condición 

fisiológica, y la absorción de macro y micronutrientes en el camarón blanco Penaeus vannamei 

(García-Bernal et al., 2017), ostión Kumamoto Crassostrea sikamea (García-Bernal et al., 2019) y 

ostión de Placer C. corteziensis (García-Bernal et al., 2019). Con base a los resultados obtenidos, 
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se ha concluido que los ACTIN tienen potencial para ser aplicados en la acuicultura de varias 

especies de interés económico con el fin de incrementar el rendimiento productivo del cultivo 

(Dharmaraj y Kandasamy, 2010; Das et al., 2010; Dharmaraj, 2011). 

 

Por lo antes expuesto, en la presente investigación se analizó el efecto individual y sinérgico de 

los CBAD (ViA-6C, ViP-6C, PhA-6C y SiT-6C) y la cepa RL8 del actinomiceto probiótico 

Streptomyces sp (ACTIN), en reproductores de ostión Americano C. virginica cultivados en el 

laboratorio ostrícola comercial del Centro Ostrícola Tecnológico de Tabasco (COTET), que 

produce semillas de esta especie en el Golfo de México. El efecto de los tratamientos 

experimentales se evaluó mediante la expresión de genes asociados con la respuesta inmune y 

el proceso reproductivo, utilizando tecnología de PCR cuantitativa conocida como qPCR, 

ampliamente utilizada en diferentes especies de moluscos bivalvos como A. ventricosus (López-

Carvallo et al., 2020), Crassostrea ariakensis (Liu et al., 2019) y C. gigas (Lim et al., 2016; Yue et 

al., 2018). Para evaluar el efecto a nivel de condición reproductiva, se caracterizaron los 

estadios de madurez gonádica, frecuencia de estadios y de ovocitos, y se obtuvieron mediante 

técnicas histológicas e histoquímicas, índices de calidad reproductiva y ovocitaria como el 

diámetro teórico (DT) y la relación núcleo/citoplasma (N/C). 
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2.  ANTECEDENTES  

 

2.1 Características biológicas de Crassostrea virginica  

La ostra americana C. virginica, conocida en México como “Ostión del Golfo”, es una especie de 

molusco bivalvo marino, económica y ecológicamente importante. Se distribuye en el litoral del 

Atlántico desde el Golfo de St. Lawrence en Canadá hasta Argentina, siendo Canadá, Estados 

Unidos y México los principales países productores de esta especie (Fig. 1). C. virginica ha sido 

introducido en la Columbia Británica, Canadá; en la costa oeste de los Estados Unidos de 

América; en Hawai; Australia, Japón y Reino Unido, pero no se han establecido poblaciones 

comerciales auto sustentables (FAO, 2023). 

 

Figura  1.- Distribución geográfica de Crassostrea virginica en los principales países productores. 
Mapa realizado con datos georreferenciados de localización reportados para la especie. Fuente: 
GBIF Backbone Taxonomy. Fecha de consulta 24/08/2022. 

 
C. virginica es un organismo filtrador que habita principalmente en estuarios, lagunas o esteros, 

y su ciclo de vida se rige en función de factores bióticos y abióticos estuarinos (Betanzos et al., 
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2016). Los adultos reproductores descargan sus gametos en la columna de agua en respuesta a 

una variedad de estímulos, incluyendo temperaturas más cálidas, feromonas, y la presencia de 

fitoplancton apropiado para su alimentación. Los huevos fertilizados se transforman en larvas 

trocófora, las cuales se encuentran sustentadas por las reservas energéticas internas presentes 

en el huevo. Estas reservas están estrechamente relacionadas con la calidad ovocitaria de las 

hembras, ya que constituyen una fuente vital de energía para el desarrollo de las larvas. 

Después de aproximadamente 24 horas, las trocóforas se desarrollan en larvas véliger que ya 

tienen una concha y un órgano ciliado (vélum) para capturar alimento y nadar. Después de dos 

o tres semanas, dependiendo de las condiciones de alimento y temperatura, la larva véliger se 

desarrolla en una larva umbonada y finalmente una larva pedivéliger identificada 

principalmente por la aparición de una mancha ocular y un pie con el cual exploran potenciales 

substratos para el asentamiento. Una vez estimuladas a asentarse, cementan su valva izquierda 

al substrato y se transforman por metamorfosis en un juvenil de ostra descartando su vélum, 

reabsorbiendo su pie y desarrollando su aparato branquial. El juvenil se desarrolla hasta 

alcanzar la etapa adulta. 

 

Los ostiones adultos alcanzan tallas de hasta 150 mm de longitud. Presentan una forma corporal 

de simetría bilateral, comprimida lateralmente y una concha de dos valvas (bivalva) desiguales, 

de forma irregular, que puede ser orbicular hasta francamente alargada y moderadamente 

gruesa con una superficie rugosa con escamas, márgenes de las valvas rectos y ondulados (Fig. 

2). El umbo es largo y curvado; la valva derecha es más pequeña y aplanada que la izquierda. La 

concha se encuentra cementada al sustrato por un biso calcificado. La valva izquierda (inferior) 

tiene forma convexa, y valva derecha (superior) tiende a ser aplanada, aunque a menudo 

doblada asentándose dentro de la izquierda; la estructura de la concha tiende a tener lados 

desiguales con tendencia a ser ampliamente oval en el contorno, pero a menudo distorsionada 

(García y Reguero, 2007). La línea de la charnela carece de dientes en el adulto y los márgenes 

de la concha son lisos. La concha es de color blanco sucio o café; algunas veces con marcas 

púrpura oscuras y el interior de la concha es blanco con una impresión del músculo aductor 

cerca del margen posterior, de color púrpura oscuro o café rojizo (Kennedy y Sanford, 1999). 
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2.2 Pesquería de Crassostrea virginica en México  

Por su volumen de producción en México, C. virginica representa un alto valor económico con 

más de 441 millones de pesos anuales, siendo Estados Unidos el principal destino de 

exportación (CONAPESCA, 2019). De acuerdo con el informe del proyecto “Moluscos Bivalvos” 

del COSAP (Comité de sanidad acuícola y pesquero veracruzano A.C “REG N0. 

24/SENASICA/DGSA/VER/05-2015, se estima que en el estado de Veracruz se obtuvieron 

aproximadamente 19 mil toneladas de ostión vivo en su concha anualmente durante el lapso 

comprendido entre 1999 y 2015. De acuerdo con los registros, la especie soporta una pesquería 

importante para Veracruz, Tabasco y Tamaulipas representado casi el 90 % de los volúmenes 

producción total en México (Fig. 3).  

 

Figura  2.- Características morfológicas externas de las conchas del ostión Americano 
Crassostrea virginica (Gmelin, 1791). Fuente: FAO Fisheries & Aquaculture – Programa de 
información de especies acuáticas. Fecha de consulta: 18/08/2022. 
https://www.fao.org/fishery/docs/DOCUMENT/aquaculture/CulturedSpecies/file/es/es_crasso
streavirginica.htm  
 

https://www.fao.org/fishery/docs/DOCUMENT/aquaculture/CulturedSpecies/file/es/es_crassostreavirginica.htm
https://www.fao.org/fishery/docs/DOCUMENT/aquaculture/CulturedSpecies/file/es/es_crassostreavirginica.htm
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Figura  3.- Datos de extracción de ostión americano Crassostrea virginica. Fuente: Plataforma 
ACUASESOR: https://acuasesor.conapesca.gob.mx/anuario.php. Fecha de consulta: 07/09/2022. 

 

La pesquería de C. virginica se ve típicamente afectada por la sobreexplotación del recurso, por 

la degradación del hábitat, por la reducción de la calidad hídrica costera y por eventos de 

mortalidad causados por aparición y propagación de enfermedades infecciosas (Pales-Espinoza 

et al., 2014a). La presencia de patógenos con alta virulencia como P. marinus, ha afectado a las 

poblaciones nativas en las costas de EU y de México (COSAP, 2015). Otros factores de riesgo 

para las poblaciones naturales y las cultivadas, son los asentamientos humanos, las descargas 

de aguas residuales en los sistemas lagunares, las obras de construcción de ductos de petróleo y 

gas, y la variabilidad climática, que se suman a otro factor regulatorio importante, como la falta 

de rigor y de seguimiento para el cumplimiento de las diferentes normatividades aplicables en 

materia de pesca y ostricultura (COSAP, 2015).  

 

Algunos autores consideran subexplotado el recurso en zonas específicas (Arias, 2014), pero en 

la carta nacional pesquera (CONAPESCA, 2012) se reporta que las poblaciones naturales se 

encuentran a un nivel de explotación máxima sostenible y debido a su amplia distribución, 

algunos autores consideran que para su manejo es conveniente aplicar criterios regionales. De 

igual manera se ha sugerido avanzar en la tecnificación del cultivo y en la producción de semillas 
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de C. virginica, lo que posibilitaría obtener un suministro constante del recurso reduciendo así la 

necesidad de depender en gran medida de organismos provenientes del medio natural. 

 

2.3 Acuicultura de Crassostrea virginica 

Los esfuerzos de cultivo del ostión americano iniciaron en la costa este de Norte América para 

rehabilitar bancos sobreexplotados y mejorar las cosechas (Thomas et al., 2019). Actualmente, 

el método de cultivo más sencillo consiste en liberar conchas de ostras con fijaciones o semillas 

(naturales o de laboratorio), directamente sobre el fondo marino arenoso y firme, donde 

puedan crecer y reproducirse. La concha con fijación natural es un subproducto del proceso 

manual o mecánico de desconche y se obtiene en plantas procesadoras de ostras. La semilla 

fijada en “concha madre" (On-Cultch) es resultado de un proceso controlado de laboratorio 

donde se realiza la fijación larvaria en conchas limpias e intemperizadas. Ésta es una alternativa 

tecnológicamente más confiable, segura y rentable. Otra opción es el acondicionamiento de 

fondos areno-fangosos suaves donde no existen bancos naturales, y consiste en liberar conchas 

“fósiles” producto del dragado de sedimentos estuarinos. Si el hábitat natural o acondicionado 

es apropiado, los juveniles crecerán a talla comercial y se cosecharán manualmente o mediante 

dragado mecánico. Estas técnicas han sido usadas por agencias de gobierno y por productores 

para rehabilitar bancos sobreexplotados o para crear nuevos bancos e incrementar la 

producción (INAPESCA, 2016; Steppe et al., 2016; Thomas et al., 2019). 

 

La acuicultura de C. virginica en México se inició en los años 40´s en el estado de Tabasco, y fue 

hasta los años 70´s cuando la actividad ostrícola se ordenó y se formalizó con asistencia técnica 

gubernamental hacia los productores (INAPESCA, 2016). A partir del año 2000 se creó el 

“Comité Sistema Producto Ostión” en respuesta a la necesidad de cultivar ostión de manera 

complementaria a la extracción, en épocas de veda y para aumentar la producción para el 

mercado nacional e internacional. Según INAPESCA, (2021), la mayor parte del cultivo de C. 

virginica en México se considera como una “pesquería acuacultural”, actividad en la cual los 

ostricultores colocan colectores de concha como sustrato para la fijación larvaria y captación de 

semilla silvestre derivada del desove de reproductores que habitan en el medio natural.  
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Actualmente existen en el Golfo de México, 43 granjas ostrícolas, 8 en Veracruz, 1 en 

Tamaulipas y 35 en Tabasco. Durante la última década se han desarrollado en esta región, 

diversos proyectos de cultivo a partir de semillas fijadas en “concha madre” (On-Cultch), y esto 

ha sido posible gracias a la producción masiva de larva “fijadora” (pedivéliger con mancha 

ocular) en el Centro Ostrícola Tecnológico de Tabasco (COTET). Recientemente, la actividad 

ostrícola de Tabasco y de otros estados del Golfo de México se ha tecnificado mediante la 

siembra de semilla suelta, individual o libre de sustrato (Cultch-Less), una nueva línea de 

producción del COTET. La semilla suelta se cultiva con ajustes periódicos de densidad, en cajas y 

costales ostrícolas, canastas australianas importadas o de fabricación nacional; los productores 

han tenido apoyo financiero gubernamental y se mantiene un constante seguimiento y 

monitoreo al cultivo (INAPESCA, 2021). 

 

El COTET fue financiado parcialmente por CONACYT-PROINNOVA con la asesoría tecnológica del 

CIBNOR y apoyos de la Universidad Juárez Autónoma de Tabasco (UJAT). El resultado de siete 

años de vinculación Academia-Empresa, fue la construcción, diseño de prototipos y zootecnias, 

puesta en marcha y operación del primer laboratorio ostrícola a nivel comercial, único en su 

clase, dedicado a producir semillas de C. virginica en México, y certificado por INAPESCA (Pérez, 

2022). 

 

En Tabasco, el cultivo (engorde comercial) de C. virginica se realiza en los dos grandes complejos 

lagunares del estado: Carmen-Pajonal-Machona-Redonda y la Laguna Mecoacán (Betanzos et 

al., 2016), mientras que en Veracruz se realiza en 12 sistemas lagunares menores, como Laguna 

de Pueblo Viejo, Laguna de Tamiahua, Laguna de Tampamachoco, Laguna Grande y Chica, 

Estuario Casitas Nautla, Laguna La Mancha, Sistema Lagunar Alvarado, Laguna Camaronera, 

Laguna Mandinga, Laguna Sontecomapan y Laguna del Ostión (COSAP, 2015).  

 

2.3.1 Producción de semillas de Crassostrea virginica   

La producción de semillas en laboratorio comprende varias etapas secuenciales y se inicia con el 

acondicionamiento gonádico de reproductores en ambiente controlado. Los ostiones adultos 

con algún grado de madurez sexual pueden ser manipulados para retrasar, mantener o 
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promover su desarrollo gonádico (Mazón-Suástegui et al., 2011a; Mazón-Suástegui, 2011) y 

para ello son mantenidos a una temperatura acorde con el objetivo del acondicionamiento y 

mientras tanto son alimentados con microalgas naturales en condiciones de flujo abierto y 

continuo o con microalgas cultivadas y flujo limitado recirculante hasta lograr inducir su 

maduración total. Las principales microalgas cultivadas son las diatomeas Chaetoceros calcitrans 

y Thalassiosira pseudonana (celon 3H Hasle et Heimdal) y el flagelado Isochrysis galbana cepa 

Tahitiana (T-Iso) (López et al., 2009; Gutiérrez et al., 2017; Carrera, 2018). El acondicionamiento 

gonádico permite garantizar éxito en la inducción al desove fuera de estación, usualmente 

meses antes de lo que estarían en la naturaleza (Mazón-Suastegui et al., 2009). 

Alternativamente, los adultos maduros pueden ser colectados o cosechados y transferidos a 

unidades termo-reguladas de acondicionamiento gonádico para ser desovados en una fecha 

programada, mediante estimulación física, química o biológica (Mazón-Suástegui et al., 2011d). 

 

Durante el proceso de inducción al desove, los adultos maduros son generalmente transferidos 

de las unidades de acondicionamiento a unidades de desove individual o grupal, donde son 

sometidos a shock térmico con agua caliente (hasta 30°C) para la obtención por separado de los 

gametos masculinos y femeninos, cuya fertilización permitirá el desarrollo de embriones y 

larvas (Mazón-Suástegui et al., 2008; Mazón-Suástegui et al., 2011d). Si el desove se induce de 

manera grupal, los ostiones desovantes son transferidos individualmente a recipientes menores 

con agua de mar filtrada y esterilizada, a la temperatura del desove donde continúa la liberación 

de gametos de ambos sexos, por separado. Los productos sexuales son lavados por separado a 

través de un tamiz con malla fina para eliminar restos de tejido que son expelidos durante el 

desove. Una pequeña cantidad de esperma de varios machos es mezclada con los huevos y la 

fertilización es supervisada microscópicamente para asegurar que ha sido exitosa, es decir, 

superior al 90% (Mazón-Suástegui et al., 2011b). 

 

Los huevos fertilizados son colocados en tanques de cultivos de diversos volúmenes, con agua 

filtrada, esterilizada y aireación moderada, donde tiene lugar el desarrollo embrionario y 

larvario hasta obtener el primer estadio de larva véliger “D” o de charnela recta. Las larvas “D” 

se cosechan al día siguiente, drenando los tanques de cultivo larvario a través de tamices de 
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malla con la apertura necesaria para su retención, se cuantifica y transfiere a un nuevo tanque 

de cultivo larvario con agua de mar filtrada y esterilizada, a una densidad preferentemente no 

mayor a 10 lavas/ml; se proporciona alimento (microalgas) a una concentración no mayor de 

30,000 cel/ml y se provee aireación profusa. En los sucesivo, los tanques son drenados cada 

tercer día, utilizando tamices con malla de apertura mayor, se cuantifican y se transfieren a 

nuevos tanques de cultivo, ajustando progresivamente la densidad hasta tener una larva 

pedivéliger por mililitro, mientras la concentración de microalgas se eleva hasta 60,000 cel/ml 

(Mazón- Suástegui et al., 2009; Mazón-Suástegui et al., 2011b; Mazón-Suástegui et al., 2018). 

 

Mediante este procedimiento, que puede tener una duración media de tres semanas, y 

asumiendo que las larvas más grandes y de mayor crecimiento serán las más saludables, podrán 

eliminarse las larvas de menor talla. Sin embargo, la mayor parte de las larvas pueden alcanzar 

el estadio pedivéliger a una talla diferente y ser fijadas a un sustrato, concluir su vida pelágica y 

convertirse en semillas. Por ello, es posible obtener dos o tres lotes de larva fijadora en un 

periodo de dos a tres días despues de haber detectado la presencia de un 60% de larva 

pedivéliger (“larva fijadora”) y realizar una selección de organismos por talla, utilizando tamices 

de malla decreciente (Mazón-Suástegui et al., 2009; Mazón-Suástegui et al., 2011b; Mazón-

Suástegui et al., 2011c; Mazón-Suástegui, 2011d; Mazón-Suástegui, 2018) (Fig. 4) 
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Figura  4.- Ciclo natural de vida del ostión. Ovulo fecundado (1), división del ovulo (2), larva 
trocófora (3), larva véliger de charnela recta (4), larva véliger umbada madura (5), larva 
pedivéliger oculada competente para fijación (6), ostión completamente desarrollado (7). 
Fuente: Tomado y modificado de Ikenowe y Kafuku (1992). 

   

Previo a su fijación, las larvas pedivéliger cosechadas se cuantifican, se mantienen en 

refrigeración por 24 horas y se transfieren a las unidades necesarias para el tipo de semilla que 

se desea producir. Para producir semillas de ostión en concha madre, las larvas se colocan en 

tanques con agua de mar filtrada y aeración turbulenta, conchas limpias del mismo ostión como 

sustrato, y una densidad variable (80 a 100 larvas/concha), con expectativa de obtener hasta 10-

20 semillas/concha. Para producir semillas suelta o individual, las larvas se colocan en unidades 

tipo tamiz de forma circular o rectangular, con malla de 180 µm, flujo descendente de agua 

filtrada y alimento, a una densidad no mayor a 9 mm2, y como sustrato de fijación se coloca una 

capa fina de concha de ostreidos o pectínidos finamente molida hasta obtener partículas con un 

tamaño medio de 200 a 300 µm (0.025mm), con la expectativa de obtener un 20 a 40% de 

semillas (Mazón-Suástegui et al., 2009; Mazón-Suástegui et al., 2011c). 

 

La fijación in-situ de semilla en “concha madre”de C. virginica es una de las opciones que ofrece 

el COTET y su proceso puede realizarse en sus propios tanques de fijación y utilizando conchas 

de ostión como sustrato colector. Alternativamente, y conforme al diseño CIBNOR, el COTET 
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puede realizar una fijación “remota” en unidades modulares móviles que incluyen tanques de 

fibra de vidrio, estructuras metálicas, malla-sombra, colectores (sartas, collares o costales de 

conchas), equipo electrógeno para bombeo, aireación y larva fijadora. Esta técnica es también 

utilizada en la zona de San Quintín B.C., para el ostión Japonés C. gigas (Mazón-Suástegui, 

1996). Los productores adquieren larva fijadora en laboratorios ostrícolas del Pacífico mexicano 

y disponen de tanques de concreto para su fijación remota. Los laboratorios envían larva 

fijadora empacada en forma de esfera de papel húmedo, dentro de hieleras o cajas térmicas con 

hielo en gel, a fin de mantener una temperatura de 7-10 °C. En campo, la semilla fijada en 

concha madre se cultiva en suspensión; crece en agregaciones y compiten entre sí por espacio y 

alimento; tiene forma y tamaño irregular, y aunque puede separarse en piezas individuales, una 

gran parte del producto debe desconcharse para su comercialización (Mazón-Suástegui et al., 

2009b). 

 

Adicionalmente, en el COTET se produce semilla suelta de C. virginica individual o libre de 

sustrato, aplicando metodologías antes descritas, en las que se utilizan tamices de fijación y 

concha molida como sustrato, que por su pequeño tamaño ya no es detectable en semillas o 

juveniles. El uso de tratamientos químicos también se ha utilizado con éxito para inducir 

comportamiento reptante y la metamorfosis de larvas pedivéliger sin ningún tipo de sustrato. A 

diferencia de la semilla fijada en “concha madre”, el cultivo de la semilla suelta es mucho más 

tecnificado; se necesitan artes de cultivo (cajas ostrícolas, canastas australianas, linternas, 

costales de fondo, etc.) y mayor cantidad de mano de obra. Sin embargo, este manejo 

zootécnico permite tener un mayor manejo de los organismos para su limpieza, manejo de 

densidad y monitoreo en campo. Así mismo, la semilla suelta permite obtener piezas 

individuales con forma y tamaño mucho más atractivos para su venta en restaurantes y 

marisquerías, como ostión vivo en su concha, y a un precio mayor (Mazón-Suástegui et al., 

2009b; Trejo, 2017). 

 

En general, las ostras se comercializan en diferentes presentaciones vivas, a media concha, 

congeladas o desconchadas, con un valor promedio de 0.10 USD por pieza. En México, el precio 

de ostión desconchado ronda los 10 pesos MXN (0.5 USD), mientras que en su concha se 

comercializa a 23 pesos MXN (1.35 USD) (Delmare Gourmet, 2023). La carne se embala en 
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contenedores y se vende fresca o congelada. Los productos con valor agregado incluyen sopas, 

guisos, paellas, empanadas, así como salsas de ostras. En general, el cultivo de ostras como C. 

virginica tiene un amplio mercado y potencial económico (Grabowski et al., 2003; Avilés y 

Vázquez, 2006; Trejo, 2017) 

 

2.4 Problemáticas en el cultivo de Crassostrea virginica   

Hasta hace poco, las industrias ostrícolas de la costa este y del Golfo en Norte América no 

habían tenido programas de crianza de largo tiempo, entorpeciendo con ello la domesticación 

de las ostras reproductoras. Actualmente, está en curso un programa de mejoramiento de 

reproductores en algunos estados de Estados Unidos (Thomas et al., 2019), y varios proyectos 

en los estados del Atlántico medio están orientados a desarrollar ostras resistentes a las 

enfermedades (Callam et al., 2016). El éxito de estos programas reside en la tecnificación para la 

producción de semilla en laboratorio donde se tiene un control entre la cruza de familias de 

ostras que permite obtener caracteres fenotípicos deseables en la descendencia. (Blanchard et 

al., 2017).  

 

Una opción para compensar la disminución del producto derivado de la extracción pesquera es 

desarrollar y optimizar la ostricultura y resolver las problemáticas y retos de la actividad. Esto 

demanda investigaciones y proyectos de innovación y desarrollo tecnológico con mejora 

continua. Obviamente, posicionar y fortalecer la industria acuícola de una especie requiere 

inversión gubernamental, social y privada y (CONAPESCA, 2012; Abdelrahman et al., 2017). 

 

Mejorar la capacidad reproductiva, respuesta inmune y calidad nutricional en los laboratorios 

productores de semillas de ostreidos son una prioridad fundamental para esta industria (García- 

Bernal et al., 2020; Mazón-Suástegui et al., 2021). Los laboratorios ostrícolas comerciales 

desempeñan un papel fundamental en la ostricultura ya que permiten la planificación precisa de 

la producción de semillas según la demanda, satisfaciendo así las necesidades esenciales para el 

cultivo comercial de ostreidos. Este enfoque posibilita una producción controlada, sostenible y 

en constante crecimiento, en contraste con la forma tradicional, insegura y aleatoria, de 

recolectar semillas directamente del medio natural (Mazón-Suástegui, 2018). 
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La salud, alimentación y cuidados de los reproductores influye en su capacidad reproductiva 

(Floreto et al., 2001). Ariadi et al. (2019) mencionan que una adecuada nutrición durante el 

acondicionamiento gonádico permitirá la obtención de semillas de alta calidad, mayor 

supervivencia y crecimiento rápido. La resistencia a enfermedades es esencial para mantener 

una buena eficiencia en laboratorios ostrícolas. Morales-González et al. (2020) resalta la 

importancia de mejorar la respuesta inmune de reproductores y semillas. 

 

Uno de los principales desafíos en el proceso de acondicionamiento gonádico es mejorar el 

rendimiento reproductivo (Lawale et al., 2014; McFarland et al., 2020; Matt y Allen, 2021; 

Clements et al., 2021) y la condición nutricional de los reproductores. Es igualmente importante 

la prevención y/o control de infecciones como la del protozoario P. marinus, que afectan la 

condición fisiológica y capacidad gonádica de los organismos (Burrenson y Ford, 2002; 

Smolowitz, 2013). Por otro lado, las infecciones asociadas a Vibrio sp. causan mortalidad en 

etapas larvarias (Liao y Huang, 2000; Elston et al., 2008; Lavaud et al., 2017). Estudios recientes 

han aportado conocimiento que ha permitido mejorar aspectos de sanidad en la acuicultura de 

C. virginica. Karim et al. (2013) registraron un incremento en la protección de larvas y juveniles 

frente a bacterias patógenas con la cepa probiótica OY15 y Modak y Gómez, (2020), 

encontraron que los probióticos Bacillus pumilus RI06-95 y Phaeobacter inhibens S4 disminuyen 

significativamente la mortalidad causada por el patógeno bacteriano V. coralliilyticus RE22 en 

semillas.  

 

Igualmente, se reportan avances mediante la selección artificial y mejoramiento para el 

desarrollo de líneas genéticas diploides y triploides con mejores capacidades fisiológicas y 

mayor rendimiento (Harding, 2007; Walton et al., 2013; Callam et al., 2016; Matt y Allen, 2021). 

Adicionalmente se han realizado investigaciones para mejorar la capacidad fisiológica general 

mediante la aplicación de Compuestos Bioactivo Altamente Diluidos (CBAD).  

 

Se ha observado que la aplicación profiláctica de algunos CBAD y ACTIN en moluscos, crustáceos 

y peces, puede estimular la auto-recuperación de la homeostasis (sinónimo de salud), cuando 

ésta se ha perdido por factores externos o internos, y se ha demostrado su capacidad para 

estimular y modular el sistema inmune, reducir estrés, mejorar asimilación de nutrientes, 
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crecimiento, supervivencia, madurez gonádica, calidad ovocitaria y desempeño productivo de 

los organismos en cultivo (Mazón-Suástegui et al., 2019; García-Bernal et al., 2020). Lo anterior 

sugiere que el uso de CBAD y cepas probióticas de actinomicetos (ACTIN) tiene potencial 

aplicación en el acondicionamiento gonádico de C. virginica para promover su maduración 

sexual e incrementar calidad gonádica, respuesta inmune y condición nutricional de los 

reproductores, y para ello es indispensable entender su fisiología reproductiva y el 

funcionamiento de su sistema inmunitario (Mazón-Suástegui et al., 2008; García-Bernal et al., 

2020). 

 

2.5 Reproducción de Crassostrea virginica. 

El ostión Americano C. virginica es un organismo protándrico y madura inicialmente como 

macho, pero, tiene cambios de sexo a hembra después de la primera madurez (INAPESCA, 2016; 

Betanzos et al., 2018). En el Golfo de México, la especie presenta dos temporadas de máxima 

reproducción, una característica distintiva de las especies tropicales, y factores bióticos y 

abióticos como disponibilidad de alimento, temperatura, salinidad, presencia de patógenos y 

latitud, influyen en el reloj biológico que regula el desarrollo gonádico de los ostreidos 

(Rodríguez-Jaramillo, 2014).  

 

2.5.1 Almacenamiento de nutrientes en moluscos bivalvos 

La disponibilidad del alimento es determinante durante en el proceso de gametogénesis y es un 

factor importante en la calidad y proliferación de los ovocitos (Kang et al., 2000; Fabioux et al., 

2005; Chávez-Villalba et al., 2008; Rodríguez-Jaramillo, 2014).  

 

Las principales moléculas de reserva son lípidos como los ácidos grasos altamente insaturados 

(HUFAS) y los carbohidratos, así como otras moléculas energéticas que se almacenan por lo 

regular en diferentes células somáticas. Los HUFAS cumplen un papel importante durante la 

vitelogénesis y son almacenados en tejidos del músculo, glándula digestiva y manto, durante 

periodos de abundante disponibilidad de alimento (Gabbott y Peek, 1991; Mathieu y Lubet, 

1993). La acumulación de carbohidratos y glucógeno se realiza en manto, músculo aductor y 

tejido conectivo (Berthelin et al., 2000), mientras que los triglicéridos y el colesterol se 

almacenan en la glándula digestiva y tienen un rol estructural o energético para los ovocitos 
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durante el proceso de gametogénesis (Racotta et al., 2003; García-Corona, 2018). Los 

carbohidratos, el glucógeno, los triglicéridos y el colesterol almacenados en los tejidos 

proporcionan la energía necesaria para el desarrollo de los ovocitos y espermatozoides, así 

como para el proceso de liberación y fertilización de los gametos. La gametogénesis, el proceso 

mediante el cual se forman los gametos, requiere una cantidad significativa de energía. Los 

nutrientes almacenados también influyen en la calidad de los gametos producidos. Un 

adecuado almacenamiento de lípidos y nutrientes en los ovocitos contribuye a incrementar la 

viabilidad y desarrollo de los embriones resultantes. Por lo anterior, un incremento en 

carbohidratos y lípidos neutros en tejidos de reserva se pueden asociar a una mejor condición 

reproductiva en moluscos bivalvos. Estos incrementos pueden ser logrados mediante el uso de 

alimento de alta calidad y el uso de compuestos que permitan una mayor asimilación de los 

nutrientes contenidos en la dieta (Racotta et al., 2003; Rodríguez-Jaramillo, 2014). 

 

2.5.2 Desarrollo gonádico y vitelogénesis en Crassostrea spp. 

La gónada de los moluscos ostreidos, es un órgano compuesto por dos lóbulos (derecho e 

izquierdo), con una estructura acinosa y se encuentran situados entre el epitelio exterior del 

manto y la glándula digestiva (Eckelbarger y Davis, 1996). En C. virginica, los acinos proliferan 

desde el tejido conectivo del manto hasta la glándula digestiva (Rodríguez-Jaramillo, 2014). El 

desarrollo gonádico y periodos de desove está regido por factores ambientales como salinidad, 

temperatura y disponibilidad de alimento. En zonas tropicales, la temperatura de desove es más 

prolongada y algunas especies de bivalvos marinos tienen dos periodos largos de madurez 

parcial y desove. La salinidad es considerada como un factor detonante del desove para algunas 

especies, ya que valores fuera del rango normal (altos o bajos) están relacionados con las 

temporadas de desove (Zamora et al., 2003; Baqueiro et al., 2007; Ascencio et al., 2016). 

 

Los diferentes estadios de desarrollo gonádico en moluscos ostreidos han sido ampliamente 

descritos con algunas diferencias entre especies y básicamente se clasifican como (1) 

gametogénesis inicial, (2) gametogénesis avanzada, (3) madurez y (4) desove (Zamora et al., 

2003; Ezgeta et al., 2020; Góngora et al., 2020). Zamora et al. (2003), es uno de los pocos 

autores que han caracterizado los estudios de madurez de C. virginica durante un ciclo anual, 

estableciendo no cuatro, sino seis estadios de madurez: (1) gametogénesis inicial, (2) 
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gametogénesis avanzada, (3) madurez, (4 desove, (5) postdesove y (6) reposo. Esta 

caracterización es semejante a la propuesta para otros moluscos ostreidos con algunas 

diferencias fisiológicas (Tabla 1). Para C. virginica, los estudios descriptivos de sus procesos de 

desarrollo gonádico acompañado con imágenes histológicas son escasos y con poca descripción 

a detalle, en comparación con otros estudios de especies taxonómicamente cercanas como C. 

gigas o C. corteziensis.  

 

Los eventos reproductivos previamente descritos son modulados por factores endógenos 

basados en el control neuroendocrino asociado al almacenamiento de nutrientes y a la 

expresión molecular de genes como el gen oyster-vasa-like (Oyvlg) (Rodríguez-Jaramillo, 2014), 

que se expresa en la línea celular germinal, el gen AF2 (Activation Function 2), que es un 

receptor de andrógenos que modula la reproducción y su expresión puntualiza el nivel de la 

gametogénesis, e interviene directamente en la proliferación y desarrollo de células germinales, 

regulando así la reproducción (He et al., 1999; Fabioux et al., 2005; Ascencio et al., 2014). Si las 

condiciones ambientales, reservas energéticas y disponibilidad de alimento son suficientes, los 

organismos iniciarán un proceso de vitelogénesis (Fabioux et al., 2004a). 

 

La vitelogénesis se relaciona con un sistema de complejos procesos endocrinos altamente 

ordenados, que implica la síntesis de compuestos orgánicos en el ovocito, el transporte e 

incorporación de micro y macromoléculas en la glándula digestiva, así como la integración de 

macromoléculas sintetizadas en órganos hematopoyéticos y transportadas por la hemolinfa, 

siendo necesaria una amplia reordenación y priorización de estas reservas al momento de la 

gametogénesis (Bayne, 1976; Mellinger, 2002; Puinean et al., 2006; Dridi et al., 2007). 

 

La vitelogenina (VTG) es el nombre dado a proteínas glucolipofosfoprotéicas que tienen una 

función ligante y transportadora de nutrientes a través de la hemolinfa hacia los ovocitos en 

desarrollo y precursora del vitelo o vitelina, están presentes en una gran variedad de 

organismos que dan origen a huevo con vitelo. La VTG es sintetizada en la gónada (células 

foliculares) y en otros tejidos especializados (Osada et al., 2003) y se moviliza por el sistema 

circulatorio a los ovocitos durante la gametogénesis (Osada et al., 2004; Zheng et al., 2012). La 

síntesis de VTG en moluscos ostreidos está regulada por el estradiol, y éste varía según la 
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estacionalidad asociada con el ciclo reproductivo, de manera que en hembras el estradiol 

aumenta con el desarrollo gonádico y disminuye después del desove (Matsumoto et al., 2003; 

Chong, 2022). Adicionalmente se ha documentado que algunas isoformas de VTG se expresan 

durante la ovogénesis, contribuyen al desarrollo final de los ovocitos, y se encuentran asociadas 

a procesos relacionados con el sistema inmune y la cicatrización (Ni et al., 2014; Sun y Zhang, 

2015; Sun et al., 2020). 

 

La vitelina (VT) es una glico-lipo-proteína que tiene una estructura macromolecular formada de 

subunidades heterogéneas, así como inclusiones lipídicas y de carbohidratos, siendo su sitio de 

síntesis los ovocitos (Ijiri et al., 2011). La vitelina se forma a partir de cortes proteolíticos de la 

vitelogenina introducida por endocitosis al ovocito y procesada por enzimas proteolíticas para 

producir fragmentos proteicos más pequeños y mediante glicosilación se adicionarán 

polisacáridos y proteínas que formarán la VT, para su almacenamiento en el ooplasma de los 

ovocitos en forma de gránulos vitelinos (Chen et al., 2004). Al igual que en la vitelogenina, la 

abundancia de la vitelina en los ovocitos está relacionada con factores abióticos y bióticos (Liu 

et al., 2008). Los gránulos de vitelo presentan su mayor concentración en ovocitos 

postvitelogénicos, a diferencia de los ovocitos vitelogénicos que presentan una menor 

concentración, de lo cual se infiere que el crecimiento de los ovocitos (área y diámetro) 

dependerá de la acumulación de VT durante la vitelogénesis (Suzuki et al., 1992; Li et al., 1998). 

 

La cuantificación de la relación VTG/VT se considera un indicador de madurez gonádica para 

varias especies de ostreidos como C. gigas y C. corteziensis, debido a que el crecimiento de los 

ovocitos es sincrónico con la acumulación de VT, indicando que el crecimiento de los ovocitos 

depende de la acumulación de VT en el ooplasma (Rodríguez-Jaramillo et al., 2008; Arcos-

Ortega et al., 2009), esta acumulación de VT también ha mostrado una relación directa con el 

área y diámetro del ovocito (Li et al., 1998; Saout et al., 1999; Rodríguez-Jaramillo et al., 2008; 

Arcos- Ortega et al., 2009). La detección y cuantificación molecular de la VTG en hemolinfa en 

varios grupos de organismos como moluscos y crustáceos, se ha propuesto como un predictor 

de la maduración gonadal, debido a que su concentración en hemolinfa aumenta en relación 

con la maduración gonadal (Arcos-Ortega et al., 2011). Su cuantificación es un buen indicador 

de maduración gonádica para ostreidos, ya sea que se apliquen técnicas histoquímicas o 
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moleculares (Rodríguez-Jaramillo et al., 2008; Arcos-Ortega et al., 2009; Rodríguez-Jaramillo et 

al., 2014; Rodríguez-Jaramillo et al., 2021; Fernández-González et al., 2021).  

 

2.5.3 Indicadores de calidad ovocitaria y reproductiva 

Los indicadores de calidad ovocitaria y reproductiva constituyen una herramienta cuantitativa 

esencial, que posibilita la cuantificación y la comparación estadística de la condición 

reproductiva en moluscos. Esta herramienta se suma de manera complementaria a la 

caracterización de los estadios de desarrollo gonádico tradicionalmente utilizados en ostras 

como C. gigas y C. corteziensis, y en mitílidos como M. capax (Rodríguez-Jaramillo et al., 2008; 

García-Corona, 2014; Ezgeta et al., 2020; Góngora et al., 2020). El análisis comparativo de la 

frecuencia de los diferentes estadios de desarrollo ovocitario permite identificarlos como 

valores cuantitativos porcentuales, ampliamente usados en varias especies de ostreidos como: 

C. corteziensis y los resultados de Rodríguez-Jaramillo et al. (2008) y Rodríguez-Jaramillo et al. 

(2020) mostraron bajo varias condiciones experimentales, que son buenos indicadores de 

desarrollo ovocitario y gonádico en ostreidos. El análisis del diámetro teórico (DT) y la relación 

núcleo/citoplasma (N/C) de los ovocitos ha permitido evaluar la acumulación de reservas 

energéticas asociadas a su crecimiento alométrico y la calidad ovocitaria en M. capax (García-

Corona, 2014), C. corteziensis (Rodríguez- Jaramillo et al., 2008) y C. gigas (Rodríguez-Jaramillo 

et al., 2017). El incremento o decremento de DT y de la relación N/C puede ser directamente 

relacionado con el contenido de lípidos y proteínas en el ooplasma (Gómez-Robles et al., 2013). 

 

El análisis conjunto de estos indicadores ovocitarios y de indicadores morfofisiológicos como el 

área de cobertura de la glándula digestiva, altura de los túbulos digestivos, cuantificación de 

triglicéridos y fosfolípidos, ha sido previamente usado en bivalvos marinos como M. capax 

(García-Corona, 2014), C. corteziensis (Rodríguez-Jaramillo et al., 2008) y C. gigas (Rodríguez- 

Jaramillo et al., 2017), lo cual sugiere que serán de gran utilidad para conocer la condición 

energética-alimentaria y reproductiva de C. virginica (Fig. 5; Tabla 1). 
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Figura  5.- Imágenes histológicas que muestran los estadios de desarrollo gonádico de hembras 
de C. gigas, C. Corteziensis y C. virginica. SI (gametogénesis inicial 0 previtelogénesis), SII 
(gametogénesis avanzada o vitelogénesis), SIII (madurez o postvitelogénesis), SIV (desove), SV 
(postdesove o reposo) de C. gigas, PVO (ovocitos previtelogenicos), VO (ovocitos vitelogenicos), 
CT (tejido conectivo). C. corteziensis y C. virginica, egr (concentración de gametos residuales), f 
(folículos), fv (folículo vacío), gnf (gameto no funcional), gr (gameto residual), op (ovocito 
primario), om (ovocito maduro), pf (pared folicular), pfr (pared folicular rota), tc (tejido 
conectivo), n (núcleo). Tomado de Ezgeta et al. (2020); Góngora et al. (2020); Zamora et al. 
(2003). 
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Tabla 1.- Descripción de los diferentes estadios de desarrollo gonádico en Crassostrea gigas, Crassostrea corteziensis y Crassostrea 
virginica. 

 C. gigas (Ezgeta et al., 2020) C. corteziensis (Góngora et al., 2020) C. virginica (Zamora et al., 2003) 

Indiferenciado No hay evidencia de presencia de 
Folículos o solo folículos pequeños, la 
determinación del sexo no fue posible. 

Se pueden observar folículos vacíos con 
ovocitos residuales que pueden reabsorberse  
o permanecer hasta la siguiente maduración; 
se encuentra abundante tejido conjuntivo 
y actividad fagocítica. 

El tejido conjuntivo inicia su desarrollo 
hasta constituir una gruesa capa. Puede 
presentarse invasión fagocitaria. 

Previtelogénesis o 
gametogénesis 

inicial 

Oogonios que surgen de las células 
germinales a lo largo de los folículos son 
ovocitos libres. El tejido conectivo es 
abundante. 

Se observa actividad gametogénica vesicular en 
el tejido conjuntivo, así como ovocitos inmaduros 
adheridos a la pared del folículo y pocos ovocitos 
maduros en el gonoducto. 

Ovocitos maduros a la luz del túbulo. 
Ovocitos inmaduros adheridos a la pared 
folicular. 

Vitelogénesis o 
gametogénesis 

avanzada 

Ovocitos libres y adheridos, con núcleos 
distintivos que se tiñen de color más claro 
que el citoplasma.  

Abundantes ovocitos dispuestos a la luz de los 
folículos grandes y anastomosados. Las paredes 
foliculares son delgadas. El posible diferencias 
oogonios, en los acinos predominan los ovocitos 
grandes en forma de pera. 

Folículos grandes y anastomosados, 
presentan una relación íntima con sus 
membranas basales. Ovocitos maduros 
predominantes, gran actividad del epitelio 
germinal.  

Postvitelogénesis  
O madurez  

Ovocitos vitelogénicos libres con núcleo 
diferenciado y nucleolo. 

Ovocitos grandes, redondos o poligonales y se 
han desprendido de la pared folicular. 
Citoplasma abundante y granular. Tejido 
conectivo interfolicular reducido por el 
crecimiento de los folículos.  

Ovocitos maduros de formas poliédricas y 
redondas en corte transversal, 
desprendidos de la pared folicular. Ovocitos 
con citoplasma abundante y granular, 
membrana nuclear delimitada. 

Desove Aparece una gran cantidad de ovocitos 
libres, pero no densamente compactados, 
ocupando el centro de la luz en el folículo. 

Los folículos se rompen y se liberan los ovocitos 
postvitelogénicos, dejando espacios en la 
gónada. Se puede observar un desove parcial.  

Tejido roto, expulsión de los gametos, 
disminución de la zona ocupada por la 
gónada y disminución de los ovocitos en los 
folículos. 

Postdesove Las paredes de los folículos parecen rotas 
y los folículos están vacíos. Los ovocitos 
residuales están en proceso de citólisis. 

Cese de la expulsión de los ovocitos. Se aprecian 
grandes espacios vacíos en la gónada con restos 
de ovocitos. Los folículos se rompen con la 
actividad fagocítica en sus paredes.  

Incremento de gametos no funcionales, 
núcleo y nucleolo no definidos claramente, 
aumento de celular del tejido conectivo 
vesicular.  
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2.6 Sistema inmunitario de moluscos bivalvos 

Los moluscos bivalvos carecen de un sistema inmune adaptativo, comúnmente presente en los 

vertebrados, pero poseen sistemas inmunitarios innatos, con cierto nivel de especificidad y 

memoria (Song et al., 2010; Zhang et al., 2014; Moreira et al., 2019). Las reacciones 

inmunitarias innatas pueden dividirse en tres fases: (1) reconocimiento, (2) cascadas de 

señalización y (3) producción y/o liberación de efectores (Janeway, 1994; Allam y Pales, 2015).  

 

La diferenciación entre lo propio y lo ajeno es un paso importante en la inmunidad innata; este 

reconocimiento y/o adhesión, permite iniciar procesos de destrucción de patógenos, células y/o 

moléculas que son una amenaza para el organismo. El reconocimiento de lo propio por el 

sistema inmunitario, incluyendo microorganismos, puede agruparse en tres grupos moleculares: 

moléculas secretadas, receptores de superficie celular y receptores de citoplasma, que está 

implicado en el reconocimiento de “MAMPS” (microbe-associated molecular patterns, por sus 

siglas en inglés) y “DAMPS” (damage-associated molecular patterns, por sus siglas en inglés). 

Entre los principales receptores están los “PRR” (pattern recognition receptor, por sus siglas en 

inglés) conformados por proteínas disueltas o asociadas a la superficie celular microbiana, son 

capaces de identificar MAMPs /DAMPS, presentes en diferentes grupos de microorganismos, 

como lipopolisacáridos bacterianos y peptidoglucanos o glucanos fúngicos, (Fig. 7) (Ford, 2001; 

Song et al., 2010; Allam y Pales, 2015). 

 

En moluscos ostreidos se ha identificado una gran cantidad de receptores PRR en la mucosa de 

los órganos paliales (manto, branquia, glándula digestiva, palpos labiales) como proteínas de 

reconocimiento de peptidoglicanos (PGRP), lectinas y proteínas, que contienen tioéster (TEP) 

(Venier et al., 2015; Mukherjee et al., 2014). Las proteínas de reconocimiento de 

peptidoglicanos se han identificado en transcritos obtenidos de secreciones de mucosa de los 

órganos paliales de C. virginica (Pales-Espinosa et al., 2014a) que codifican PGRP, expresándose 

específicamente en tejido mucoso. Se ha sugerido que cumplen un papel de reconocimiento 

bacteriano, observando que las secuencias de PGRP expresadas en manto y branquias de C. 

gigas contienen dominios β-defensin-like (un péptido antimicrobiano) actuando como proteínas 

antimicrobianas, contribuyendo a la capacidad de respuesta inmune en las mucosas, ante 

invasiones bacterianas (Itoh y Takahashi, 2008).  
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Otras proteínas de reconocimiento como, HdPRP (Haliotis discus pattern recognition protein), 

identificados en abulón Haliotis discus discus (Nikapitiya et al., 2014), se han agrupado con otras 

proteínas de reconocimiento en moluscos como: peptidoglicanos de Biopharia glabrata 

“BgGRP” (Biomphalaria glabrata peptidoglycan recognition proteins) y lipopolisacáridos de 

Chlamys ferreri “CfLGBP” (Chlamys ferreri lipopolysaccharides and peptidoglycans-binding 

protein). Estos PRR se expresan principalmente en branquias, siendo menor su expresión en 

manto y glándula digestiva, su expresión en los órganos paliales sugiere una amplia incursión en 

la inmunidad de la mucosa de moluscos bivalvos marinos (Allam y Pales, 2015). 

 

Particularmente, las lectinas tienen un papel significativo en el reconocimiento inmunológico a 

nivel de las mucosas; el termino lectina se utiliza para una amplia gama de proteínas y 

glicoproteínas de unión a carbohidratos, organizadas como homo-oligómeros o hetero-

oligómeros de subunidades polipeptídicas, unidas de forma no covalente que muestran varios 

dominios de reconocimiento de carbohidratos “CRD” (carbohydrate-recognition domains), que 

se unen a ligandos de azúcar correspondientes, por lo general a monosacáridos u oligosacáridos 

(Vasta, 2009). Estas lectinas se unen a los carbohidratos presentes en la superficie celular de 

microorganismos, aglutinando y potenciando la destrucción de microbios por células 

inmunitarias especializadas (Olafsen, 1986; Pales-Espinosa et al., 2009; Pales-Espinosa et al., 

2010b; Pales- Espinosa et al., 2011).  

 

Estudios previos han identificado a varias lectinas tipo C en los transcriptomas de C. virginica 

(CvML) (Jing et al., 2011); estos estudios transcriptómicos confirman que CvML (C. virginica 

Mucocyte Lectin), se localizó en los mucositos que recubren el epitelio de los órganos paliales 

(Fig. 6), a diferencia de C. gigas, especie en la cual se expresan solamente en glándula digestiva 

(Yamura et al., 2008). En ambos casos, los niveles de lectina aumentan con la inanición de los 

bivalvos, de lo que es posible inferir que estas moléculas también están involucradas en la 

captura y selección de partículas de alimentos (Pales-Espinosa et al., 2010b; Jing et al., 2011).  

 

Otros estudios sugieren que incrementos de la expresión de lectinas en C. virginica está 

asociado a la exposición de Vibrio alginolitycus, pero no a una infección y/o a su presencia en el 
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sistema circulatorio; por ello, es posible asumir que estas lectinas solo responden a señales 

externas asociadas a microorganismos en la cavidad palial, ejemplificando su destacado papel 

en la inmunidad de moluscos (Jing et al., 2011). Sin embargo, esto plantea la hipótesis de que 

las lectinas estarían involucradas en el reconocimiento de bacterias simbióticas y de patógenas 

por igual (Allam et al., 2014). Tanto en los tejidos como en las secreciones de las mucosas de 

moluscos, se ha localizado e identificado un gran repertorio de lectinas que parecen variar con 

el ciclo reproductivo y con las condiciones fisiológicas generales del organismo (Pales y Allam, 

2013).  

 

Los receptores tipo Toll, (“Toll-like receptors” TLR), también se encuentran entre las familias 

más importantes de los PRR; son receptores transmembranales, caracterizados por la presencia 

de repeticiones extracelulares ricas en leucina y en vertebrados son expresados en células 

inmunes centinelas como células dendríticas y macrófagos (Vijay-Kumar et al., 2010; Allam y 

Pales, 2015). En moluscos bivalvos marinos se han identificado TLR (Tanguy et al., 2004; López-

Carvallo et al., 2020), los cuales se expresan mayormente en hemocitos circulatorios. 

Igualmente, se ha informado que los TLR tienen una amplia distribución tisular y se expresan en 

gran medida en órganos paleales que están en contacto directo con microorganismos (Zhang et 

al., 2011; Allam y Pales, 2015). Aunado a lo anterior la regulación de los TLR se ha visto 

positivamente en tejidos de órganos paliales después de un desafío infeccioso (Perrigault et al., 

2009). 

 

Los hemocitos son las células de la hemolinfa más importantes en la respuesta inmune de los 

moluscos bivalvos marinos, viajan a través de su sistema circulatorio abierto (Loker, 2010; Song 

et al., 2010). Los hemocitos participan en la fagocitosis y encapsulación de microorganismos 

extraños, cicatrización, digestión y transporte de nutrientes, reproducción y excreción (Lokert, 

2010).  Aunque se sabe poco sobre la formación de hemocitos en bivalvos marinos, así como del 

órgano hematopoyético, se ha hipotetizado que los hemocitos se pueden producir a partir de la 

diferenciación células de tejido conectivo (Rodríguez-Jaramillo, 2014). La quimiotaxis es una de 

las características más importantes de los hemocitos frente a microorganismos, este 

movimiento quimiotáctico, es el primer paso en el proceso de defensa de partículas reconocidas 

como no propias, precediendo a la endocitosis (Bugge y Allam, 2007). 
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Adicionalmente, el sistema inmunitario innato de moluscos bivalvos marinos está controlado 

por una red de señalización activada ante una infección y otros estímulos (Fig. 7). Estas 

activaciones desencadenan una cascada de reacciones y respuestas inmunitarias sistémicas 

dirigidas a eliminar patógenos (Song et al., 2010). Entre las principales vías de regulación en 

moluscos se encuentran: nuclear factor kappa B pathway (NF-kB), mitogen-activated protein 

kinase pathway (MAPK), Janus kinase/signal transducers and activators of transcription pathway 

(JAK-STAT) y Toll-like receptor (TLR) (Loker, 2010; Song et al., 2010). NF-kB está relacionado con 

inmunidad, apoptosis, mecanismos homeostáticos y diferenciación celular (Li y Stark, 2002); en 

particular, NF-kB está involucrado en la regulación de citocinas, péptidos antimicrobianos e 

inhibidores de la apoptosis (Allam y Pales, 2015). MAPK y JAK-STAT están relacionados con 

procesos de crecimiento, diferenciación y muerte celular (Arthur y Ley, 2013). Sin embargo, aún 

se tiene poca información acerca de sus funciones y regulación de efectores en moluscos, así 

como su papel preciso en factores inmunitarios (Allam y Pales, 2015). 

 

La mucosa de moluscos se compone de glicoproteínas y polisacáridos que constituyen una capa 

de retención de moléculas efectoras (Denny, 1989). Entre las moléculas efectoras identificadas 

en los moluscos se encuentran las lisozimas y proteasas (Itoh et al., 2007), las enzimas 

antioxidantes (Orbea et al., 2000), las proteínas de choque térmico, las metalotioneínas 

(Moraga et al., 2005) y los péptidos antimicrobianos (Peters et al., 2010).  
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Figura  7.- A. Detección de lectina de mucosito de Crassostrea virginica (CvML; flechas) que 
recubren el epitelio del manto, mediante hibridación in situ, utilizando sondas de ARNc 
específicas. B. Determinación de la expresión relativa de CvML (escala logarítmica, normalizada a 
18S) en diferentes órganos por qRT-PCR después de la exposición a Vibrio alginolyticus (*) indica 
una expresión significativamente mayor (prueba t, p < 0.05). Tomado de Allam y Pales (2015). 

Figura  6.- Esquema ilustrativo de las cascadas de señalización para modular la respuesta 
inmune en moluscos bivalvos. Tomado de Escoubas et al. (2016). 
 



27 
 

Dentro de los efectores de la respuesta inmune en bivalvos se encuentra el glutatión S-

transferasa (GST) esta enzima se encuentra en muchos organismos, incluidos los moluscos 

bivalvos y tiene un papel importante en la desintoxicación de xenobióticos y radicales libres, por 

lo que ayuda a reducir el estrés oxidativo en las células. Esta detoxificación se realiza 

principalmente a través de la conjugación de glutatión con xenobióticos y/o endobióticos, 

convirtiéndolos en compuestos más solubles capaces de ser eliminados por el organismo 

(Oakley et al., 2015; Badillo et al., 2014).  

 

2.7 Compuestos Bioactivos Altamente Diluidos (CBAD) 

En la acuicultura se han utilizado diferentes alternativas eco-sustentables al uso de antibióticos 

como los probióticos, prebióticos, simbióticos, para-probióticos y post-bióticos con funciones 

inmunoestimulantes (Mazón-Suástegui et al., 2018; Abasolo-Pacheco et al., 2020), extractos 

naturales de plantas o aceites esenciales con efectos anti-bacteriales o antifúngicos (Romero et 

al., 2012), compuestos derivados de bacterias que pueden ser toxinas o bacterias inactivadas, 

beta-glucanos, peptidoglucanos o lipopolisacáridos (Lin et al., 2011; Meena et al., 2013), 

nanopartículas de plata (Tello-Olea et al., 2019) y compuestos bioactivos altamente diluidos 

(CBAD) con acción inmunoestimulante. 

 

Estos últimos son desarrollados a partir de materiales de origen vegetal, mineral o animal, 

incluyendo venenos, tejidos enfermos, excreciones, secreciones, y lisados de agentes 

bacterianos patógenos altamente virulentos que han sido inactivados. Partiendo de este 

concepto los CBAD se también incluyen a los medicamentos homeopáticos autorizados por la 

Secretaría de Salud de México para uso humano, y otras formulaciones sin registro oficial como 

medicamento, pero igualmente elaborados conforme a la farmacopea homeopática (Secretaría 

de Salud, 2015; Mazón-Suástegui et al., 2018a; Morales-Sánchez, 2023), es decir sometidas a un 

procedimiento de dilución serial (Decimal 1:9, Centesimal 1:99, Milesimal 1:999, y mayor) 

alternado con agitación enérgica o sucusión, cuyo objetivo es la dinamización del producto final 

resultante (Mazón-Suástegui et al., 2018a).  

 

 

https://www.scielo.cl/pdf/amv/v44n2/art12.pdf
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Aunque la aplicación de los CBAD en la acuicultura es reciente, se sabe que la aplicación de 

algunos medicamentos homeopáticos de uso humano y de algunos productos homeopáticos 

desarrollados por el CIBNOR (ViP, ViA), han tenido efectos positivos y medibles a nivel 

molecular, celular y fisiológico, que se traducen en cambios cuantificables en el crecimiento, 

supervivencia, estimulación del sistema inmune y respuesta productiva en diversos organismos 

marinos y dulceacuícolas con importancia comercial (Ortíz-Cornejo et al., 2017; Rosero García, 

2017; García-Corona, 2018; Rosero-García et al., 2019; Mazón-Suástegui et al., 2019b, López-

Carvallo, 2020; López-Carvallo et al., 2021).  

 

La elaboración de los CBAD se basa en la concepción médica de la homeopatía propuesta por 

Samuel Christian Friedrich Hahneman (1755-1843) con el fundamento “lo similar es curado por 

lo similar” (“similia similibus curentur”, en latín) y en el efecto dosis- respuesta denominado 

“Hormesis” (Bellavite et al., 2006; López-Días et al., 2013; Mazón-Suástegui et al., 2018). Al 

respecto, las bases conceptuales, usos y aplicaciones de la medicina homeopática han tenido 

una evolución interesante durante los últimos años, e incluso se ha propuesto denominarla 

“Adaptive Network Nanomedicine” (Bell y Schwartz, 2015).  

 

La elaboración de los CBAD inicia a partir de un concentrado inicial o Tintura madre “TM” de un 

compuesto (Fig. 8) seguido de diluciones seriales alternadas con agitación (también llamada 

“sucusión”), lo que permite obtener ultra-diluciones con una concentración muy baja (Tabla 2) 

pero suficiente para incitar diferentes respuestas fisiológicas, genómicas y transcriptómicas en 

los organismos tratados (Bellavite et al., 2006). 
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Tabla 2.- Concentración del principio activo ™ en las diferentes diluciones homeopáticas usadas 
en acuicultura, centesimal (C) o decimal (D). 

Dilución 

homeopática 

Dilución  Dosificación AQ Organismos 

7C 1:10-14 100 μl L−¹ 
Peces, crustáceos y 

moluscos 

31C 1:10-62 100 μl L−¹ 3 μl L−¹ Moluscos y peces 

30C 1:10-60 100 μl L−¹ Moluscos y peces 

6C 1:10-12 100 μl L−¹ 
Peces, crustáceos y 

moluscos 

1D 1:10-1 100 μl L−¹ Moluscos 

 

2.7.1 Interacciones de los CBAD con los sistemas biológicos  

Los aspectos farmacodinámicos de los CBAD en los sistemas biológicos han sido hipotetizados 

en respuesta a la pregunta ¿Cómo interactúan estos compuestos sobre los sistemas biológicos? 

Al respecto, Bellavite et al. (2014) identificaron “blancos” biológicos, mediante la interacción 

fármaco-receptor en la membrana citoplásmica, a través de mecanismos de transmisión y 

amplificación de la señal del fármaco y propuso un modelo hipotético (Fig. 9), en el cual se 

Figura  8.- Diagrama ilustrativo del proceso de elaboración de los compuestos bioactivos 
altamente diluidos (CBAD). Tintura madre (TM): concentrado original del compuesto a partir del 
cual se realizan diluciones seriales alternadas con agitación o sucusión. 
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proponen tres hipótesis principales que explican la naturaleza del “compuesto activo” con el 

cual el sistema biológicos interactúan: (A) agrupaciones o “clusters”, de moléculas de agua, (B) 

electrodinámica cuántica, y (C) formación de nanopartículas del soluto original que permanece 

después de la dilución y actúan en asociación con el solvente, que por lo regular es una solución 

hidroalcohólica (Bellavite et al., 2014b; López-Carvallo, 2020). Adicionalmente, se establece que 

las moléculas de la sustancia o “principio activo” presente en la TM, pueden actuar como ejes 

de nucleación, potenciando la formación de estructuras supramoleculares mediante el 

reordenamiento de las moléculas del solvente.  

 

 

 

Figura  9.- Diagrama hipotético propuesto por Bellavite et al. (2014) para explicar la interacción 
de medicamentos homeopáticos (CBAD) con los sistemas biológicos: (A) interacción molécula-
receptor de membrana; (B) interacción de resonancia electromagnética; (C) regulación biofísica 
de la respuesta de los receptores de membrana.  
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Actualmente, la hipótesis que ha tomado mayor relevancia para explicar la interacción de los 

CBAD con los sistemas biológicos es la formación de nanopartículas, ya que se ha podido 

demostrar su presencia en los medicamentos homeopáticos, aplicando técnicas DLS y 

Espectroscopía de Absorción UV-Vis (Hoo et al., 2008; Tomaszewska et al., 2013). Estos estudios 

han establecido que el método de preparación de fármacos en homeopatía es muy parecido al 

método moderno de trituración y molienda “Top-Down” (Oh et al., 2021), utilizado en 

nanotecnología para producir nanopartículas (NP). Es importante destacar que al analizar 

medicamentos homeopáticos (CBAD) se han encontrado nanopartículas en todas las 

dinamizaciones o “potencias” comúnmente utilizadas en medicina homeopática (Konovalov et 

al., 2014; Rajendran, 2019). La presencia del “principio activo” inicialmente presente y medible 

en la TM original en forma de NP en potencias altas de fármacos metálicos y minerales, puede 

ayudar a comprender la acción terapéutica de los CBAD (Rajendran, 2015). 

 

Las interacciones entre nanopartículas o (NP) y los sistemas biológicos (NP-SB) son complejas, 

dinámicas y multiparamétricas (Von-Roemeling et al., 2017). Existe una gran cantidad de 

factores que incrementan la complejidad de la interacción NP-SB, tales como: las propiedades 

fisicoquímicas de las nanopartículas, su tamaño, forma química superficial, composición, 

arquitectura, densidad, pH, entorno bioquímico y cinética química (KE et al., 2017). Esto plantea 

grandes retos para el diseño de CBAD en acuicultura y magnifica la importancia de continuar la 

investigación de estos biofármacos acuícolas. 

 

Igualmente se ha documentado ampliamente que las características fisicoquímicas y biofísicas 

de las nanopartículas pueden ser cambiadas mediante su interacción con un fluido (vehículo de 

dilución), o al estar en contacto con un entorno biológico (Mahmoudi et al., 2016; Hühn et al., 

2017). En el caso de CBAD, la acción de las NP se potencia mediante la agitación intensa o 

sucusión, también conocida como “dinamización” o “potenciación”. Las NP presentan una 

interacción para estabilización de sus cargas porque toda molécula tiende a la estabilidad; a esta 

interacción se le conoce como solvatación (Fig. 10; Fig. 11) y ocurre solo en fluidos como el agua 

y el alcohol (Cataliotti et al., 2009; Kim y Yeom, 2014). 
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Figura  11.- Modelo general de la interacción de una nanopartícula con una molécula de agua, 
generando el proceso de solvatación. Fuente: Kim y Yeom, (2014). 

Figura  10.- Modelo de interacción entre nanopartículas de plata y agua (solvatación). Fuente: 
Cataliotti et al. (2009). 
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Cuando las nanopartículas son introducidas a los sistemas biológicos, éstas se encuentran en un 

fluido orgánico corporal donde la corona de solvatación previamente formada interactuará con 

las moléculas disponibles (como proteínas), para formar la conocida corona proteica (Fig.12). 

Esta corona proteica formada alrededor de la NP cambiará sustancialmente sus propiedades 

iniciales otorgándole una identidad biológica, siendo esa nueva identidad la que determinará un 

modelo específico de interacción con los sistemas biológicos (Monopoli et al., 2012; Caracciolo, 

2015; Zhdanov y Cho, 2016; Xiao y Gao, 2018). 

 

En la figura 12, se observa que el complejo nanopartícula-corona interactúa con la maquinaria 

biológica con un receptor de membrana celular específico, mediante procesos en ambas 

direcciones (on/off), para una nanopartícula específica interactuando con un receptor también 

específico. Las biomoléculas del medio se adsorben fuertemente en la superficie desnuda de la 

nanopartícula (k1), formando una capa estrechamente unida de biomoléculas, la corona “dura”, 

en contacto inmediato con la nanopartícula. Otras biomoléculas, como la corona “blanda”, 

tienen una afinidad residual con el complejo nanopartícula-corona dura (principalmente con la 

propia corona dura), pero es mucho menor, por lo que esas moléculas se intercambian 

rápidamente (k2). Si una biomolécula tiene una vida suficientemente larga en la corona, puede 

Figura  12.- Complejo nanopartícula-corona en un entorno biológico. Fuente: Monopoli et al. 
(2012), [Biomolecular coronas provide the biological identity of nanosized materials]. 
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conducir al reconocimiento del complejo nanopartícula-corona como un todo por parte de un 

receptor de membrana celular (k3). La misma biomolécula sola también puede ser reconocida 

por el receptor (k4). Finalmente, si está presente, la superficie desnuda de la nanopartícula 

también puede interactuar con los receptores de la superficie celular (k5) u otros constituyentes 

de la membrana. 

 

La captación de nanopartículas involucra una serie de mecanismos altamente regulados para 

superar la resistencia celular “membrana plasmática”, es importante saber cómo ingresan las 

NP en las células ya que las vías de captación subyacentes determinan su función, su destino 

intracelular y su respuesta biológica (Chen et al., 2011; Panariti et al., 2012). Considerando la 

disponibilidad de múltiples rutas de entrada celular para las NP durante la exposición celular in 

vivo (“endocitosis”) e in vitro (“entrada celular directa”), la vía de la endocitosis se puede 

clasificar en cinco clases mecánicamente diferentes: endocitosis dependiente de clatrina y 

caveolina; endocitosis independiente de caveolina y clatrina; fagocitosis y macropinocitosis. 

Existen múltiples vías para la entrada celular de NP a través de mecanismos de endocitosis: (a) 

dependiente de clatrina; (b) dependiente de caveolina; (c) independiente de clatrina y 

caveolina; (d) fagocitosis; y (e) vías de macropinocitosis (Fig. 13). Estas vías de captación celular 

de nanopartículas son mecánicamente distintas y altamente reguladas a nivel biomolecular y los 

efectos biológicos que desencadenan, dependen de los receptores con los cuales interactúan y 

si es o no internalizada por la célula del organismo tratado (Donahue et al., 2019). 
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2.7.2 Efecto de los CBAD en organismos de cultivo 

Numerosas investigaciones científicas publicadas en revistas indexadas ofrecen evidencia 

experimental de que la aplicación de los CBAD puede activar diversos procesos fisiológicos en 

cadena, que generan una mejor condición fisiológica de los organismos cultivados (Fig. 14) 

(Mazón-Suástegui et al., 2017; López-Carvallo et al., 2020).  

 

En peces como Seriola rivoliana y Lutjanus guttatus se han utilizado los CBAD (ViP, ViA, SiT, PhA) 

a diluciones 7ma centesimal, equivalente a una concentración femtomolar [fM], 30ma centesimal, 

y 31ra centesimal; y se observó un incremento en la acumulación de reservas energéticas, 

modulación de la respuesta inmune y el incremento de supervivencia en organismos tratados 

profilácticamente (Mazón-Suástegui et al., 2016a; Mazón-Suástegui et al., 2019a; Rosero-García 

et al., 2019). En el camarón blanco Penaeus vannamei se han utilizado los CBAD (ViP, ViA, SiT, 

PhA, PaV, Heel-Mix) a dilución 7ma centesimal, equivalente a una concentración femtomolar 

[fM], y se observó un incremento en la sobrevivencia, en la respuesta inmune y un mayor 

conteo de bacterias benéficas (Mazón-Suástegui et al., 2019b; García-Bernal et al., 2020). En 

Figura  13.- Vías de captación de nanopartículas por endocitosis. Fuente: Donahue et al. (2019), 
[Concepts of nanoparticle cellular uptake, intracellular trafficking, and kinetics in 
nanomedicine]. 
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moluscos bivalvos marinos como la almeja catarina A. ventricosus, el mejillón café M. capax, y el 

ostión Kumamoto C. sikamea, se han aplicado CBAD (ViP, ViA, SiT, PhA, PaV, CaS, HeS) en 

diluciones 7ma centesimal equivalente a una concentración femtomolar [fM], 30ma centesimal, 

31ra centesimal; y se observó un incremento en las reservas energéticas, en la respuesta 

inmune, supervivencia y calidad ovocitaria (García- corona, 2018; Mazón-Suástegui et al., 

2019b; Mazón-Suástegui et al., 2021). 

 

El uso profiláctico de CBAD (PaV, SiT, PhA) en juveniles de Pargo Lunarejo Lutjanus guttatus, 

incrementó significativamente la condición nutricional y respuesta inmune (Rosero-García, 

2007). En juveniles de almeja Catarina A. ventricosus los CBAD (PhA, SiT, ViP, ViA) mostraron 

mejoras significativas en la respuesta inmune, un mayor conteo de hemocitos en glándula 

digestiva, mayor actividad CAT y SOD, así como un incremento en las reservas energéticas 

(López-Carvallo et al., 2019). En acuerdo con estos resultados, en adultos reproductores de M. 

capax, la aplicación profiláctica de CBAD (SiT, CaS, Hes, PhA, FeP, ZiP, ViP, ViA, ViT) ha 

favorecido maduración gonádica con incremento de las reservas energéticas, así como una 

menor proporción de ovocitos atrésicos (García-Corona, 2018). En adultos de P. vannamei se ha 

registrado un mayor crecimiento y supervivencia (Morales-Sánchez et al., 2022), y una 

disminución de Vibrio spp. en hepatopáncreas cuando los organismos son tratados con CBAD 

(PhA, SiT, PaV, ViT, ViP, ViA) (García-Bernal et al., 2020). En juveniles de la misma especie se 

obtuvo un aumento de enzimas, incluyendo aminopeptidasas, amilasas, lipasas, tripsina y 

quimotripsina (Mazón-Suástegui et al., 2019a). 

 

El efecto benéfico de los CBAD también se ha observado en especies dulceacuícolas. En la tilapia 

del Nilo Oreochromis niloticus a quien se le aplicó un extracto etanólico y se observó una mayor 

supervivencia, crecimiento y aumento de masa muscular (Junior et al., 2017). En el pez Pacu 

(W+ HP y D+SU) Piaractus mesopotamicus se redujo la mortalidad durante el transporte de los 

organismos (De Oliveira et al., 2013). En peces “guppy” Poecilia reticulata se observó (Natrum 

muriaticum) una reducción en el tiempo de desove (Sudha y Gokula, 2014). Esto demuestra el 

potencial uso y aplicación de CBAD para optimizar la producción de organismos marinos de 

importancia comercial para la acuicultura mexicana, como C. virginica. 
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Figura  14.- Efecto de CBAD sobre diferentes biomarcadores regulados y evaluados en diversos 
tejidos de organismos marinos tratados profilácticamente con CBAD. Fuente: Tomado y 
modificado de López-Carvallo et al. (2021). 
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 Tabla 3.- Efectos de la aplicación de CBAD en diferentes grupos de organismos marinos de importancia acuícola o pesquera. 

ACTIN / CBAD 
Objetivo de su aplicación 

profiláctica 
Especie 
tratada 

Efectos de su aplicación Referencias 

Actinomiceto probiótico; cepa 
RL8 de Streptomyces sp. 

Acción probiótica, propiedades 
antifúngicas y antimicrobianas. 

Aumentar la absorción de 
macro y micronutrientes. 

Mejorar la calidad de agua de 
cultivo. 

P. vannamei 
Mejoras en la condición general de los organismos y 
la calidad del agua de cultivo. 

García-Bernal et al., 2016; 
2019; 2020

a
. 

C. virginica 
Mejoras en la condición general de los organismos y 
absorción de macro y micronutrientes. 

C. sikamea Mejoras en la condición general de los organismos. 

C. corteziensis Mejoras en la condición general de los organismos. 

CBAD uso humano 
Phosphoricum acid Similia® 

(PhA) 

Fortalecimiento del sistema 
inmune, digestivo, nervioso. 

Incrementar vigor y reducir el 
agotamiento. 

S. rivoliana 
Aumento de la tasa de crecimeinto, lipasas, tripsinas, 
amilasas. 

Mazón-Suástegui et al., 2019
a
; 

2019
b
; 2020 a; López-Carvallo 

et al., 2019; 2020; García-
Bernal et al., 2020. 

L. guttatus 
Aumento de la tasa de crecimiento, neutrófilos, 
células mucosas en branquias, factor de condición y 
supervivencia. 

P. vannamei 
Aumento de la supervivencia, aminopeptidasa, 
amilasa, quimotripsina y tripsina. 

A. ventricosus 
Aumento de catalasas, superóxido dismutasa, 
regulación de la endocitosis y mayores reservas 
energeticas. 

CBAD de uso humano Silicea 
terra Similia® (SiT) 

Inmunomodulación. Mejorar la 
salud y condición fisiológica 

general 

C. virginica Maduracion gonadal y mayores reservas energeticas. 

C. sikamea Maduracion gonadal y mayor superviviencia larvaria. 

O. bimaculoides Mayor asimilacion de alimentos. 

CBAD de uso acuícola 
formulado en CIBNOR a partir 

de lisado de V. 
parahaemolyticus (ViP) y a 

partir de lisado de V. 
alginolyticus (ViA) 

Fortalecimiento del sistema 
inmune y digestivo. 

Incrementar la supervivencia. 

S. rivoliana 
Aumento de catalasas, superóxido dismutasa, 
quimotripsina, aminopeptidasa n. 

Mazón-Suástegui et al., 2016 
a; 2019 a; 2019 b; 2020 a; 
2021; Ibarra-García, 2018; 
López-Carvallo et al., 2019; 
Rosero-García et al., 2019. 

P. vannamei 
Aumento de la tasa de creciemiento, sobreviencia, 
lipasas, tripsinas. 

A. ventricosus 
Aumento de catalasas, superóxido dismutasa, mayor 
conteo de hemocitos. 

M. capax Aumento de la tasa de crecimiento. 

C. virginica Inducir la maduración gonadal. 
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2.8 Efecto de actinomicetos probióticos marinos en organismos de cultivo acuícola 

Los probióticos son microorganismos vivos que administrados en concentraciones adecuadas 

generan efectos benéficos para la salud de los organismos (Kim y Austin, 2006). El uso de 

probióticos en la industria acuícola es importante debido a su capacidad de control biológico de 

patógenos y su efecto benéfico en la salud de los organismos de cultivo (Tovar-Ramírez et al., 

2008; Sorroza et al., 2009; Pérez-Chabela et al., 2020), sin embargo, los microorganismos 

usados como probióticos pertenecen casi exclusivamente a los géneros Bacillus, Pseudomonas y 

Burkholderia (Campa-Córdova et al., 2011; Villaseñor et al., 2013). No obstante, algunas 

especies del género Streptomyces sp, incluye especies de bacterias ampliamente distribuidas en 

diferentes ambientes como suelos, sedimentos y cuerpos de agua, pueden producir compuestos 

bioactivos con propiedades antimicrobianas y antifúngicas, que pueden reducir la carga 

bacteriana y fúngica en los sistemas acuícolas (Ringo et al., 2016). Estos compuestos también 

pueden mejorar la respuesta inmune en los organismos acuáticos y reducir mediante 

antagonismo y exclusión la carga de patógenos y, en consecuencia, prevenir infecciones. 

Investigaciones recientes han demostrado que algunas especies de este género tienen potencial 

como probióticos en la acuicultura (García-Bernal et al., 2015; Faisal y Kim, 2018). 

 

En la ostricultura, el uso de probióticos del género Streptomyces sp se ha convertido en una 

estrategia prometedora para mejorar la condición general y aumentar el crecimiento de los 

organismos cultivados (García-Bernal et al., 2015). Ringo et al. (2016) evaluaron el efecto de una 

cepa probiótica de Streptomyces sp en la supervivencia y crecimiento de C. gigas. El efecto de 

una cepa probiótica del género Streptomyces sp en la salud de C. virginica fue evaluada por Zhu 

et al. (2019) con resultados positivos. Se ha reportado que la aplicación de actinomicetos 

probióticos mejora sustancialmente la supervivencia y el desarrollo de las ostras, lo que sugiere 

que estos microorganismos tienen un gran potencial probiótico en la ostricultura de C. virginica. 

Igualmente, se ha documentado ampliamente que la aplicación de la cepa probiótica RL8 de 

Streptomyces sp (ACTIN) mejora las condiciones fisiológicas de los organismos tratados, la 

calidad del agua y la absorción de macro y micronutrientes, contribuyendo de manera 

significativa a la maduración gonadal de ostreidos como: C. sikamea (García-Bernal et al., 2017), 

y C. corteziensis (García-Bernal et al., 2018) durante su acondicionamiento gonádico en 
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laboratorio. Igualmente se han reportado los efectos benéficos (aumento de la calidad de agua 

del cultivo y reducción de bacterias marinas perjudiciales) de la cepa RL8 (ACTIN) en el camarón 

blanco P. vannamei (García-Bernal et al., 2020). A pesar de ello los actinomicetos marinos han 

sido pasados por alto como agentes probióticos en la industria acuícola (Dharmaraj y 

Kandasamy, 2010; Das et al., 2010; Dharmaraj, 2010; Toung et al., 2011), pero es indudable su 

potencial aplicabilidad en ostreidos. 

 

2.9 Tecnologías moleculares para estudiar los efectos y mecanismos de acción de los CBAD 

Existen una gran diversidad de técnicas que permiten evaluar la expresión de genes siendo las 

más usadas la reacción en cadena de la polimerasa conocida comúnmente como PCR y la 

hibridación in situ (Vinueza, 2009). La PCR desarrollada por Kary Mullis en la década de los 80s 

(Cornejo et al., 2014) es en biología molecular la técnica más usada a nivel mundial y 

recientemente se ha expandido el uso de la PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR), la cual 

permite la cuantificación de la expresión de genes (Vinueza, 2009). La PCR en tiempo real posee 

alta especificidad y sensibilidad para la detección de la abundancia de secuencias objetivo (de 1 

a 10^7 copias de un gen) (Brechtbuehl et al., 2001; Cornejo et al., 2014). 

 

La qPCR, ha sido ampliamente usada en moluscos para evaluar los efectos en la expresión 

génica asociada a la presencia de contaminantes (Fiorito et al., 2021), micro-compuestos 

(Medeiros et al., 2008; Sun et al., 2018; Tian et al., 2021), infecciones bacterianas (Kett et al., 

2022), CBAD (López-Carvallo et al., 2020); así como en la evaluación de efectos del shock 

térmico (Rahman et al., 2023), por su alta sensibilidad y especificidad para la detección de 

marcadores específicos de la respuesta fisiológica de los organismos.   
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3.  JUSTIFICACIÓN  

La presente investigación se realizó con el fin de contribuir a mejorar varios aspectos de la 

ostricultura de C. virginica en la región del Golfo de México, incluyendo los siguientes puntos: 

 

1.- Biología reproductiva: ampliar el conocimiento sobre los procesos de maduración sexual, 

actualizando el conocimiento sobre la gametogénesis.  

 

2.- Acuicultura y seguridad alimentaria: contribuir a mejorar el rendimiento y calidad gonádica, 

acumulación de reservas energéticas y respuesta inmune en organismos adultos usados como 

stock reproductivo en un laboratorio ostrícola comercial como el Centro Ostrícola Tecnológico 

de Tabasco (COTET), mediante la utilización de CBAD y actinomicetos probióticos (ACTIN). 

 

3.- Gestión sostenible de los recursos marinos: ofrecer alternativas para mejorar la producción 

sustentable de los laboratorios ostrícolas. 

 

4.- Conciencia ambiental y educación: fomentar una mayor apreciación por la adopción de 

prácticas sustentables y eco-amigables en la acuicultura. 
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4.  HIPÓTESIS   

La aplicación profiláctica de compuestos bioactivos altamente diluidos (CBAD) y de 

actinomicetos con acción probiótica (ACTIN), en adultos reproductores de ostión americano 

Crassostrea virginica (Gmelin, 1791), tendrá una respuesta cuantificable a nivel de expresión 

génica asociada a procesos fisiológicos relacionados con la reproducción, el metabolismo y la 

respuesta inmune, con beneficios potenciales esperados en materia de producción de semillas 

de la especie.  
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5.  OBJETIVOS 

5.1 Objetivo general 

Evaluar a nivel histológico y de expresión génica, el efecto de tratamientos formulados a partir 

de Compuestos Bioactivos Altamente Diluidos (CBAD) y Actinomicetos Probióticos (ACTIN), en la 

maduración gonádica del ostión americano Crassostrea virginica (Gmelin, 1791), utilizados 

como stock reproductivo en un laboratorio ostrícola comercial.  

 

5.2 Objetivos particulares  

-Analizar el efecto individual y sinérgico de CBAD y ACTIN en la maduración gonádica del ostión 

americano Crassostrea virginica (Gmelin, 1791) utilizados como stock reproductivo en un 

laboratorio ostrícola comercial, mediante el análisis histológico de la glándula digestiva y 

gónada. 

 

-Evaluar el efecto individual y sinérgico de CBAD y ACTIN en la maduración gonádica del ostión 

americano Crassostrea virginica (Gmelin, 1791) utilizados como stock reproductivo en un 

laboratorio ostrícola comercial, en la expresión de genes asociados a la reproducción y a la 

respuesta inmune mediante qPCR. 
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6.  MATERIAL Y MÉTODOS  

6.1 Organismos experimentales y condiciones de cultivo. 

El bioensayo experimental se llevó a cabo con ejemplares adultos de C. virginica en la sala de 

acondicionamiento gonádico de reproductores del laboratorio ostrícola de la empresa 

Productora de Especies Acuáticas S.A. de C.V. (PEASA), en el Centro Ostrícola Tecnológico del 

Estado de Tabasco (COTET, México) (Fig. 15), vía convenio con el laboratorio Experimental de 

Homeopatía Acuícola y Semillas Marinas del Centro de Investigaciones Biológicas del Noroeste 

(CIBNOR-MX).  

 

Los reproductores previamente aclimatados y seleccionados por talla fueron colocados al azar 

en unidades de maduración las cuales consistieron en taras con capacidad de 40 litros que 

operan con flujo continuo de agua y alimento a temperatura de 23-24°C. Los reproductores se 

alimentaron con una mezcla celular 1:1 de las microalgas Tisochrysis lutea y Chaetoceros 

calcitrans manteniendo una concentración de 75 x 103 cel mL-1, mediante su adición continua 

para compensar el consumo por filtración. Para el cálculo de disponibilidad de células de 

microalgas por organismo, se siguió la metodología de López-Carvallo et al. (2020), calculándose 

a partir de la información sobre el peso seco promedio para un millón de células para T. lutea y 

C. calcitrans, siendo un total de 2,485,714,286 millones de células por organismo por día. 
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Figura  15.- Condiciones experimentales en el área de acondicionamiento gonádico de 
reproductores de Crassostrea virginica en el Centro Ostrícola Tecnológico de Tabasco (COTET). 

 

6.2 Diseño experimental.  

Para evaluar el efecto individual y sinérgico de los CBAD y ACTIN se llevó a cabo un diseño 

experimental completamente al azar con grupos experimentales independientes y se aplicaron 

cinco tratamientos experimentales CBAD y/o ACTIN (T1 a T5) y dos tratamientos control (T6 y 

T7) cada uno con 3 réplicas y 20 organismos por réplica.  

 

El tratamiento T1 se elaboró con la cepa RL8 del actinomiceto marino Streptomyces sp. (ACTIN). 

El tratamiento T2 se elaboró con partes iguales de lisados bacterianos inactivados, preparados 

en el CIBNOR en 6ª dilución centesimal (1:99) Hahnemaniana de Vibrio parahaemolythicus (ViP-

6C) y de Vibrio alginolythicus (ViA-6C).  

El tratamiento T3 se preparó con partes iguales de los medicamentos homeopáticos en 6ª 

dilución centesimal (1:99) Hahnemaniana, Phosphoricum acid (PhA-6C) y Silicea terra (SiT-6C) de 

Laboratorio Similia® (CDMX, MX), con registro oficial para uso humano en la Secretaría de Salud 
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de México.  

El tratamiento T4 se formuló con partes iguales de ViP-6C + ViA-6C + la cepa RL8. 

El tratamiento T5 se formuló con partes iguales de PhA-6C+ SiT-6C + la cepa RL8. 

El tratamiento T6 fue considerado como Control positivo y se aplicó alcohol de uso 

homeopático. 

El tratamiento T7 fue considerado como Control negativo y se aplicó agua destilada.  

 

El tratamiento T1 se elaboró para evaluar el efecto individual de ACTIN; los tratamientos T2 y T3 

se formularon para evaluar el efecto individual de CBAD; T4 y T5 se formularon para evaluar el 

efecto sinérgico de CBAD y ACTIN, y T6 y T7 aplicaron como tratamientos de referencia. 

 

Para todos los tratamientos basados en CBAD se utilizaron como vehículo de aplicación, 

glóbulos comprimidos de lactosa estériles e impregnados hasta saturación con el respectivo 

tratamiento. Los glóbulos se secaron a temperatura ambiente (24 h, 25°C) hasta la evaporación 

del alcohol con el fin de prevenir sus posibles efectos secundarios en los organismos. Una vez 

evaporado el alcohol se protegieron del polvo y contaminantes ambientales y se conservaron en 

oscuridad en botellas de vidrio ámbar (Mazón-Suástegui et al., 2019a).  

 

La aplicación de los CBAD fue a razón de un glóbulo por organismo por día; la aplicación de los 

actinomicetos probióticos de la cepa RL8 (ACTIN) fue de 1.33 g de biomasa por réplica calculada 

a partir de un cultivo bacteriano a densidad óptica específica (DO=1) (García-Bernal et al., 2020). 

 

En total se realizaron dos muestreos, uno inicial antes de aplicar los tratamientos (0 días) y uno 

final al término del experimento (45 días). Durante cada muestreo se seleccionaron al azar los 

siguientes números de 10 organismos por réplica de cada tratamiento (Total= 30 organismos 

por tratamiento), se disecó tejido de glándula digestiva y gónada y se preservó en solución 

Davidson para su posterior análisis histológico e histoquímico.  

 

Para los análisis de expresión génica se tomaron 3 organismos por réplica experimental, más un 

organismo adicional elegido al azar (Total= 10 organismos por tratamiento), se disecó tejido de 
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glándula digestiva, gónada, manto y branquia, y se fijó en solución de RNAlater (RNAlater 

Stabilization solution #AM7020, ThermoFisher, Scientific, MA, USA). 

 

Tabla 4.- Diseño experimental para evaluar el efecto individual y sinérgico de CBAD y ACTIN en 
reproductores de ostión americano Crassostrea virginica (Gmelin, 1791) acondicionados para su 
maduración sexual en condiciones controladas de laboratorio. N: número de organismos; NT: 
número total de organismos por tratamiento. 

Tratamiento Réplica #1 Réplica #2 Réplica #3   

Streptomyces sp: 
Cepa probiótica 
RL8 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 NT=60 

 

ViP 6C + ViA 6C 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 NT=60 

 

PhA 6C+ SiT 6C 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 NT=60 

 

ViP 6C +ViA 6C + 
RL8  

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 NT=60 

 

PhA 6C+ SiT 6C + 
RL8 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 NT=60 

 

Control (+) Alcohol 
87° GL Similia®  

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 NT=60 

 

Control (-) Agua 
destilada 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 NT=60 

   

 

N=20 

N=20 

N=20 

N=20 N=20 

N=20 N=20 

N=20 N=20 

N=20 N=20 N=20 

N=20 N=20 N=20 

N=20 N=20 N=20 

N=20 N=20 N=20 
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6.3 Análisis histológico 

Las muestras fijadas en solución Davidson, fueron sometidas a un proceso de deshidratación 

utilizando una serie de alcoholes en concentraciones ascendentes (70 al 100%); después se 

aclararon con xileno y se incluyeron en parafina, formando bloques. Cada bloque fue colocado 

en un micrótomo de rotación (Leica RM 2125, Leica Microsystems, USA) para realizar cortes con 

un grosor de 4 μm. Cada corte de tejido gonádico se extendió en un baño de flotación con agua 

destilada a 40°C y fue colocado en portaobjetos de vidrio para ser teñido con Hematoxilina-

Eosina (Humanson, 1972) mediante un multi-teñidor automático (Leica ST5020). Las laminillas 

montadas se observaron en un microscopio óptico (Olympus BX-50, Olympus Optical, Japan) y 

de cada corte histológico se capturaron tres imágenes digitales a diferentes aumentos (20X, 40X 

y 100X), por medio de una cámara digital (CoolSNAP-Pro) instalada al microscopio.  

 

Cada imagen fue analizada para realizar la caracterización y asignación de estadios de desarrollo 

gonádico, utilizando como base la descripción de Rodríguez-Jaramillo et al. (2008) y Rodríguez-

Jaramillo et al. (2022) para C. gigas y C. corteziensis, y de Zamora et al. (2003) para C. virginica. 

El procesamiento histológico de las muestras se realizó en el Laboratorio de Histología e 

histoquímica del CIBNOR, aplicando las metodologías de Rodríguez-Jaramillo et al. (2008). 

 

6.4 Indicadores de condición gonádica  

6.4.1 Frecuencia de ovocitos por tratamiento 

La frecuencia de ovocitos por estadio se obtuvo de acuerdo con la metodología propuesta por 

Rodríguez-Jaramillo et al. (2008) en la cual se identifica a cada tipo de ovocito por sus 

características. La frecuencia de ovocitos en cada hembra perteneciente a cada uno de los 

tratamientos fue calculada mediante el conteo de los diferentes tipos de ovocitos (oogonias, 

previtelogénicos, vitelogénicos, postvitelogénicos y atrésicos) en tres regiones de la gónada que 

fue posible visualizar en un área de 1.44 mm2 a 20X. 

 

6.4.2 Diámetro teórico de ovocitos (DT) 

El diámetro Teórico (DT) se obtuvo cuantificando el área de ovocitos postvitelogénicos con 

núcleo definido (N= 30, exceptuando ovocitos atrésicos y/o en degeneración). Para cada 



49 
 

hembra, se utilizaron tres microfotografías de diferentes regiones de la gónada digitalizadas a 

40X. Para obtener el DT de los ovocitos se utilizó la fórmula descrita por Saout et al. (1999): 

 

                                                                            DT=√ 4AO/ π            

DT= Diámetro teórico  

AO= Área de ovocito  

 

6.4.3 Relación núcleo/citoplasma de ovocitos (N/C) 

Utilizando los valores obtenidos del área del núcleo y del citoplasma de 30 ovocitos 

postvitelogénicos con núcleo bien definido de cada hembra, se calculó la relación 

núcleo/citoplasma de ovocitos, conforme a Rodríguez-Jaramillo et al. (2008) utilizando la 

siguiente formula: 

 

                                             N/C= área del nucleoplasma/ área del ovoplasma  

 

6.4.4 Cuantificación histoquímica de triglicéridos y fosfolípidos  

El contenido de triglicéridos y fosfolípidos en la gónada de hembras se cuantificó mediante la 

metodología descrita por Rodríguez-Jaramillo et al. (2004), utilizando la tinción de Sudan negro. 

Esta técnica permite teñir esteres de colesterol y triglicéridos (TGS) en tonalidades que van del 

azul oscuro a negro y fosfolípidos (FLPs) los cuales adquieren una tonalidad gris (Rodriguez-

Jaramillo et al., 2008). Para la cuantificación se obtuvieron tres imágenes digitales con el 

objetivo de 40X de cada gónada teñida con Sudan negro y utilizando el programa Image ProPlus 

versión 4.5 se determinó el área de cobertura de los pixeles de un tono específico (grises que 

corresponden a los FLPs y/o azul oscuro a negro correspondiente a TGS). Adicionalmente se 

determinó el área de 30 ovocitos postvitelogenicos y se obtuvieron los índices de FLPs y de TGS, 

para cada ovocito evaluado, aplicando las ecuaciones propuestas por Rodríguez-Jaramillo 

(2004), calculando el área de cobertura (µm2) que ocupan los pixeles de un tono específico 

dentro del ovocito (grises que corresponden a los FLPs y/o azul oscuro a negro correspondiente 

a TGS), entre el área del ovocito: 

 

(3) 

(1) 

(2) 
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                                  FLPs= (FLPs área de cobertura/ área del ovocito) *100 

y 

                                  TGS= (TGS área de cobertura/ área del ovocito) *100 

 

 

6.5 Indicadores de condición fisiológica general  

6.5.1 Índice de la glándula digestiva (IGD) 

La condición fisiológica general de los reproductores previamente tratados con CBAD y ACTIN 

fue evaluada mediante el índice de glándula digestiva (IGD) propuesto por Mazón-Suástegui et 

al. (2009). Para determinar el IGD se tomaron sistemáticamente cinco microfotografías a 10X de 

cada organismo caracterizado como hembra o macho, utilizando el programa Image Pro-Plus 

versión 4.5 (Media Cibernetics, Silver Spring, MD, USA), y se calculó el área de cobertura 

ocupada por los adenómeros y el área de cobertura de la glándula digestiva, aplicando la 

siguiente fórmula: 

 

                                                       IGD % = (ACA(µm2) /ACT (µm2)) *100 

 

ACA = Área de Cobertura ocupada por los Adenómeros 

ACT = Área de Cobertura Total de la glándula digestiva.  

 

6.5.2 Altura de los túbulos digestivos  

La altura de los túbulos digestivos también se usó para evaluar la condición fisiológica general 

de los reproductores para calcularla se consideraron tres microfotografías tomadas a 20X de la 

glándula digestiva de cada organismo y se analizaron mediante el software Image Pro Plus 

versión 6.0 (Media Cybernetics, Bethesda, MD). 

 

6.6 Indicador de respuesta inmune. 

6.6.1 Conteo de hemocitos  

La cuantificación de hemocitos se realizó siguiendo la metodología descrita por Bianchi et al. 

(2015), consistiendo en la digitalización de tres microfotografías a 100X de tejido de glándula 

(4) 

(5) 
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digestiva teñido con hematoxilina-eosina y se realizó el conteo de hemocitos en un área 

delimitada (0.21mm2) mediante el software Image Pro-Plus versión 6.0 (Media Cybernetics, 

Bethesda, MD). 

 

6.7 Expresión relativa de genes  

6.7.1 Extracción de ARN total 

Para realizar la extracción de ARN total de branquia, glándula digestiva, gónada y manto de cada 

organismo, se tomó aproximadamente 50 mg de tejido de cada muestra obtenida de los 

organismos, se lavó en H2O libre de nucleasas para eliminar el exceso de RNAlater y se colocó en 

un tubo eppendorf de 1.6 ml que contenía 800 μl Trizol (Invitrogen, Thermo Fisher, Scientific, 

MA, USA) y 100 mg de perlas de cristal (Glass Beads Acid-Washed, Sigma). Todos los tubos 

eppendorf con las muestras de tejido y Trizol fueron colocadas sobre una cama de hielo. Para 

lisar el tejido de cada muestra se utilizó el homogenizador mecánico de alta velocidad FastPrep-

24 (MP Biomedicals, LLC, Santa Ana, CA, USA) durante 60 segundos a una velocidad de 6 m/s. 

Posteriormente las muestras se incubaron en hielo durante 5 minutos y se centrifugaron a 

12,000 g por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante de cada muestra fue transferido a un tubo 

eppendorf de 1.6 ml nuevo y se adicionó 300 µl de cloroformo. Las muestras fueron agitadas 

durante 10 segundos utilizando un vortex y fueron incubadas a temperatura ambiente durante 

5 minutos. Posteriormente, se llevó a cabo otra centrifugación a 12,000 g durante 15 minutos a 

4°C. La fase acuosa, que contiene el ARN, fue transferida a un tubo eppendorf de 1.6 ml nuevo, 

se adicionaron 500 µl de etanol absoluto y se mezcló lentamente mediante inversión por lo 

menos cinco veces para inducir la precipitación del ARN. Los tubos se colocaron toda la noche a 

-20°C para favorecer una mayor precipitación. Al día siguiente, se realizó una centrifugación a 

12,000 g durante 15 minutos a 4°C y posteriormente, se removió cuidadosamente el etanol y se 

procedió a un lavado del pellet de ARN con 500 µl de etanol al 70% (preparado con H2O libre de 

nucleasas). Esta etapa de lavado se llevó a cabo mediante una incubación en hielo durante 10 

minutos. Después de esta incubación, las muestras se centrifugaron a 12,000 g durante 10 

minutos a 4°C, descartando el sobrenadante. Se procedió a la eliminación del etanol residual 

mediante una centrifugación de 1 minuto con las mismas condiciones. El pellet de ARN obtenido 

se dejó secar en una campana de extracción durante aproximadamente 20 minutos. Finalmente, 
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el ARN se resuspendió en volúmenes de 20 µl de H2O libre de nucleasas. El ARN total obtenido 

se cuantificó en un espectrofluorómetro NanoDrop 2000/2000c™ (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) y su integridad se evaluó mediante electroforesis. 

 

La eliminación del ADN genómico de cada muestra de ARN total se realizó mediante la 

aplicación de 5 U de DNase I (RQ1, Promega, Madison, WI, USA) en un volumen final de 20 µl. La 

reacción de degradación del ADN genómico se llevó a cabo añadiendo 1X de Buffer, 0.5 U de 

RNAsin (Promega, Madison, WI, USA) y H2O libre de nucleasas. El proceso de digestión se llevó a 

cabo mediante incubación a 37 °C durante 60 minutos. Posteriormente, se procedió a realizar la 

amplificación por PCR utilizando el gen de referencia β-Actina. Se tomaron 1 μl de cada muestra 

tratada con DNase I para verificar la eliminación completa del ADN genómico. La reacción de 

PCR se llevó a cabo en un volumen de reacción de 6 μl, que contenía 1 μl de ARN tratado, 0.25 U 

de Go-Taq Flexi Polymerasa (Promega, Madison, WI, USA), 1X de Colorless GoTaqFlexi Buffer 

(Promega, Madison, WI, USA), 2.0 mM de MgCl2 (Promega, Madison, WI, USA), 0.2 mM de 

dNTP mix (Promega, Madison, WI, USA) y H2O libre de nucleasas. Las condiciones de 

amplificación consistieron en una etapa inicial de desnaturalización a 94°C durante 4 minutos, 

seguida de 35 ciclos y fijando la condición de desnaturalización a 94°C durante 30 segundos, 

alineación a 60°C durante 30 segundos y extensión a 72°C durante 30 segundos. Finalmente, se 

realizó una extensión final a 72°C durante 10 minutos. La ausencia de amplificación de 

productos se verificó mediante electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1% en buffer 

TBE 1X. La electroforesis se llevó a cabo durante 40 minutos a 100 voltios, utilizando un 

marcador de 100 pb (DNA Ladder, Promega, Madison, WI, USA) y la tinción fluorescente con 

GelRed (Biotium Inc, Fredmont, CA, USA). 

 

6.7.2 Síntesis de ADN complementario (ADNc) 

Una vez verificada la degradación del ADN genómico, se realizó una precipitación del ARN 

siguiendo el protocolo descrito por Sambrook (2001). Para ello, se añadió 0.5 volúmenes de LiCl 

8M y 300 µl de etanol absoluto al ARN, que posteriormente fue centrifugado a 12,000 g durante 

10 minutos a 4°C. Luego de la centrifugación, se llevó a cabo una decantación y se procedió a 

lavar el pellet con 500 µl de etanol al 75%. Se repitió el proceso de centrifugación y decantación, 
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y finalmente el pellet se secó en una campana de flujo laminar durante aproximadamente 20 

minutos. El ARN obtenido se resuspendió en 20 µl de agua libre de nucleasas. La concentración 

de ARN obtenido de cada muestra se determinó utilizando un espectrofluorómetro NanoDrop 

2000/2000c™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), y se evaluó la integridad mediante 

electroforesis horizontal de 1 µg de ARN extraído de cada tejido (gónada, branquia, glándula 

digestiva y manto) en un gel de agarosa al 1% con buffer TBE 1X, utilizando una corriente de 60 

voltios durante 60 minutos. Una vez confirmada la integridad de las muestras, se utilizó 1 µg de 

ARN total para la síntesis del ADN complementario (ADNc), siguiendo el protocolo recomendado 

por el fabricante del sistema de transcripción inversa Improm II (Promega), utilizando una 

mezcla de Oligo (dT)15/Random Primers. Para verificar la adecuada síntesis del ADNc, se realizó 

una amplificación por PCR utilizando el gen de β-Actina. La reacción de PCR se llevó a cabo en 

un volumen de reacción de 6 μl, conteniendo 0.5 μl de ADNc, 0.25 U de Go-Taq Flexi Polymerasa 

(Promega, Madison, WI, USA), 1X de Colorless GoTaqFlexi Buffer (Promega, Madison, WI, USA), 

2.0 mM de MgCl2 (Promega, Madison, WI, USA), 0.2 mM de dNTP mix (Promega, Madison, WI, 

USA) y agua libre de nucleasas. Las condiciones de amplificación consistieron en una etapa 

inicial de desnaturalización de 4 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de desnaturalización a 

94°C durante 30 segundos, alineación a 60°C durante 30 segundos, y extensión a 72°C durante 

30 segundos. Finalmente, se realizó una extensión final de 10 minutos a 72°C. Los productos de 

amplificación se analizaron mediante electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1% con 

buffer TBE 1X, utilizando una corriente de 100 voltios durante 40 minutos. Utilizando un 

marcador de 100 pb (DNA Ladder, Promega, Madison, WI, USA). La visualización se realizó 

mediante tinción fluorescente con GelRed (Biotium Inc, Fredmont, CA, 

 

6.7.3 Cuantificación de expresión génica (qPCR) 

La eficiencia de amplificación de los primers utilizados para cada gen de interés (Tabla 5), se 

realizó utilizando seis diluciones seriadas (factor de dilución 1:50). Estas diluciones se llevaron a 

cabo utilizando un pool de 84 muestras de ADNc. Las reacciones de amplificación se realizaron 

en un volumen final de 15 μl y se utilizó un mix para qPCR preparado en el laboratorio. La 

mezcla de reacción consistió en: 7.5 μl de una solución que contenía 1X EvaGreen (Biotium Inc, 

Fredmont, CA, USA), 0.45 U de Go-Taq Flexi Polymerase (Promega, Madison, WI, USA), 1X 
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Colorless Go-Taq Flexi Buffer (Promega, Madison, WI, USA), 2.5 mM de MgCl2, 0.2 mM de dNTP 

mix (Promega, Madison, WI, USA) y agua de grado biología molecular (Sigma Aldrich, San Luis, 

MI, USA). Además, se agregaron 5 μl de la dilución (1:50) de ADNc y oligonucleótidos específicos 

para cada gen (Glutatión S-transferasa (GSTO), Lectina tipo C (qCvML), AF2 y Vitelogenina (VTG) 

*0.15 μM+; β-Actina [0.20 μM+, Factor de Elongación (EF) *0.48 μM+ y 28S Ribosomal *0.40 μM+). 

Las condiciones de amplificación fueron: una etapa inicial de desnaturalización a 95°C durante 

10 minutos, seguida de 40 ciclos de amplificación que incluyeron 15 segundos a 95°C, 15 

segundos a 60°C y 15 segundos a 72°C, donde se realizó la lectura de la fluorescencia 

(denaturalización/alineación/extensión). La curva de desnaturalización se generó mediante un 

aumento de temperatura desde 60°C hasta 95°C, con un incremento de 0.5°C por cada 5 

segundos. Las amplificaciones se llevaron a cabo por triplicado utilizando un termociclador de 

tiempo real CFX96 (Bio-Rad, CA, USA), placas de 96 pozos y films adhesivos ópticos (Bio-Rad, CA, 

USA). 

 

Los valores de eficiencia se obtuvieron a partir de la pendiente del logaritmo del factor de 

dilución frente a la fluorescencia, utilizando la ecuación E=(10)(-1/slope)-1) (Bustin et al., 2009). 

Una vez determinada la eficiencia y la concentración adecuada de oligonucleótidos para cada 

gen, se realizaron las amplificaciones en cada una de las muestras. Se utilizaron 3 réplicas de 

cada muestra y los datos obtenidos (Cq) de cada réplica se promediaron y se utilizaron para 

calcular la estabilidad de la expresión de los genes de referencia mediante el uso del programa 

RefFinder (Xie et al., 2012), el cual se basa en los algoritmos utilizados por los programas 

geNorm, NormFinder, BestKeeper y el método de Cq Comparativo. Los valores de expresión 

relativa (ER) de los genes objetivo se calcularon utilizando la fórmula ER= CRgb/CRfn (donde gb 

representa al gen objetivo y fn al factor de normalización, que es la media geométrica de los 

genes de referencia). Las cantidades relativas (CR) de los genes de referencia más estables y los 

genes objetivo, fueron estimadas con la formula.  

 

                                                              CR= (1+E)(Cq promedio-Cq) 

 
 
 

(6) 
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Tabla 5.- Secuencias de los primers utilizados en el análisis de expresión diferencial de genes 
asociados con el proceso reproductivo y respuesta inmune de Crassostrea virginica, y de genes 
de referencia.  

 

6.8 Análisis estadísticos  

La normalidad de todos los datos se evaluó mediante la Prueba de Kolmogorov-Smirnoff 

(Lilliefors, 1967; Zar, 2013) y la homogeneidad de varianza mediante la Prueba de Levene 

(Levene, 1960; Zar, 2013). Los datos que no presentaron una distribución normal y los valores 

Ct´s utilizados en expresión génica se transformaron a log10 y los datos en porcentaje se 

transformaron a arcoseno. 

 

Para determinar diferencias entre los tratamientos se realizó un análisis de varianza de una vía 

(ANOVA) considerando como factor los tratamientos y como variables de respuesta los valores 

obtenidos de expresión relativa de cada gen, índice de la glándula digestiva, contenido de 

fosfolípidos y triglicéridos, diámetro teórico de ovocitos, relación núcleo/citoplasma de ovocitos 

(N/C), altura de los túbulos digestivos y número de hemocitos.  

 

En los casos en que se obtuvieron diferencias significativas se realizó el análisis de comparación 

Gen Nombre del primer  Secuencia 5'-3' N° bases 
Tam

año  
Eficiencia % 

Lectina tipo C 
qCvML-F TGTCTGTCTGTCTGTCTGACTGTG 25 

140 105.1 
qCvML-R AACGGTTACCAGGTAGCTCCTCATC 25 

Glutation S-transferasa 
GSTO_Cvirg119-F TGGATTGAACAATTTCTTATGTT 23 

119 92.2 
GSTO_Cvirg119-R ACGACGGCGGGACTCTTTGACA 22 

Vitelogenina 
Vtg-F CAGCATCGTTCTCCTTCCA 19 

173 111.9 
Vtg-R GGTGTCCTGGGACTGTTGA 19 

AF2 (Activation Funtions 2) 
AF2-F CCTCTCTACAATGGCGTCCC 20 

330 94.8 
AF-R CGTAGAGTCCAGACGGATGC 21 

28S Ribosomal  
28S-F GATGCTGGAACTGTGGT 18 

169 92 
28S-R CTTTGGGCTGCATTCTCAA 19 

Factor de elongación  
EF-F GATTGCCACACTGCTCACAT 20 

114 97.3 
EF-R AGCATCTCCGTTCTTGATGC 20 

β-Actina 
β -actin-F GTCAAGAGGACGGGGTGTT 19 

145 98.7 
β -actin-R CCCAGAGCAAGAGAGGTATCC 21 
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de medias de Tukey. Todos los análisis estadísticos se realizaron mediante el software IBM-SPSS 

26. El nivel de significancia fue de α<0,05. Todos los datos fueron re-transformados a su escala 

original para presentarse en tablas y/o gráficas. Todos los resultados se presentan como media 

± error estándar (SE). 
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7.  RESULTADOS  

7.1 Estadios de desarrollo gonádico  

En hembras, se caracterizaron 6 estadios de desarrollo gonádico: estadio 0 o indiferenciado, 

estadio I o Previtelogénesis también conocido como Gametogénesis inicial, estadio II o 

Vitelogénesis también conocido como Gametogénesis avanzada, estadio III o Postvitelogénesis 

también conocido como Madurez, estadio IV o Desove parcial y estadio V o Post-desove (Tabla 

6; Fig. 16). De igual manera para machos, se caracterizaron 6 estadios de desarrollo gonádico: 

estadio 0 o Indiferenciado, estadio I o Espermatogénesis inicial, estadio II o Espermatogénesis 

avanzada, estadio III o Madurez, estadio IV o Desove parcial y estadio V o Post-desove. 
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Tabla 6.- Microfotografías de los estadios de desarrollo gonádico identificados en hembras de 
Crassostrea virginica tratadas con Compuestos Bioactivos Altamente Diluidos (CBAD) y 
Actinomicetos (ACTIN). Imágenes histológicas 20X (200X barra de escala=100 μm).  
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Figura  16.- Imágenes histológicas a 200X (tinción Hematoxilina-Eosina) de las diferentes etapas 
del desarrollo gonádico en hembras de Crassostrea virginica. S0= Indiferenciado, SI= 
Previtelogénesis o Gametogénesis inicial, SII= Vitelogénesis o Gametogénesis avanzada, SIII= 
Postvitelogénesis o Madurez, SIV= Desove parcial, SV= Post-desove. 200X barra de escala=100 
μm, 400X barra de escala= 50 μm y 1000X barra de escala= 10 μm. Abreviaciones: ccg= capa de 
células germinales, tcv= tejido conectivo vesicular, lg= línea germinal, cg= células germinales, 
op= ovocitos previtelogénicos, ov= ovocitos vitelogénicos, og= oogonia, n= núcleo, nc= nucléolo, 
O-post= ovocitos postvitelogénicos, ec= epitelio ciliado, gd= gonoductos, h= hemocitos.   
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En el caso de las hembras (Fig. 17) se identificaron 4 estadios de madurez al inicio del 

experimento (M0), un 35% fueron hembras en estadio II (Vitelogénesis), 35% en estadio III 

(Postvitelogénesis), 20% en estadio IV (Desove parcial) y el 10% en estadio 0 (Indiferenciado). 

Al final del bioensayo experimental, en las hembras de los tratamientos T1 y T5 se identificaron 

los seis estadios de madurez caracterizados; en el tratamiento T2 se identificaron cinco estadios, 

y solo cuatro en las hembras de los tratamientos T3, T4, T6 y T7. 

 

El 40% de las hembras del tratamiento T1, se encontraron en estadio IV (Desove parcial), 25% 

en estadio 0 (Indiferenciado), 10% en estadio I (Previtelogénesis), 10% en estadio II 

(Vitelogénesis), 5% en estadio III (Postvitelogénesis) y 10% en estadio V (Post-desove). Para T2, 

el 45% de las hembras tratadas se encontraron en estadio IV (Desove parcial), 12% en estadio 0 

(Indiferenciado), 15% en estadio II (Vitelogénesis), 13% en estadio III (Postvitelogénesis) y 10% 

en estadio V (Post-desove). Con respecto a T3, el 30% de las hembras se encontraron en estadio 

0 (Indiferenciado), 15% en estadio II (Vitelogénesis), 20% en estadio III (Postvitelogénesis) y 35% 

en estadio IV (Desove parcial). En el tratamiento T4, el 38% de las hembras se encontraron en 

estadio 0 (Indiferenciado), 10% en estadio II (Vitelogénesis), 22% en estadio III 

(Postvitelogénesis), y 30% en estadio IV o (Desove parcial). En el T5, el 37% de las hembras se 

encontraron en estadio 0 (Indiferenciado), 3% en estadio I (Previtelogénesis), 20% en estadio II 

(Vitelogénesis), 10% en estadio III (Postvitelogénesis), 20% en estadio IV (Desove parcial), y 10% 

en estadio V (Post-desove). Con respecto al tratamiento control positivo T6, el 38% de las 

hembras se encontraron en estadio 0 (Indiferenciado), 10% en estadio II (Vitelogénesis), 27% en 

estadio IV (Desove parcial) y 15% en estadio V (Post-desove). Finalmente, para el tratamiento 

control positivo T7, el 15 % de las hembras tratadas se encontraron en estadio 0 

(Indiferenciado), 25% en estadio I (Previtelogénesis), 10% en estadio II (Vitelogénesis) y 50% en 

estadio III (Desove parcial). 

 

Mediante un análisis comparativo entre los diferentes tratamientos, se encontró que el mayor 

porcentaje de hembras en estadio 0 (Indiferenciado) se presentó en el tratamiento T4 con un 

37%. El mayor porcentaje de hembras en estadio de I (Previtelogénesis) se identificó en el 

tratamiento T7 con un 25%. El estadio II (Vitelogénesis) se identificó en mayor porcentaje en 
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hembras del tratamiento T5 con un 19%. El estadio III (Postvitelogénesis) se presentó en mayor 

porcentaje en el tratamiento T4 con un 22%. El mayor porcentaje de hembras en estadio IV 

(Desove parcial) se presentó en el tratamiento control negativo (T7) con un 50%, y el estadio V 

(Postdesove) se presentó en un mayor porcentaje en las hembras del tratamiento control 

alcohol de uso homeopático (T6) con un 18%.  

 

 

 

Figura  17.- Frecuencia (%) de estadios de desarrollo gonádico de hembras de Crassostrea 
virginica al inicio y final del bioensayo experimental. M0: Muestreo inicial, T1: RL8, T2: ViP 6C 
+ViA 6C, T3: PhA 6C+SiT 6C, T4: ViP 6C+ViA 6C+RL8, T5: PhA 6C+SiT 6C+RL8, T6: (Control 
positivo) alcohol de uso homeopático, T7: (Control negativo) agua destilada. 

 
En el caso de los machos (Fig. 18) al inicio del experimento (M0) se identificaron 6 estadios de 

madurez caracterizados en este estudio. El 15% se encontraron en estadio 0 (Indiferenciado), 

12% en estadio I (Espermatogénesis inicial), 13% en estadio II (Espermatogénesis avanzada), 

10% en estadio III (Madurez), 35% en estadio IV (Desove parcial) y 15% en estadio V (Post-

desove).  
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Al final del bioensayo experimental, en los machos de los tratamientos control (T6 y T7) se 

identificaron cinco estadios de madurez caracterizados. En los tratamientos T2 y T5 se 

identificaron cuatro estadios. En los tratamientos T1 y T3 se identificaron tres estadios, y en el 

tratamiento T4 se identificaron dos estadios. En el tratamiento T1, el 50% de los machos se 

encontraron en estadio 0 (Indiferenciado), 8% en estadio II (Espermatogénesis avanzada) y 42% 

en estadio IV (Desove parcial). En el T2, el 33% de los machos tratados se encontraron en 

estadio 0 (Indiferenciado), 33% en estadio II (Espermatogénesis avanzada), 12% en estadio III 

(Madurez) y 22% en estadio IV (Desove parcial). En el tratamiento T3, el 72% de los machos se 

encontraron en estadio 0 (Indiferenciado), 19% en estadio II (Espermatogénesis avanzada) y 9% 

en estadio IV (Desove parcial). En el tratamiento T4, el 77% de los machos se encontraron en 

estadio 0 (Indiferenciado) y 23% en estadio IV (Desove parcial). En el T5, el 69% de los machos 

se encontraron en estadio 0 (Indiferenciado), 8% en estadio I (Espermatogénesis inicial), 15% en 

estadio II (Espermatogénesis avanzada) y 8% en estadio V (Post-desove). En el tratamiento 

control positivo T6, el 50% de los machos del control negativo alcohol de uso homeopático se 

encontraron en estadio 0 (Indiferenciado), 12% en estadio II (Espermatogénesis avanzada), 19% 

en estadio III (Madurez) y 13% en estadio IV (Desove parcial) y 6% en estadio V (Post-desove). 

Finalmente, en el tratamiento control positivo T7, el 33 % de los machos se encontraron en 

estadio 0 (Indiferenciado), 17% en estadio I (Espermatogénesis inicial), 16% en estadio II 

(Espermatogénesis avanzada) y 17% en estadio IV (Desove parcial) y 17% en estadio V (Post-

desove). 

 

En un análisis comparativo entre los diferentes tratamientos, se encontró que el mayor 

porcentaje de machos en estadio 0 (Indiferenciado) se presentó en el tratamiento T4 con un 

77%. El mayor porcentaje en estadio de I (Espermatogénesis inicial) se identificó en el 

tratamiento T7 con un 16%. El estadio II (Espermatogénesis avanzada) se identificó en mayor 

porcentaje en el tratamiento T2 con un 33%. Mientras que el estadio III (Madurez) se presentó 

en mayor porcentaje en el tratamiento T6 con un 19%. El mayor porcentaje en estadio IV 

(Desove parcial) se presentó en el tratamiento T1 con un 42% y el estadio V (Post-desove) se 

presentó en un mayor porcentaje en el tratamiento control positivo (T7) con un 17%.  
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Figura  18.- Frecuencia (%) de desarrollo gonádico de machos de Crassostrea virginica, al inicio y 
final del bioensayo experimental. M0: Muestreo inicial, T1: RL8, T2: ViP 6C +ViA 6C, T3: PhA 
6C+SiT 6C, T4: ViP 6C+ViA 6C+RL8, T5: PhA 6C+SiT 6C+RL8, T6: (Control positivo) alcohol de uso 
homeopático, T7: (Control negativo) agua destilada. 

 
7.2 Frecuencia de ovocitos por tratamiento 

Se caracterizaron cuatro tipos de ovocitos (oogonias, previtelogénicos, vitelogénicos y 

postvitelogénicos) y se identificaron ovocitos atrésicos. En las hembras del muestreo inicial (M0) 

se identificaron los cuatro tipos de ovocitos, oogonia con un 8%, previtelogénicos con un 17%, 

vitelogénicos con un 23%, postvitelogénicos con un 45% y un 7% de atresias. Al final del 

bioensayo experimental, los reproductores que recibieron los tratamientos T1, T2, T3 y T4, 

mostraron altos porcentajes de ovocitos postvitelogénicos con porcentajes superiores al 80%. 

Con estos tratamientos se presentó el menor porcentaje de atresias (menor al 5%), a diferencia 

de los reproductores del T7 que presentaron el mayor porcentaje de atresias (34%), y los de T5 

que mostraron el mayor porcentaje de ovocitos vitelogénicos con un 23% (Fig. 19). 
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Figura  19.- Frecuencia (%) de ovocitos de hembras de Crassostrea virginica al inicio y final del 
bioensayo experimental. M0: Muestreo inicial, T1: RL8, T2: ViP 6C +ViA 6C, T3: PhA 6C+SiT 6C, 
T4: ViP 6C+ViA 6C+RL8, T5: PhA 6C+SiT 6C+RL8, T6: (Control positivo) alcohol de uso 
homeopático, T7: (Control negativo) agua destilada. 

 

7.3 Triglicéridos y Fosfolípidos  

La cuantificación y análisis de triglicéridos en los ovocitos de las hembras mostró diferencias 

significativas (p< 0.05) entre los tratamientos. Los ovocitos de las hembras del muestreo inicial 

(M0), presentaron un 58% de triglicéridos. Al final del bioensayo experimental, los ovocitos de 

las hembras del tratamiento T1 presentaron el mayor contenido de triglicéridos en ovocitos 

(73%) con relación a los ovocitos de las hembras de los otros tratamientos. El menor contenido 

de triglicéridos se observó en los ovocitos de las hembras del tratamiento T4 con un 54% (Fig. 

20). 
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Figura  20.- Porcentaje de triglicéridos en ovocitos de hembras de Crassostrea virginica, al inicio 
y final del bioensayo experimental. M0: Muestreo inicial, T1: RL8, T2: ViP 6C +ViA 6C, T3: PhA 
6C+SiT 6C, T4: ViP 6C+ViA 6C+RL8, T5: PhA 6C+SiT 6C+RL8, T6: (Control positivo) alcohol de uso 
homeopático. 

 

El contenido de fosfolípidos en ovocitos (Fig. 21), fue significativamente diferente (p<0.05) entre 

hembras tratadas con los diferentes tratamientos experimentales. Los ovocitos de las hembras 

del muestreo inicial (M0) presentaron un 34% de fosfolípidos. Al final del bioensayo 

experimental, el mayor contenido de fosfolípidos se observó en los ovocitos de las hembras del 

tratamiento T4 (51%) y los ovocitos de las hembras del tratamiento T1 presentaron el menor 

contenido de fosfolípidos (35%) con relación a los ovocitos de las hembras de los demás 

tratamientos.  
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Figura  21.- Porcentaje de fosfolípidos en ovocitos de hembras de Crassostrea virginica, al inicio 
y final del bioensayo experimental. M0: Muestreo inicial, T1: RL8, T2: ViP 6C +ViA 6C, T3: PhA 
6C+SiT 6C, T4: ViP 6C+ViA 6C+RL8, T5: PhA 6C+SiT 6C+RL8, T6: (Control positivo) alcohol de uso 
homeopático. 
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Figura  22.- Fotografías histológicas de cortes de gónada de hembras Crassostrea virginica con 
tinción histoquímica de Sudan negro. Tonos negro-azules corresponden a triglicéridos; tonos 
grises corresponden a fosfolípidos. T1: RL8, T2: ViP 6C +ViA 6C, T3: PhA 6C+SiT 6C, T4: ViP 
6C+ViA 6C+RL8, T5: PhA 6C+SiT 6C+RL8, T6: (Control positivo) alcohol de uso homeopático. 
Imagen 400X; Barra de escala= 50 μm.  
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7.4 Diámetro teórico y relación núcleo/citoplasma (N/C) 

El análisis estadístico de los valores del diámetro teórico de los ovocitos de las hembras de los 

diferentes tratamientos mostró diferencias significativas (p<0.05). Los ovocitos de las hembras 

del muestreo inicial (M0), así como los de los tratamientos T1, T2, T3, T4, T5 y T6 presentaron 

un diámetro teórico de aproximadamente 40 ± 5.2 μm. El diámetro teórico de los ovocitos de 

las hembras del tratamiento T7 fue significativamente menor (Fig. 23). 

 

 

 

 

Figura  23.- Diámetro teórico (µm) de ovocitos de hembras de Crassostrea virginica. al inicio y 
final del bioensayo experimental. M0: Muestreo inicial, T1: RL8, T2: ViP 6C +ViA 6C, T3: PhA 
6C+SiT 6C, T4: ViP 6C+ViA 6C+RL8, T5: PhA 6C+SiT 6C+RL8, T6: (Control positivo) alcohol de uso 
homeopático, T7: (Control negativo) agua destilada. 
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El análisis de la relación núcleo/citoplasma (N/C) de los ovocitos de las hembras mostró 

diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos (Fig. 24). Los ovocitos de las hembras 

del muestreo inicial (M0) presentaron una relación N/C (32%) similar a la de los ovocitos de las 

hembras de los tratamientos T1 (36%), T2 (34%), T3 (35%), T5 (35%) y T6 (39%) muestreadas al 

final del bioensayo experimental. La menor relación de N/C se obtuvo en los ovocitos de las 

hembras del tratamiento T7 (26%) y la mayor relación se obtuvo en el tratamiento T4 (41%). 

 
 
 
 

 
Figura  24.- Relación núcleo/citoplasma (N/C) de ovocitos de hembras de Crassostrea virginica, 
al inicio y final del bioensayo experimental. M0: Muestreo inicial, T1: RL8, T2: ViP 6C +ViA 6C, 
T3: PhA 6C+SiT 6C, T4: ViP 6C+ViA 6C+RL8, T5: PhA 6C+SiT 6C+RL8, T6: (Control positivo) alcohol 
de uso homeopático, T7: (Control negativo) agua destilada. 
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experimental. La mayor área de cobertura se observó en las hembras del tratamiento T4 (39%) y 

la menor (6%) en las hembras del control negativo (T7).  

  

Figura  25.- Área de cobertura (%) de la glándula digestiva en hembras de Crassostrea virginica, 
al inicio y final del bioensayo experimental. M0: Muestreo inicial, T1: RL8, T2: ViP 6C +ViA 6C, 
T3: PhA 6C+SiT 6C, T4: ViP 6C+ViA 6C+RL8, T5: PhA 6C+SiT 6C+RL8, T6: (Control positivo) alcohol 
de uso homeopático, T7: (Control negativo) agua destilada. 

 
7.6 Altura de los túbulos digestivos  

En la altura de los túbulos digestivos (otro indicador de la condición fisiológica general) también 

se observaron diferencias significativas (p<0.05) (Fig. 28). Los organismos del muestreo inicial 

(M0) presentaron una altura de los túbulos digestivos de 31.0 ± 12 μm, y fue similar a la 

obtenida en los organismos de los tratamientos T1, T2, T3 y T4 muestreados al final del 

bioensayo experimental. La mayor altura de los túbulos digestivos se observó en los organismos 

del tratamiento T1 (40.0 ± 18 μm) y la menor se observó en los organismos del tratamiento T5 

(17.0 ± 3.6 μm), y en los dos tratamientos control T6 (14.0 ± 3.1 μm) y T7 (15.0 ± 4.1 μm) (Fig. 

26). 
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Figura  26.- Altura de los túbulos digestivos (µm) de organismos de Crassostrea virginica, al 
inicio y final del bioensayo experimental. M0: Muestreo inicial, T1: RL8, T2: ViP 6C +ViA 6C, T3: 
PhA 6C+SiT 6C, T4: ViP 6C+ViA 6C+RL8, T5: PhA 6C+SiT 6C+RL8, T6: (Control positivo) alcohol de 
uso homeopático, T7: (Control negativo) agua destilada. 

 
 
7.7 Conteo de hemocitos  

El análisis del conteo de hemocitos (Fig. 27, Fig. 28) realizado en los organismos mostró 

diferencias significativas (p<0.05). Los organismos obtenidos en el muestreo inicial (M0) 

presentaron un número promedio de hemocitos de 56 en un área de 0.21 mm2. Al final del 

bioensayo experimental, los organismos del tratamiento T1 presentaron el mayor número de 

hemocitos (76 en un área de 0.21 mm2) y los organismos del tratamiento T6 (control positivo) 

presentaron el menor número de hemocitos (27 en un área de 0.21 mm2). 
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Figura  27.- Número de hemocitos en glándula digestiva de organismos de Crassostrea virginica, 
obtenidos en cortes histológicos en un área de tejido de 0.21 mm2, al inicio y final del bioensayo 
experimental. M0: Muestreo inicial, T1: RL8, T2: ViP 6C +ViA 6C, T3: PhA 6C+SiT 6C, T4: ViP 
6C+ViA 6C+RL8, T5: PhA 6C+SiT 6C+RL8, T6: (Control positivo) alcohol de uso homeopático, T7: 
(Control negativo) agua destilada. 
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Figura  28.- Micrografías de glándula digestiva, gónada y hemocitos en glándula digestiva de 
Crassostrea virginica. Tinción de Hematoxilina-Eosina (100X barra de escala=200 μm; 200X barra 
de escala= 100 μm y 1000X barra de escala= 10 μm). M0: Muestreo inicial, T1: RL8, T2: ViP 6C 
+ViA 6C, T3: PhA 6C+SiT 6C, T4: ViP 6C+ViA 6C+RL8, T5: PhA 6C+SiT 6C+RL8, T6: (Control 
positivo) alcohol de uso homeopático, T7: (Control negativo) agua destilada. 
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7.8 Extracción de ARN total y Síntesis de ADNc 

Los resultados de la electroforesis permitieron seleccionar las muestras que mostraron un ARN 

íntegro (28S y 18S del ARNr visible) (Fig. 29), para realizar la síntesis de ADNc. Las muestras con 

un ARN no íntegro se eliminaron del análisis.  La amplificación por PCR del gen β-Actina permitió 

verificar la correcta síntesis de ADNc de cada una de las muestras para ser utilizadas en los 

análisis de expresión génica (Fig. 30). Para corroborar la eficiencia de la síntesis, las muestras de 

ADNc que no mostraron el amplicón correspondiente al gen de β-Actina se amplificaron 

nuevamente. En caso de no obtener un segundo resultado satisfactorio se repitió la síntesis de 

ADNc de esas muestras.   

 

 

Figura  29.- Electroforesis de ARN de gónada (muestras de la 1 a la 5), manto (muestras de la 6 a 
la 10), branquia (muestras de la 11 a la 15) y glándula digestiva (muestras de la 16 a la 20) de 
cinco individuos de Crassostrea virginica. La muestra 8 (*) muestra un ARN no-íntegro. 

 

 

 

Figura  30.- Electroforesis de la amplificación del ADNc sintetizado a partir de ARN total de los 
tejidos gónada (muestras de la 1 a la 5), manto (muestras de la 6 a la 10), branquia (muestras de 
la 11 a la 15) y glándula digestiva (muestras de la 16 a la 19) de Crassostrea virginica, realizada 
con el gen β-Actina con un tamaño de amplicón de 145 pb. Carril 1 (Marcador de peso 
molecular). Carril 20 (Muestra de ADNc de Crassostrea gigas (positivo)). 
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7.9 Expresión relativa de genes asociados a la respuesta inmune 

De los tres genes de referencia utilizados (FE, 28S ribosomal y β-Actina), dos fueron los más 

estables (FE y 28S) según el programa RefFinder, (Fig. 31) por lo cual fueron utilizados en el 

análisis de expresión d 

e los genes (blanco) asociados a la respuesta inmune y proceso reproductivo. 

 

 

Figura  31.- Estabilidad de los genes de referencia estimada con RefFinder. Los genes más 
estables fueron utilizados para la normalización de la expresión relativa de los genes blanco-
analizados. FE= Factor de Elongación, 28S= 28S ribosomal y Beta-actina= β-Actina. 

 
Los resultados de los niveles de expresión relativa del gen Lectina tipo C (LEC) indicaron 

diferencias significativas (p<0.05), en los tejidos de los organismos de los tratamientos 

experimentales. Los mayores niveles de expresión se registraron en la glándula digestiva de los 

organismos de los tratamientos T1 (4.12 ±10.30) y del control positivo T6 (3.97 ±3.73). Y los 

menores niveles se presentaron en los organismos del tratamiento T7 en glándula digestiva (0.0 

±2.09) y branquia (0.0 ±0.0) (Fig. 32). En cuanto al manto (1.88 ±13.13)., se observaron mayores 

niveles de expresión en los organismos del tratamiento T1. Y en branquia (1.72 ±2.09) los 

mayores niveles se presentaron en los organismos del tratamiento T5. 
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Figura  32.- Expresión relativa del gen Lectina tipo C (LEC) en gónada, manto, branquia y 
glándula digestiva del ostión Crassostrea virginica. Los asteriscos indican diferencias 
significativas. El análisis estadístico entre Tratamientos mostró diferencias estadísticas (p< 0.05) 
y de igual manera entre Tejidos vs Tratamientos (p< 0.05). Las barras verticales representan las 
medias ± el error estándar. T1: RL8, T2: ViP 6C +ViA 6C, T3: PhA 6C+SiT 6C, T4: ViP 6C+ViA 
6C+RL8, T5: PhA 6C+SiT 6C+RL8, T6: (Control positivo) etanol de uso homeopático, T7: (Control 
negativo) agua destilada. 

 
Los análisis de la expresión del gen Glutathione S-transferasa (GSTO), analizada en los diferentes 

tejidos de C. virginica, no mostraron diferencias estadísticas significativas (p>0.05) (Fig. 33); 

aunque los mayores niveles se observaron en la branquia (2.02 ±4.85) de los organismos del 

tratamiento T4.  
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Figura  33.- Expresión relativa del gen Glutatión S-transferasa (GSTO), en gónada, manto, 
branquia y glándula digestiva del ostión Crassostrea virginica. Las barras verticales representan 
las medias ± el error estándar. T1: RL8, T2: ViP 6C +ViA 6C, T3: PhA 6C+SiT 6C, T4: ViP 6C+ViA 
6C+RL8, T5: PhA 6C+SiT 6C+RL8, T6: (Control positivo) etanol de uso homeopático, T7: (Control 
negativo) agua destilada. 

 

 
7.10 Expresión relativa de genes asociados al proceso reproductivo 

En cuanto al gen de vitelogenina (VTG) se observó expresión en todos los tejidos y diferencias 
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los organismos del tratamiento T7, y en branquia (0.14 ±0.09) en los organismos del tratamiento 

T4 (Fig. 34).  
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Figura  34.- Expresión relativa del gen vitelogenina (VTG) en gónada, manto, branquia y glándula 
digestiva del ostión Crassostrea virginica. Los asteriscos indican diferencias significativas. El 
análisis estadístico entre tratamientos mostró diferencias estadísticas (p< 0.05) y entre Tejidos 
vs Tratamientos (p< 0.05). Las barras verticales representan las medias ± el error estándar. T1: 
RL8, T2: ViP 6C +ViA 6C, T3: PhA 6C+SiT 6C, T4: ViP 6C+ViA 6C+RL8, T5: PhA 6C+SiT 6C+RL8, T6: 
(Control positivo) etanol de uso homeopático, T7: (Control negativo) agua destilada. 

 

Respecto al gen AF2 (Activation Functions 2) analizado en los diferentes tejidos de los 

organismos de C. virginica (Fig. 35) se observaron diferencias estadísticas (p <0.05). Los mayores 

niveles de expresión se presentaron en la glándula digestiva de los organismos de los 

tratamientos T2 (3.50 ±4.10) y T5 (3.48 ±1.16). Los organismos del tratamiento T5 también 

mostraron los mayores niveles de expresión en gónada (2.72 ±2.16). En cuanto al manto (1.13 

±0.53), los mayores niveles se observaron en los organismos del tratamiento T6 (Control 

positivo) y en la branquia (0.97 ±2.81) en los organismos del tratamiento T4. 

 

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

Ex
p

re
si

ó
n

 r
el

at
iv

a 
d

el
 g

en
 V

TG
  

Tratamientos 

Gónada Manto Branquia Glándula digestiva

* 

* 

* 
* 



79 
 

 

Figura  35.- Expresión relativa del gen AF2 (Activation Funtions 2) en gónada, manto, branquia y 
glándula digestiva del ostión Crassostrea virginica. Los asteriscos indican diferencias 
significativas (p<0.05). Las barras verticales representan las medias ± el error estándar. T1: RL8, 
T2: ViP 6C +ViA 6C, T3: PhA 6C+SiT 6C, T4: ViP 6C+ViA 6C+RL8, T5: PhA 6C+SiT 6C+RL8, T6: 
(Control positivo) etanol de uso homeopático, T7: (Control negativo) agua destilada. 
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8.  DISCUSIÓN  

La producción de semillas de ostreidos está intrínsecamente ligada a la disponibilidad de 

reproductores con una calidad nutricional óptima, que les permita alcanzar una mayor 

capacidad reproductiva (Chávez-Villalba, 2014). Esto incluye tanto la eficiencia en la producción 

y liberación de gametos en términos de cantidad y calidad, como el éxito amplificado en los 

procesos de fertilización y desarrollo larvario, fijación y preengorda. Mejorar la capacidad 

reproductiva, respuesta inmune y calidad nutricional de los reproductores en los laboratorios 

productores de semilla de ostreidos es una prioridad fundamental para la industria ostrícola 

(García-Bernal et al., 2020; Mazón-Suástegui et al., 2020). En el Golfo de México, el COTET 

desempeña un papel crucial en la ostricultura, mediante la oferta regular, controlada y 

sostenible de semilla individual o en concha, de C. virginica, en comparación con la forma 

tradicional y azarosa de recolección de semillas directamente del medio natural. 

 

La producción de semillas está intrínsecamente ligada a la presencia de reproductores con una 

calidad nutricional óptima, que les permita alcanzar una mayor capacidad reproductiva (Chávez-

Villalba, 2014). En el caso de los ostreidos, esta capacidad reproductiva abarca tanto la 

eficiencia en la producción y liberación de gametos en términos de cantidad y calidad, como el 

éxito amplificado en el proceso de fertilización. Con la intención de explorar nuevas alternativas 

para enriquecer la condición fisiológica y nutricional de los organismos bajo cultivo, el presente 

estudio ha focalizado su atención en la evaluación de CBAD y ACTIN para evaluar su acción por 

separado y sinérgica. Estos compuestos, además de ser eco-amigables, presentan la ventaja de 

no desencadenar reacciones adversas. Destacan por su capacidad de interactuar con los 

sistemas biológicos y de potencialmente activar mecanismos moleculares para favorecer la 

salud de los organismos marinos (López-Carvallo et al., 2020; García-Bernal et al., 2020; López-

Carvallo et al., 2021;). Tanto los CBAD como los ACTIN ponen en funcionamiento mecanismos 

fisiológicos que se traducen en efectos favorables en la acumulación de reservas energéticas y 

modulación de respuesta inmune en varias especies de peces, crustáceos y moluscos de 

importancia comercial que permiten incrementar rendimientos productivos (Mazón-Suástegui 

et al., 2017; Rosero-García, 2017; Ibarra-García, 2018; Rosero-García et al., 2019; López-Carvallo 

et al., 2019; García-Bernal et al., 2020). Por lo anterior, en esta investigación de maestría se 



81 
 

evaluó el efecto individual y sinérgico de tratamientos formulados con CBAD y ACTIN en el 

desarrollo gonádico, respuesta inmune y calidad nutricional de reproductores de C. virginica en 

un laboratorio ostrícola comercial (COTET) ubicado en el Estado de Tabasco (Golfo de México).  

 

Los resultados obtenidos indican que los porcentajes más altos de ovocitos postvitelogenicos 

(con porcentajes superiores al 80%), el menor porcentaje de atresias (5%), los niveles más altos 

de expresión del gen de VTG en gónada, la mayor relación N/C de ovocitos postvitelogenicos y 

el mayor contenido de triglicéridos, se observaron en las hembras que recibieron el tratamiento 

T1 (formulado con ACTIN = Cepa RL8 del actinomiceto marino Streptomices sp.), y el menor 

contenido en hembras que recibieron el tratamiento T4 (formulado con CBAD y ACTIN = ViP 6C 

+ ViA 6C + RL8). Estos resultados permiten asumir que los CBAD aplicados de manera individual 

o en sinergia con ACTIN, pueden mejorar el proceso de gametogénesis/vitelogénesis de las 

hembras de C. virginica, lo cual es de gran importancia por su impacto directo en la 

supervivencia embrionaria y larvaria de esta especie nativa del Golfo de México. Al respecto, se 

han realizado estudios experimentales con el mejillón Café M. capax en donde se evaluó la 

combinación de los CBAD (ViA-ViP) desarrollados en CIBNOR a partir de lisados bacterianos de 

cepas patógenas (ViA= Vibrio alginolyticus y ViP= V. parahaemolythicus) y se observó una 

mejora de la maduración gonádica, con un incremento de las reservas energéticas en gónada y 

en ovocitos con una disminución de atresias (García-Corona, 2018).  

 

Los resultados también indicaron que otros tratamientos como el T2 (formulado con los CBAD 

ViP 6C +ViA 6C) y el T3 (formulado con los CBAD PhA 6C+SiT 6C) incrementaron el porcentaje de 

ovocitos postvitelogénicos con un menor porcentaje de atresias y adicionalmente, los 

tratamientos T2 y T5 (formulado con CBAD + ACTIN = PhA 6C+SiT 6C+RL8) incrementaron en 

glándula digestiva y gónada los niveles de expresión del gen AF2 (Activation Functions 2) un 

receptor nuclear de hormonas esteroideas. Esta respuesta puede ser atribuida a que la madurez 

de la gónada se ve favorecida por la aplicación de CBAD. Al respecto, varios estudios han sido 

enfocados en incrementar la maduración gonádica, calidad ovocitaria y la condición fisiológica 

general con la aplicación de la combinación de los CBAD PhA (Phosphoricum acid, Similia® MX) y 

SiT (Silicea Terra, Similia® MX) en almeja Catarina A. ventricosus y M. capax (García-Corona, 
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2018, Mazón-Suastegui et al., 2018a) con resultados positivos. De igual manera, 

microorganismos con acción probiótica como los actinomicetos marinos pueden desencadenar 

la síntesis de enzimas extracelulares como proteasas, lipasas y amilasas, mejorando la función 

digestiva y la acumulación de nutrientes como lípidos neutros que serán utilizados en los 

procesos de maduración gonádica (Prado et al., 2010; Seenivasan et al., 2016; Fdhila et al., 

2017; Adel et al., 2017; Sumon et al., 2018; Amoah et al., 2020). 

 

La maduración gonádica en moluscos bivalvos está directamente relacionada con factores 

ambientales y con la disponibilidad y calidad del alimento disponible. Estos factores tienen la 

capacidad de activar mecanismos endocrinos que desencadenan una serie de procesos 

bioquímicos que promueven la maduración sexual (Kimmel y Newell, 2007; Baqueiro et al., 

2007; Matsumoto et al., 2008; Guzmán-García et al., 2009; Mann et al., 2014). Ante lo anterior, 

es de suma importancia mejorar la condición fisiológica general y/o nutricional de los 

organismos en cultivo, con un enfoque prioritario al stock reproductivo.  

 

Los resultados del presente estudio mostraron que los dos indicadores de condición nutricional 

(área de cobertura de la glándula digestiva y altura de los túbulos digestivos) fueron mayores en 

los organismos del tratamiento T4 (formulado con CBAD y ACTIN = ViP 6C+ViA 6C+RL8) y T1 

(formulado con ACTIN= la cepa RL8 del actinomiceto marino Streptomices sp.) respectivamente. 

En algunos organismos de importancia pesquera y acuícola como la almeja Catarina A. 

ventricosus se han realizado diversos estudios para entender su respuesta fisiológica y 

metabólica ante la aplicación profiláctica (preventiva) de CBAD como ViP-ViA 7C y PhA-SiT 7C, 

en los que se han registrado incrementos significativos en crecimiento y variables de respuesta 

fisiológica como lo son las reservas energéticas (López-Carvallo et al., 2019).  

 

La importancia de incrementar las reservas energéticas durante el proceso reproductivo en 

ostreidos ha sido descrito en estudios de fisiología y metabolismo energético, donde se ha 

puntualizado que la cantidad de lípidos en gónada está estrechamente relacionada con su 

transporte desde la glándula digestiva, para satisfacer las demandas de los diferentes estadios 

de desarrollo gonádico. Los triglicéridos y fosfolípidos ayudan a que las hembras puedan 
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generar ovocitos con una alta calidad, indispensables para el posterior desarrollo larvario 

(Fabioux et al., 2005; Palacios et al., 2007; Gómez-Robles et al., 2013; López-Carvallo et al., 

2017). Estos factores energéticos-estructurales también influyen en el diámetro teórico de los 

ovocitos en los bivalvos (Gómez-Robles et al., 2005; Rodríguez-Jaramillo et al., 2008). 

 

Conforme a nuestros resultados, los ovocitos de C. virginica presentaron un diámetro teórico 

promedio de 45 μm, considerado saludable para obtener larvas saludables de bivalvos con alta 

calidad en términos de supervivencia (Gómez-Robles et al., 2005; Rodríguez-Jaramillo et al., 

2008). Igualmente, la relación núcleo/citoplasma (N/C) se relaciona con estos factores debido a 

que se basa en el crecimiento alométrico del ooplasma con respecto al núcleo, ya que el núcleo 

deja de crecer durante la vitelogénesis, mientras que el ooplasma sigue creciendo por 

acumulación gradual de lípidos y proteínas esenciales para la maduración del ovocito (Gómez-

Robles et al., 2005; García-Corona, 2018). Al respecto, Gómez-Robles et al. (2005), encontraron 

una correlación positiva y significativa entre la relación N/C y los valores de lípidos almacenados 

en los ovocitos. En el presente estudio, los resultados indicaron que las hembras del 

tratamiento T4 presentaron una mayor relación de N/C y una mayor área de cobertura de la 

glándula digestiva.  El tratamiento T4 fue formulado para evaluar el efecto sinérgico de CBAD y 

ACTIN (ViP 6C+ViA 6C+RL8), por lo que se puede considerar que los CBAD-ACTIN, pueden 

mejorar el proceso de gametogénesis/vitelogénesis y la condición nutricional de las hembras de 

C. virginica. 

 

Se ha documentado que los microorganismos con acción probiótica como los actinomicetos 

marinos tienen la capacidad de mejorar la conversión alimenticia, la absorción y utilización de 

micronutrientes, así como la producción de ácidos grasos y vitaminas en una gran variedad de 

especies marinas cultivadas (Hai, 2015; Verschuere et al., 2000; Vine et al., 2006; Duan et al., 

2018; Mazón-Suástegui et al., 2020). Al respecto, durante el desarrollo de la presente 

investigación se observó que los organismos del tratamiento T1 (formulado con la cepa RL8 del 

actinomiceto marino Streptomyces sp.) presentaron la mayor altura de los túbulos digestivos.  

 

Por otra parte, mejorar la respuesta inmune es una meta fundamental en acuicultura, ya que la 
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presencia de un patógeno puede causar pérdidas económicas y daños socio-ecológicos. Algunos 

estudios realizados con CBAD en camarón Blanco P. vannamei se han enfocado a incrementar la 

resistencia de juveniles ante un potencial ataque de patógenos, con resultados positivos 

asociados a la aplicación profiláctica (preventiva) de CBAD. Los juveniles así tratados 

presentaron una mayor supervivencia y actividad enzimática SOD, al ser posteriormente retados 

con la cepa bacteriana virulenta de V. parahaemolyticus (Mazón-Suástegui et al., 2018). En 

juveniles de almeja Catarina A. ventricosus se ha observado que con la aplicación profiláctica de 

CBAD se obtienen mejores resultados en supervivencia y crecimiento, en comparación con la 

administración profiláctica de antibióticos (Mazón-Suástegui et al., 2017). En otro estudio se 

reporta un incremento en la respuesta inmune de juveniles de esta misma especie al observarse 

un mayor conteo de hemocitos en glándula digestiva, incrementos en la actividad de la enzima 

catalasa (CAT) en manto y actividad de la enzima superóxido dismutasa (SOD) en branquia, en 

las reservas energéticas de musculo, manto y glándula digestiva, además de una acción inmuno-

moduladora mediante la activación de genes asociados al reconocimiento de lo no-propio y 

endocitosis (López-Carvallo et al., 2020).  

 

Los resultados de la presente investigación indicaron que los organismos del tratamiento T1 

presentaron el mayor conteo de hemocitos acompañado con el mayor nivel de expresión del 

gen Lectina tipo C (LEC) en glándula digestiva y manto. Las lectinas en moluscos bivalvos como 

C. virginica tienen funciones asociadas a procesos de autodefensa, parasitismo, simbiosis, 

reproducción, selección de partículas de alimento e inmovilización de microorganismos a través 

de aglutinación y encapsulamiento (Koizumi et al., 1999; Kenio et al., 2001; Nyholm et al., 2004; 

Hager et al., 2008; Springer et al., 2008; Pales-Espinosa et al., 2009). La expresión de la lectina 

tipo C también ha sido asociada con la función digestiva y de absorción de nutrientes que 

desempeña la glándula digestiva y en la capacidad de defensa de los organismos por medio del 

moco que rodea la cavidad digestiva (Pales-Espinosa et al., 2009). La abundancia de lectinas en 

los tejidos paliales, está regulada en moluscos bivalvos como los ostreidos, por su maquinaria 

biológica y se asocia con sus demandas fisiológicas (Pales y Allam, 2013). De igual manera se ha 

hipotetizado la presencia de diferentes isoformas de lectinas en moluscos bivalvos que pueden 

proporcionarles una diversidad funcional para la respuesta inmunitaria (Song et al., 2010).  Jing 
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et al. (2011), identificaron las lectinas CvML3912 y CvML3914, asociadas a la respuesta inmune y 

captación de alimentos con altos valores nutrimentales para C. virginica, concluyendo que  la 

disponibilidad de alimento, inanición y retos infecciosos, son factores que aumentan la densidad 

de la lectina CvML3912 demostrando a su vez que la lectina posee diferentes roles en la mucosa 

de los órganos paliales como la glándula digestiva, y que su expresión no solo se asocia a la 

respuesta inmune. Esto permite asociar al tratamiento T1 con la modulación de la respuesta 

inmune en reproductores de C. virginica acompañado con un incremento en la condición 

reproductiva de los organismos (Jing et al., 2011; Pales y Allam, 2013; Pales-Espinosa et al., 

2018).  

 

En relación con el tratamiento T5 diseñado para evaluar la sinergia CBAD+ACTIN (PhA 6C+SiT 6C 

+ RL8), se observó una marcada elevación en los niveles de expresión del gen LEC en las 

branquias. Asimismo, se registraron niveles significativamente altos de expresión del gen 

Glutathion S-transferasa (GSTO) en las branquias de los organismos sometidos al tratamiento 

T4, que también fue formulado con el propósito de evaluar el efecto sinérgico CBAD-ACTIN (ViP 

6C+ ViA 6C + RL8). Al respecto, la expresión del gen Glutathion S-transferasa asociado a la 

respuesta inmune, ya que su activación se asocia a en situaciones de estrés oxidativo (Nusetti et 

al., 2004), por lo cual, se puede establecer que la aplicación individual de ACTIN (tratamiento 

T1) y/o la sinergia CBAD+ACTIN (tratamientos T4 y T5) pueden generar por igual un efecto 

benéfico significativo en la respuesta inmune en reproductores de C. virginica.  Esto permite 

sugerir que los tratamientos ACTIN y CBAD utilizados en la presente investigación tienen 

potencial de ser utilizados para favorecer la maduración gonádica de reproductores de C. 

virginica, tanto por su actividad inmunomodulatoria como por el incremento de la condición 

general de los reproductores acondicionados, que se asocia con un mayor desarrollo gonádico y 

calidad ovocitaria. 
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9.  CONCLUSIONES 

Con base a los resultados derivados de la presente investigación, la hipótesis planteada sobre 

los efectos de la aplicación profiláctica de CBAD y ACTIN en el stock de reproductores de ostión 

americano C. virginica acondicionados para su maduración sexual en un laboratorio ostrícola 

comercial, como el Centro Ostrícola Tecnológico de Tabasco (COTET), puede ser aceptada. 

 

1. La aplicación individual de ACTIN (T1= Cepa RL8 del actinomiceto marino Streptomyces 

sp.) generó un efecto positivo en la condición gonádica y modulación de la respuesta 

inmune de los adultos reproductores de C. virginica 

 

2. La aplicación profiláctica CBAD+ACTIN en sinergia [T4= Lisados bacterianos de cepas 

patógenas ViA6C (Vibrio alginolyticus) + ViP 6C (Vibrio parahaemolythicus) + RL8] 

mejora la condición gonádica (gametogénesis/vitelogénesis), fisiológica y nutricional, 

así como la modulación de la respuesta inmune, en reproductores de C. virginica. 

 

3. La aplicación en sinergia de CBAD+ACTIN [T5= PhA (Phosphoricum acid, Similia®, MX) + 

SiT (Silicea terra, Similia®, MX) + RL8] puede activar mecanismos de reconocimiento de 

hormonas esteroideas y modula la respuesta inmune, reproductores de C. virginica. 

 

En función de los resultados obtenidos se sugiere continuar las investigaciones para profundizar 

la evaluación del efecto individual y sinérgico CBAD+ACTIN, en el desempeño reproductivo 

(número de gametos, huevos, porcentaje de fertilización, etc.) y en la progenie de C. virginica. 
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