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RESUMEN

Las ostras perleras Pteria sterna y Pinctada mazatlanica son recursos susceptibles de ser
aprovechados integralmente. Actualmente se encuentran las bases cientificas para que esto
suceda, sin embargo el control del proceso reproductivo, particularmente en cautiverio,
continta siendo el cuello de botella, al igual que en la mayoria de las industrias alrededor
del cultivo de moluscos bivalvos. Dentro del proceso reproductivo, uno de los aspectos que
ha sido poco tratado es el de la dinamica de los principales nutrientes (carbohidratos,
lipidos y proteinas) entre los diferentes tejidos relacionados con la gametogénesis. La
concha nécar y la madreperla tienen ciclos reproductivos opuestos en tiempo, por lo que se
esperaba que sus estrategias en cuanto al almacenamiento y utilizacion de la energia
bioquimica fueran también diferentes. Se realiz6 un anélisis estacional del almacenamiento
y utilizacion de los principales componentes bioquimicos en los tejidos involucrados con la
gametogénesis, utilizando indicadores histologicos y bioquimicos. Con ayuda del analisis
histoldégico, se confirmo la distinta temporalidad en los eventos reproductivos de las dos
especies. Por medio de analisis bioquimico, se encontrd en ambas especies y ambos sexos
un aumento en la concentracion de proteinas en el tejido gonadal durante la gametogénesis
y en las hembras también se observd aumento de lipidos y triglicéridos en este tejido.
Paralelo a dicho aumento, se dio un decremento en la concentracion de proteina en el
musculo aductor en las dos especies, y un decremento en la concentracion de proteina de la
glandula digestiva de la concha nacar, por lo que se sugiere que estas reservas son
destinadas para cubrir las necesidades de la gonada durante su desarrollo. Ninguna de las
dos especies parece tener afinidad por el almacenamiento de carbohidratos en los tejidos.
En ninguna de las dos especies se encontré una participacion del manto como tejido de
reserva en la actividad reproductiva, ya que las variaciones en su concentracién no tuvieron
relacion con el ciclo reproductivo. Aparentemente las reservas almacenadas en los
diferentes tejidos no son suficientes para cubrir las necesidades de la goénada durante la
gametogénesis, por lo que se sugiere que el alimento ingerido recientemente tiene una
participacion mayoritaria en este proceso. Se sugiere realizar estudios que relacionen el
ciclo gametogénico con la dindmica de nutrientes en el campo para confirmar esta
hipotesis.

Palabras clave: gametogénesis, ostras perleras, componentes bioquimicos.

Dr. Pedro E. Saucedo Lastra.
Director de Tesis.



ABSTRACT.

Storage and use of energetic reserves in pearl oysters Pteria sterna (Gould, 1851) and
Pinctada mazatlanica (Hanley, 1856).

Pearl oysters Pteria sterna and Pinctada mazatlanica are resources susceptible to be taken
advantage of integrally. At the moment are the scientific bases so that this happens,
nevertheless the control of the reproductive process, particularly in captivity, continues
being the bottle neck, like in most of the industries around the culture of bivalve molluscs.
Within the reproductive process, one of the aspects that have been treated very little is one
of the dynamics of the main nutrients (carbohydrates, lipids and proteins) between different
tissues related to the gametogenesis. P. sterna and P. mazatlanica have opposite
reproductive cycles in time, reason why it is hoped that their strategies, as far as the storage
and use of biochemical energy, were also different. A seasonal analysis of the storage and
use of the main biochemical components was made in tissues involved in the
gametogénesis process, using histological and biochemical indicators. With aid of the
histological analysis, the different seasonality in the reproductive events from the two
species was confirmed. By means of biochemical analysis it was found in both species and
both sexes an increase in the protein concentration in the gonadal tissue during the
gametogénesis process, and in the females also was observed an increase of triglycerides
and lipids in this tissue. Parallel to this increase, occurred a decrement in the protein
concentration in the adductor muscle in the two species, and a decrement in the protein
concentration of the digestive gland of the P. sterna, reason why it suggests these reserves
are destined to cover the gonadal necessities during its development. Neither of the two
species seems to have affinity by the carbohydrate storage in tissues. Neither of the two
species had a participation of the mantle like tissue of reserve in the reproductive activity,
since the variations in their concentration did not have relation with the reproductive cycle.
Apparently the reserves stored in different tissues are not sufficient to cover the necessities
in the gonadal tissue during the gametogenesis process; reason why the food ingested
recently is suggested has a majority participation in this process. It is suggested to make
studies that relate the gametogenic cycle to the dynamics of nutrients in the field to confirm
this hypothesis.

Key words: gametogenesis, pearl oysters, biochemical components.
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1. Introduccion.

Durante las ultimas décadas, la acuacultura ha significado una actividad de creciente
importancia, tanto en el mundo entero, como en nuestro pais. Ello debido
principalmente a la escasez de recursos biodticos aprovechables, como resultado de la
sobreexplotacion de las poblaciones naturales de muchos organismos acuaticos, asi
como al surgimiento de nuevas técnicas, producto del avance ¢ innovacion cientifica y
tecnologica, que hacen de esta actividad una alternativa de produccion para varios
sectores, entre los que destaca el sector pesquero.

En Meéxico, la produccion acuicola global esta representada por especies
dulceacuicolas y marinas, entre las que destacan la tilapia, mojarra, carpa, trucha, bagre,
ostion y camaroén, y en el afio 2000 constituy6 el 13.4 % de la produccion pesquera
nacional y el 25.7% del valor de la produccion pesquera (SAGARPA, 2001; Anuario
Estadistico de Pesca 2000). Los mayores productores son los estados de Veracruz y
Tabasco (especializados en ostion), Sinaloa y Sonora (entidades productoras de
camarén) y Michoacan (que cria carpa en primer término). En relacion al litoral del
Pacifico mexicano la produccién en materia de acuacultura se encuentra sumamente
concentrada en unos cuantos productos, siendo el camardn, por mucho, el principal
producto, ya que aporta el 45.2% del volumen de produccion y el 85.5% del valor
generado, es decir 31 441 toneladas y $1,961 millones de pesos. En este sentido, los
estados de Sinaloa y Sonora son los principales productores, con el 53.8 % y 39.8 % del
volumen cultivado, respectivamente. Economicamente, la produccién de mojarra es la
segunda en importancia, con el 41.6% del volumen total y el 9.7 % del valor total de

produccion, y el ostion es el cuarto producto de mayor peso en la region, detras de la



carpa, aportando el 1.9 % del volumen total y el 0.91 % del valor productivo
(SAGARPA, 2001; Anuario Estadistico de Pesca 2000).

Con base en lo anterior, se observa que la acuacultura esta muy poco desarrollada en
nuestro pais en relacion al potencial con que se cuenta, no obstante, México posee tres
grandes ventajas en este sentido: 1) una linea costera de cerca de 11, 500 km; 2) muchas
especies acuaticas susceptibles de ser aprovechadas de manera sustentable, y 3) un gran
numero de gente necesitada de una actividad productiva. Dentro de los grupos de
animales que han recibido poca atencidon encontramos a los moluscos bivalvos, que por
sus habitos sedentarios y de alimentacion a base del medio natural, son de facil manejo
y su cultivo representa una actividad rentable en varias partes del mundo donde se ha
dado un importante avance en cuanto a cultivo se refiere, principalmente de algunos
grupos como ostreidos, pectinidos y mitilidos. Tan solo en el estado de Baja California
Sur, existen no menos de diez especies de bivalvos que presentan un alto potencial de
explotacion comercial, tales como: la almeja catarina (Agropecten ventricosus), la
almeja voladora (Pecten vogdesi), la almeja mano de ledn (Nodipecten subnodosus), el
callo de hacha (Pinna rugosa y Atrina maura), las almejas blanca (Megapitaria
aurantiaca) y chocolata (M. squalida), y las ostras perleras Pteria sterna (Gould, 1851)
y Pinctada mazatlanica (Hanley, 1856), conocidas comunmente como concha nacar y
madreperla, entre las mas importantes (Saucedo, 2001).

Las ostras perleras mencionadas, objeto de estudio de esta tesis, son moluscos
bivalvos del orden Pterioida, familia Pteriidae. Ambas especies tienen conchas cuya
cara interna esta formada por nacar iridiscente que se utiliza para producir perlas de
gran calidad (Keen, 1979). Estas especies son susceptibles de ser aprovechadas

integralmente, ya que ademas de la produccion de perlas, que les confiere su principal



atractivo, se aprovecha también la concha para trabajos de ornato. Igualmente, el nacar
es utilizado en la industria cosmética y farmacéutica para la elaboracion de cremas de
belleza; el musculo abductor puede destinarse para consumo humano en diferentes
presentaciones y el resto del cuerpo para la alimentacion y engorda de animales de
importancia comercial (Monteforte, 1990, Saucedo, 2001).

Por todo lo anterior, la industria perlera representa la actividad acuacultural de
mayor rentabilidad en el mundo, cuyas actividades derivadas generan aportaciones
sumamente considerables al producto interno bruto de algunos paises como Japodn,
Polinesia Francesa y Australia. De hecho, algunos paises con tradicion perlera basan la
mayor parte de su economia en el cultivo de ostras perleras (nacaricultura) y de perlas
(perlicultura). Entre éstos se encuentran Polinesia Francesa, Islas Cook, Islas Marshall,
Tonga, Kiribati y otros del sudeste asiatico, en los cuales familias enteras se benefician
de estas dos actividades acuaculturales integrales (Gervis y Sims, 1992; Monteforte,
1996; Fassler, 1991, 1995).

Meéxico presenta el potencial para que la nacaricultura y perlicultura se conviertan
en actividades productivas importantes que pudieran involucrar a diferentes sectores de
la sociedad. Actualmente, se cuenta con bases solidas para que esto suceda, ya que se ha
logrado desarrollar la tecnologia para las diferentes etapas del cultivo extensivo, desde
la colecta de semilla del medio natural, la preengorda de juveniles y el cultivo tardio de
adultos hasta su utilizacion en la produccion de medias perlas o “mabes” en la
madreperla P. mazatlanica y la concha nacar P. sterna, con base en las caracteristicas
particulares de cada especie (Caceres et al., 1992; Gaytan-Mondragon et al., 1993;
Monteforte y Garcia-Gasca, 1994; Monteforte et al., 1994; Rangél y Chavez, 1994;

Monteforte et al., 1995; McLaurin et al., 1997, 1999). Igualmente, algunos aspectos



relacionados con el cultivo en laboratorio han sido abordados recientemente, tales como
el acondicionamiento gonadal de reproductores y el seguimiento del desarrollo larvario
de P. mazatlanica y P. sterna hasta la fijacion (Serrano-Guzman y Salinas-Ordaz,1993;
Saucedo, 2001; Saucedo et al., 2001; Martinez-Fernandez et al., 2003; Saucedo et al.,
2005). Esta tecnologia es susceptible de ser transferida al sector productivo del pais. Sin
embargo, es justo sefialar que el cultivo en laboratorio y la produccion intensiva de
semilla, particularmente de P. mazatlanica, siguen representando a la fecha un cuello de
botella para su desarrollo. Por lo tanto, es necesario seguir investigando para consolidar
una tecnologia que permita mantener organismos reproductores en el laboratorio,
madurarlos para obtener gametos y larvas viables, pero particularmente para asegurar
una producciéon constante de semilla lista para ser trasladada al mar en condiciones de
sobrevivir. Unicamente de esta manera se puede asegurar un apoyo importante a las
granjas comerciales.

En ese sentido, el proceso reproductivo contintia siendo uno de los puntos centrales
en la investigacion que rodea a las ostras perleras, y dentro de ésta encontramos algunos
aspectos que han sido escasamente documentados. La fisiologia de la reproduccion es
una respuesta a factores endogenos (neuronal, hormonal) y exodgenos (p.g. temperatura,
luz, alimento disponible, salinidad), que se ve reflejada en procesos de sintesis,
almacenamiento, transformacion, movilizacién y utilizaciéon de energia, con el fin de
llevar a cabo la gametogénesis (Sastry, 1979; Barber y Blake, 1981). El conocer los
sitios o tejidos de sintesis y almacenamiento, la concentracion de los principales
metabolitos utilizados, asi como las estrategias utilizadas para su transformacion y
transferencia de los tejidos de reserva hacia la gonada, permitira comprender de mejor

manera la dindmica del proceso reproductivo de estos organismos, asi como también



aportara elementos de juicio en la toma de decisiones en cuanto al manejo de
reproductores en los criaderos productores de semilla.

Se realizo un analisis del almacenamiento y utilizacion de las principales reservas
energéticas (proteinas, carbohidratos, lipidos totales y triglicéridos) en aquellos tejidos
relacionados con la gametogénesis (gonada, glandula digestiva, musculo aductor y
manto), en las ostras perleras P. sterna y P. mazatlanica, describiendo mediante
indicadores histoldgicos y bioquimicos, las variaciones en los metabolitos presentes en
cada estadio del ciclo reproductivo de cada especie. Este es el primer estudio de su tipo

que se realiza con P. sterna y el segundo con P. mazatlanica.



2. Antecedentes.

2.1 Gametogénesis en moluscos bivalvos

En todos los moluscos existen diferentes fases en un ciclo reproductivo. A pesar de las
variaciones entre los distintos grupos, en general se incluyen periodos de reposo en la
actividad reproductiva (periodos vegetativos), periodos de activacion y diferenciacion
celular, de crecimiento citoplasmatico, de vitelogénesis (maduracién), de puesta
(liberacion de gametos al medio ambiente) y de reabsorcion de los restos de gametos
residuales que no se han liberado en la puesta, con el fin de reciclar los nutrientes
(atresia ovocitaria) (Barber y Blake, 1991; Roman et al., 2001). También a veces, por

extension, se incluyen procesos de fecundacion, embriogénesis, y desarrollo larvario.

Ovogénesis.
En los moluscos con fecundacion externa, la meiosis de los ovocitos no culmina sino
hasta momentos antes o después del proceso de fertilizacion en el medio marino (ello
depende de la especie de la que se trate). El desarrollo interno de los gametos tiene lugar
hasta la primera profase de la meiosis, misma que se detiene concretamente en la etapa
de diploteno y se reanuda hasta el momento arriba referido (Giese y Pearse, 1974;
Bayne, 1976).

De acuerdo a Dorange y Le Pennec (1989a), quienes estudiaron la ovogénesis de
Pecten maximus utilizando microscopia electronica, este proceso de puede dividir en

tres estadios: premeiotico, previtelogénico y vitelogénico:



Estadio premeiotico: las células madre o germinales, localizadas en las inmediaciones
de las paredes foliculares, dan origen a las ovogonias primarias. El nucleo de estas
células presenta cromatina condensada en pequefios cimulos y con una distribucioén
periférica. En su interior a veces es también visible un nucleolo y en el citoplasma se
localizan algunas mitocondrias y cisternas del reticulo endoplédsmico. Estas ovogonias
primarias proliferan, por mitosis, dando lugar a ovogonias secundarias. A esta etapa se
le llama premeidtica debido a que en ellas suceden unicamente divisiones mitoticas

(Dorange y Le Pennec, 1989a; Romaén et al., 2001).

Estadio previtelogénico: durante la previtelogénesis, las ovogonias comienzan a crecer
y tanto el nicleo como el citoplasma se incrementan en volumen. Las ovogonias
secundarias entran en la primera profase de la meiosis dando origen a los ovocitos
previtelogénicos. Se observan ovocitos en estadio de leptoteno (desaparece el nucleolo
y los cromosomas se hacen visibles), zigoteno, paquiteno (se aprecia la presencia de los
complejos sinaptonémicos) y diploteno (reaparece el nucleolo y se ven extrusiones
nucleares ricas en ribonucleoproteinas). Al alcanzarse estos estadios intermedios de la
profase meiotica (paquiteno y diploteno) las células auxiliares, de cardcter nutritivo,
emigran desde la periferia de los foliculos hasta unirse estrechamente a los ovocitos, los
cuales se estiran y desarrollan prolongaciones a modo de pseuddpodos. Su nucleo tiene
una eucromatina muy densa y cumulos de heterocromatina condensada en la periferia
del nticleo. A veces presentan también uno o dos grandes nucleolos. El citoplasma de
estas células puede contener inclusiones densas de tipo lisosomal (Dorange y Le

Pennec; 1989a).



Estadio vitelogénico: bloqueados en el estadio de diploteno de la primera profase
meiodtica, los ovocitos entran en vitelogénesis. Durante este periodo los ovocitos crecen
muy rapidamente, principalmente debido a la acumulacion de vitelo, compuesto de
caracter glucolipoprotéico debido a que estd formado por sustancias nutritivas tales
como glucogeno, lipidos y proteinas. Dichas sustancias de reserva sirven tanto como
combustible para auxiliar la ovogénesis, como para proporcionar al embrion todos los
componentes nutritivos necesarios para su desarrollo (Holland, 1978; Mackie, 1984;
Dorange y Le Pennec, 1989a). De dichos nutrientes, los lipidos y las proteinas forman
las principales reservas vitelinas y estan destinadas a cubrir los requerimientos
energéticos de los estadios embrionarios y larvarios. La dinamica de estas sustancias de
reserva durante la vitelogénesis constituye un excelente indicador de las necesidades
nutritivas del huevo (Holland, 1978).

En P. maximus, durante la vitelogénesis las células auxiliares pegadas a los ovocitos
se desarrollan y modifican. Su caracteristica estructural mas importante es la presencia
de un reticulo endoplasmatico muy abundante y desarrollado, lo cual refleja una
importante actividad de sintesis de proteinas. Cuando los ovocitos estdn maduros se
separan de las células auxiliares, el citoplasma de estas células comienza a
vacuolarizarse y aparecen figuras de mielina, lo que es indicativo de la ruptura de las
membranas de estas células (Dorange y Le Pennec, 1989a). Al final de la vitelogénesis,
se forma en los ovocitos una delgada membrana vitelina llamada vesicula germinal, la
cual se separa ligeramente de la membrana plasmatica por medio de un espacio vitelino
(Dorange y Le Pennec, 1989a). La aparicion de la membrana vitelina es indicativo de la

proximidad del desove.



Espermatogénesis.

A grandes rasgos, la espermatogénesis comienza con una célula madre dividiéndose
mitoticamente, y dando origen a espermatogonias primarias. Estas células crecen y se
dividen, resultando en espermatogonias secundarias, que se diferencian nuevamente en
espermatocitos primarios. Subsecuentemente, dos divisiones meidticas producen
primero espermatocitos secundarios, y posteriormente espermatidas haploides (que aun
son inmaduras puesto que carecen de cauda). Las espermatidas, de menor tamafio,
entran entonces al proceso de espermiogénesis, el cual consiste en la formacion de la
cola y la diferenciacion en espermatozoides maduros (Giese y Pearse, 1974; Bayne,
1976; Sastry, 1979; Mackie, 1984; Strathmann, 1987; Roman et al., 2001).

Los gametos en desarrollo, al igual que en el caso de la ovogénesis, se encuentran
agrupados en acinos. Tres tipos de células se pueden observar en las paredes de los
acinos: células madre o germinales, espermatogonias y las células auxiliares, que igual
que en la ovogénesis, son células que no pertenecen a la linea germinal pero que
intervienen también en el proceso de la espermatogénesis (Dorange y Le Pennec,
1989b).

Como ya se menciond, podemos encontrar espermatogonias primarias y
secundarias: las primeras son las células de mayor tamafo de toda la linea germinal
masculina y presentan un niticleo con cimulos dispersos de cromatina y con uno o dos
nucleolos; en su citoplasma se observan numerosas mitocondrias de formas variables.
Las mitosis en estas células suelen ser frecuentes al comienzo de la gametogénesis. Las
espermatogonias secundarias no son faciles de distinguir de las primarias al microscopio
optico, aunque son de tamaiio algo menor por reduccion de su citoplasma. Los camulos

de cromatina son mdas densos que en las espermatogonias primarias. Estas tltimas
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células son muy numerosas al comienzo de la época de madurez sexual. Como se dijo
previamente, las espermatogonias secundarias son las células que se diferencian a
espermatocitos. La segunda division meidtica, que da origen a las espermatidas jovenes,
ocurre mucho mas rapido que la primera. La espermatida joven experimenta un proceso
de diferenciacion que la convierte en una espermatida vieja y posteriormente en un
espermatozoide maduro (Mackie, 1984; Strathmann, 1987; Dorange y Le Pennec,

1989b).

2.2 Investigacion sobre reproduccion de ostras perleras.
En el caso de los miembros de la familia Pteriidae (ostras perleras), se han realizado en
el mundo importantes esfuerzos que han permitido caracterizar la biologia reproductiva
de las principales especies de importancia comercial. Asi, se encuentran trabajos sobre
P. maxima (Wada, 1953 a, b; Rose, 1990; Rose et al., 1991), P. albina (Tranter, 1958 a,
b, ¢); P. margaritifera (Thielley et al., 1989) y P. fucata (Chellam, 1987; Behzadi et al.,
1997), en los cuales se describen las caracteristicas morfologicas de los oOrganos
reproductores de estas especies y se caracteriza el ciclo reproductivo en base
principalmente a analisis histologicos. Estas investigaciones demuestran que el proceso
de gametogénesis coincide, en lo general, con la mayoria de las especies de moluscos
bivalvos descritos anteriormente. La principal diferencia seria la temporalidad con la
que ocurren los principales eventos reproductivos, los cuales dependen de Ia
distribucion geografica latitudinal de cada especie.

En el caso de las especies aqui estudiadas, a partir del trabajo pionero de Sevilla
(1969), seguido de aquellos de Hernandez-Diaz (1993); Arizmendi-Castillo (1996),
Garcia-Dominguez (1996), y Saucedo y Monteforte (1997), se ha establecido que P.

sterna 'y P. mazatlanica son especies cuyos sexos se encuentran separados (dioicos),
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pero la evidencia indica que se trata de organismos con hermafroditismo protandrico, es
decir, que su primera maduracion la realizan como machos y posteriormente pueden o
no cambiar de sexo a determinada talla/edad y en funcidén de factores enddgenos y/o
exogenos diversos. En las investigaciones citadas, se ha advertido de la presencia de
organismos indiferenciados, y se sugiere que estos pueden encontrarse en una etapa de
reposo en la actividad reproductiva y/o en proceso de cambio de sexo. Sin embargo, la
etapa de indiferenciacion parece no ser obligada para el cambio de sexo, ya que se han
encontrado organismos con gametos tanto femeninos como masculinos en la misma
gonada, los primeros en desarrollo y los segundos en regresion o atrofia.

La madreperla y la concha nacar son especies que aparentemente se encuentran
sujetas a ciclos reproductivos distintos en tiempo; para la primera de ellas ocurre, desde
la gametogénesis al desove, principalmente en los meses calidos del afio (abril a octubre
en promedio) cuando la temperatura del agua oscila entre 23 a 30 °C, por lo que se dice
que tiene una afinidad tropical (Sevilla, 1969; Arizmendi-Castillo, 1996; Garcia-
Dominguez, 1996; Saucedo y Monteforte, 1997). Por su parte, P. sterna presenta
desoves continuos a lo largo de todo el afio, aunque con mayor intensidad en los meses
frios del afio (noviembre a febrero) con temperaturas de 17 a 24 °C. (Hernandez-Diaz,

1993; Arizmendi-Castillo, 1996; Saucedo y Monteforte, 1997).

2.3 Fisiologia reproductiva de bivalvos y ostras perleras.

Durante las ultimas tres décadas se ha recabado informacion suficiente para establecer
que los bivalvos marinos presentan ciclos de almacenamiento y utilizacion de energia,
los cuales se encuentran estrechamente relacionados con los ciclos reproductivos, y

estos a su vez, con las variaciones en las caracteristicas ambientales (Giese, 1969;
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Sastry y Blake, 1971; Ansell, 1974; Gabbott, 1976, 1983; Bayne, 1976; Barber y Blake,
1981, 1991, Robinson et al. 1981; Epp et al., 1988; Couturier y Newkirk, 1991; Racotta
et al., 1998, 2003, entre otros). La mayoria de las especies tienen la capacidad de
almacenar reservas nutritivas en sus tejidos corporales durante periodos de elevado
suministro de alimento, las cuales son movilizadas durante momentos de escasez
alimenticia, decremento en las tasas de alimentacion, y/o elevadas demandas de energia
(Barber y Blake 1981, 1991; Epp et al. 1988; Mathieu y Lubet, 1993).

La energia es generalmente almacenada en uno o mas componentes corporales en
forma de sustratos de carbohidratos, proteinas o lipidos cuando el alimento ingerido
excede los requerimientos basicos de mantenimiento (Barber y Blake, 1985, 1991;
Couturier and Newkirk, 1991; Martinez, 1991; Pazos et al., 1996). La gametogénesis,
en particular, representa un periodo de alta demanda de energia; ademas, en muchos
bivalvos el crecimiento y el desarrollo gonadal suceden de manera simultanea. Por lo
tanto, en este periodo los costos energéticos, tanto de mantenimiento como de la
produccion de gametos, deben ser satisfechos por el consumo de alimento, las reservas
nutricias o una combinacion de ambas (Zandee et al., 1980; Mathieu y Lubet, 1992;
Barber y Blake, 1991).

Como se menciond, en varias de las especies de bivalvos, los ciclos reproductivos se
encuentran acoplados con los ciclos de almacenamiento y utilizacion de energia de los
diferentes tejidos, pero éstos varian en relacion con factores enddgenos y exdgenos
entre especies, e incluso entre poblaciones de la misma especie (Epp et al. 1988; Barber
y Blake, 1991). Asi, los tejidos de almacenamiento de energia de estos organismos se
encuentran sujetos a variaciones estacionales, tanto en su composicion bioquimica,

como en su estructura celular, por lo general en relacion con el ciclo sexual. La funcion
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de los tejidos de reserva puede ser dividida en dos distintas fases: (1) una fase de
almacenamiento de nutrientes y, (2) una fase de movilizacion de éstos. Los mecanismos
involucrados en estas dos fases, asi como la naturaleza bioquimica del material
almacenado, varian también entre las especies y entre poblaciones de una misma
especie (Mathieu y Lubet, 1992). Ademas de la utilizacion directa y movilizacion de los
principales componentes para satisfacer la demanda metabdlica y estructural, se dan
procesos de transformacion y sintesis de estos metabolitos, como es el caso de la
lipogénesis a partir de carbohidratos (glucégeno) del musculo (Gabott, 1975, Racotta et
al., 1998).

Entre los tejidos de almacenamiento se ha mencionado en reiteradas ocasiones que
el musculo aductor es el 6rgano mas importante en cuanto al almacenamiento de
glucégeno y proteina, mientras que la glandula digestiva funciona como sitio de
almacenamiento de lipidos (Barber y Blake, 1991; Racotta et al., 1998). Igualmente, se
ha sugerido que el manto puede jugar también un rol secundario como tejido de reserva
en algunos bivalvos (Bayne, 1976; Gabbott, 1983; Gabbott y Peek, 1991). En términos
de almacenamiento de nutrientes, en la mayoria de los bivalvos, el rol de los
carbohidratos es predominante en relacion al suministro inmediato de energia destinada
a la reproduccién. El almacenamiento de proteinas es importante también,
particularmente para la construccion del vitelo durante la ovogénesis (Mackie, 1984).
En relacion a los lipidos, se sabe que tienen importantes funciones, no tinicamente como
elementos estructurales de las membranas celulares, sino también como metabolitos de
importancia que contribuyen a la viabilidad de los gametos y el éxito de las
subsiguientes etapas del desarrollo embrionario y larvario de las especies (Gallager y

Mann, 1986; Gallager et al., 1986). Igualmente, los lipidos juegan un rol preponderante
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en la formacion del vitelo durante la ovogénesis y actuan como precursores en la
sintesis de hormonas. Por estos motivos, los lipidos han sido utilizados en diversas
ocasiones como indicadores de la calidad de los huevos (Gabbott, 1976; Holland, 1978;
Zandee et al., 1980; Gallager y Mann, 1986; Gallager et al., 1986; Epp et al., 1988S;
Besnard, 1991; Barber y Blake, 1991; Mathieu y Lubet, 1992; Racotta et al., 1998;
Racotta et al., 2003; Rodriguez-Jaramillo et al, 2004; Gomez-Robles et al., 2005).
Tomando en cuenta la composicion especifica de los lipidos, se ha demostrado que los
triglicéridos funcionan como lipidos de reserva debido a que contienen acidos grasos
que generalmente se encuentran saturados o reducidos y contienen gran cantidad de
energia en sus dobles enlaces (Soudant et al., 1996).

Bayne (1976) propone una clasificacion para los moluscos bivalvos en relacion a las
estrategias para la obtencion y utilizacion de la energia para la reproduccion, la cual
resulta til para comprender el proceso de manera general. De acuerdo con el citado
autor, las especies “oportunistas” son aquellas que utilizan, para la formacion de las
gonadas, energia obtenida recientemente del seston, mientras que las especies
conservadoras son aquellas que producen sus gonadas a costa de los componentes
bioquimicos almacenados en los principales tejidos, energia previamente almacenada
durante los periodos de elevado suministro de alimento.

Con respecto a las ostras perleras, son escasos los estudios sobre fisiologia
reproductiva en estas especies, por ejemplo el trabajo de Saucedo et al (2002) toma en
cuenta este aspecto; este trabajo identifica dos picos de maduracion en P. mazatlanica,
el primero y mas importante de ellos en primavera (marzo a mayo), en el cual el
crecimiento de la gonada se realiza a expensas de las reservas proteicas del musculo, las

cuales son movilizadas de manera muy activa. Igualmente, la formacion de gametos
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ocurre en esta primera mitad del afio a partir de los carbohidratos ingeridos en la dieta,
asi como de las reservas proteinicas del musculo y la glandula digestiva. En el segundo
pico de madurez en verano (julio-agosto), por el contrario, los carbohidratos del
musculo resultaron ser el Unico substrato movilizado para el crecimiento de la gonada.
También se encontré una correlacion positiva entre el contenido de lipidos del tejido
gonadal y el area de los ovocitos. Los autores recomiendan acerca de la necesidad de
conocer dos aspectos de importancia: 1) las variaciones en el contenido de reservas
energéticas del manto, para entender el rol que juega este tejido durante la
gametogénesis, 2) el ciclo de utilizacion de reservas energéticas en la otra especie de

ostra perlera P. sterna.



16

3. Hipétesis.

La madreperla y la concha nacar presentan ciclos reproductivos opuestos en tiempo y se
espera, por tanto, que reflejen estrategias reproductivas diferentes. Se plantean
diferencias en ambas especies en cuanto a: 1) la participacion individual de cada tejido
de reserva (incluyendo la gonada) en el proceso de gametogénesis y 2) la utilizacion de
las reservas endogenas para satisfacer la demanda nutritiva durante la gametogénesis.
Se espera también que P. mazatlanica refleje mas una estrategia reproductiva de tipo

conservadora, mientras que P. sterna de tipo oportunista.

4. Justificacion.
Uno de los principales obstaculos para el establecimiento de una industria basada en el
cultivo de moluscos bivalvos, constituye el hecho de que la disponibilidad de semilla o
juveniles de las diferentes especies es erratica e impredecible afio con afio (si el abasto
es a partir de colecta en el campo) y/o limitada (si la produccién es en laboratorio a
partir de adultos obtenidos maduros del medio natural durante una corta temporada del
afio). Por lo tanto, resulta imprescindible desarrollar una tecnologia adecuada para la
reproduccion controlada de las diferentes especies en el laboratorio durante cualquier
temporada del afio. En ese sentido, uno de los aspectos mas importantes que deben ser
atendidos es lo que respecta al mantenimiento de los reproductores en el criadero, ya
que de ello depende que se obtengan embriones y larvas viables y con un suministro de
reservas suficiente para enfrentar las primeras etapas de desarrollo.

Ahora bien, una de las claves para definir los requerimientos bdsicos de un
reproductor en el laboratorio, es estudiando la dindmica de los componentes

bioquimicos durante cada una de las etapas que conforma el ciclo reproductivo en la
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naturaleza. Ello permitira establecer criterios del estado fisiolégico (o indicadores de
calidad) en el que se encuentren los organismos bajo manejo en condiciones controladas
o de laboratorio, asi como de los ovocitos durante su desarrollo, lo cual aportara

elementos importantes para la toma de decisiones.
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5. Objetivo general.

Estudiar el almacenamiento y utilizacion de los principales componentes bioquimicos
(carbohidratos, proteinas y lipidos), en aquellos tejidos relacionados con la
gametogénesis (gonada, musculo, glandula digestiva y manto), en las ostras perleras
Pteria sterna 'y Pinctada mazatlanica, utilizando indicadores histologicos y

bioquimicos.

5.1 Objetivos particulares.

- Describir el efecto de la temperatura del agua sobre la actividad reproductiva de P.
sterna 'y P. mazatlanica durante el ciclo 2003-2004 en poblaciones mantenidas
bajo cultivo extensivo en El Merito, Bahia de La Paz.

- Estudiar, mediante andlisis histologico, la temporalidad de los principales estadios
del ciclo reproductivo de ambas especies (previamente descritos por otros autores
para la misma zona de estudio) y las variaciones en la proporcidon sexual,
frecuencia de ocurrencia y talla de ovocitos durante la gametogénesis.

- Determinar las variaciones estacionales en la concentracion de proteinas,
carbohidratos, lipidos y triglicéridos en la gonada, glandula digestiva, musculo y
manto de machos, hembras y organismos indiferenciados de ambas especies.

- Realizar un analisis de las variaciones en el contenido energético por gramo de
tejido, en relacion a los distintos estadios reproductivos de ambas especies.

- Comparar las estrategias reproductivas de P. sterna y P. mazatlanica a partir de la

informacion sobre variaciones en los indicadores histologicos y bioquimicos.
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6. Materiales y métodos.

6.1 Colecta de organismos.

Se realizaron cuatro colectas estacionales con diferencia de dos meses para cada
especie, cubriendo en ambos casos un ciclo anual de estudio. Concretamente, para P.
mazatlanica los muestreos se realizaron en los meses de mayo, agosto y noviembre de
2003 y febrero de 2004. Para P. sterna los meses muestreados fueron julio y octubre de
2003 y enero y abril de 2004. La decision de realizar muestreos estacionales en lugar de
mensuales obedeci6 a dos razones importantes: 1) no se tenia mucha disponibilidad de
ostras en cultivo para cubrir muestreos mensuales; y 2) los ciclos reproductivos de
ambas especies ya han sido descritos con anterioridad, por lo que solo era necesario
confirmar la temporalidad de los principales eventos reproductivos y relacionarlos con
el almacenamiento y utilizacion de reservas energéticas.

Los organismos de la especie P. sterna se colectaron de la Granja Experimental
Submarina del CIBNOR, localizada en la Caleta El Merito, y los de P. mazatlanica
fueron donados por la Compafiia Perlas del Cortéz S. de R.L. MI y mantenidas en la
granja del CIBNOR. Ambas granjas se ubican en la costa suroeste de la Bahia de La Paz
(24°16'N; 110°19'W). La granja donde se mantuvieron los organismos esta compuesta
de una estructura tubular tipo andamio anclada a una profundidad aproximada de 10 m.
Sobre la estructura son colocadas las artes de cultivo que consisten en cajas de malla
metalica recubierta de plastico. Se utilizaron los datos de temperatura de un sensor
(termografo) colocado en la granja de cultivo a partir de marzo de 2003, el cual registra
la temperatura del agua cada tres horas.

Durante cada muestreo se colectaron 20 organismos adultos con talla promedio de

10.1 £ 0.9 mm (para P. sterna) y 13.5 £ 1.4 mm de altura de la concha (para P.
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mazatlanica), los cuales fueron limpiados de organismos epibiontes y trasladados
inmediatamente al Laboratorio de Histologia del CIBNOR.

Se registrd la altura de los organismos, considerada como la méxima dimension de
la ostra medida en angulo recto a la linea de la charnela y excluyendo los procesos de
crecimiento. Posteriormente, se realizd la diseccion in vivo de los organismos, para
extraer muestras pareadas del complejo gonada-glandula digestiva, manto y musculo
abductor. De éstos, la gonada-glandula digestiva se preservé de manera individual en
solucién Davidson por 48 h con el fin de ser utilizada para los andlisis histologicos
(inciso 6.2). El resto de los tejidos (incluyendo también la gondada-glandula digestiva)
se conservaron en congelacion a —80 °C para ser destinadas a los analisis bioquimicos

(inciso 6.3).

6.2 Analisis histoldgico.

Para la obtencion de laminillas histoldgicas, las muestras de gonada fueron procesadas
mediante la técnica histologica convencional descrita por Howard y Smith (1983), la
cual consiste, en términos generales, en deshidratacion con una serie ascendente de
alcoholes etilicos (70-100%), inclusion en parafina (Paraplast 56 °C), cortes a 3-4 um
con microtomo automatico de rotacion Leica RM 2155 a lo largo del eje anteroposterior
y tincidn con la técnica de hematoxilina-eosina. Se determiné el estado de madurez o
desarrollo gonadico, utilizando para ello la clasificacion propuesta en un inicio por
Tranter (1958a, b) para la ostra perlera P. albina, que posteriormente ha sido adoptada
por Saucedo y Monteforte (1997) para P. mazatlanica y P. sterna. Los autores
distinguen 5 estadios de madurez de la gonada: 1) indiferenciado o inactivo, 2)

desarrollo activo, 3) madurez, 4) desove parcial y 5) post-desove o vacia. En general,
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las caracteristicas citologicas mas relevantes de cada estadio se describen e ilustran en el
Anexo 1.

Paralelamente al andlisis histologico, los ovocitos de las hembras en etapas de
desarrollo y madurez fueron clasificados por su tamafio de acuerdo a su fase de
desarrollo celular siguiendo la terminologia propuesta por De Galuejac et al. (1995)
para el bivalvo Pina nobilis: 1) ovocitos previtelogénicos (7-19.9 pum), 2) ovocitos
vitelogénicos (20-31.9 um) y 3) ovocitos post-vitelogénicos (32-51 pum). En todos los
casos se consideraron Unicamente células con nucleo y que no estuvieran rotas. Para
cada tipo de ovocito, se evaluaron las variaciones en la frecuencia de ocurrencia en cada
muestreo. Para ello, se capturaron imagenes a 20x y 40x utilizando un sistema de
analisis digital de imagenes, integrado por un microscopio compuesto Olympus BX41 y
una camara digital CoolSnap-Pro, ésta lltima conectada a una computadora Pentium I1I
con ayuda del programa Image-Pro Plus™ (vers. 4. 5). Para el caso de la frecuencia, se
capturaron imagenes de tres campos visuales elegidos al azar por cada ovario estudiado
y se contd el numero de ovocitos de cada tipo presentes por campo (Grant y Tyler,
1983). Para la determinacion de la talla de los ovocitos se utilizdo el programa
SigmaScan Pro™ (vers. 5.0), con el cual se puede obtener una medida precisa de cada
ovocito trazando su contorno con el raton de la computadora. Posteriormente, con los
datos del area de los ovocitos y la férmula del area de la circunferencia se obtuvo una
medida estandarizada del diametro de los ovocitos:

DE = V4A/n
donde,

DE = diametro estandarizado

A = area
n=23.1416
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6.3 Analisis bioquimico.

El primer paso en el analisis de componentes bioquimicos de la géonada, musculo,
glandula digestiva y manto de ambas especies fue la liofilizacion de 0.1 g de cada tejido
para obtener el peso seco de las muestras. Posteriormente, se agregd 1.0 ml de solucion
salina (NaCl 35 %o0) y se procedid a la homogenizacion de las muestras para la
obtenciéon de un extracto crudo, el cual fue almacenado a -80 °C y utilizado

directamente para los andlisis correspondientes, como a continuacion se detalla:

Determinacion de carbohidratos totales.

Para la determinacion de la concentracion de hidratos de carbono en los diferentes
tejidos se siguio la técnica de Van Handel (1965). En primer lugar, se utilizé 0.1 ml de
del extracto crudo y se mezclé con 0.1 ml de acido tricloracético (TCA) al 20 %
(dilucién 1:1), con el fin de remover las proteinas presentes en la muestra. La mezcla
resultante fue centrifugada a 3,600 rpm a —5 °C por 15 min. Se recuper6 el sobrenadante
y se le agregd 1 ml de solucion de antrona (0.1 % disuelto en acido sulfurico H,SO4 al
76 %). Posteriormente, se incub6 la muestra durante 4 min a 85-90 °C e inmediatamente
después se enfrio a 4 °C. La absorbancia se leyé a 620 nm y la concentracion de
carbohidratos totales fue determinada realizando una curva tipo de 7 puntos utilizando

dextrosa como estandar a partir de 5 mg/ml.

Determinacion de proteina.
Para la determinacion de proteinas solubles, se utilizé el método descrito por Bradford
(1976), el cual es un ensayo de union proteina-colorante basado en el cambio diferencial

de color de un colorante en respuesta a varias concentraciones de proteina. Se trata de
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un método de determinacion de proteinas que implica la union de Azul Brillante de
Coomasie G-250 con las proteinas. Esta union del colorante con las proteinas provoca
un cambio en el maximo de absorcion del colorante desde 465 a 595 nm. Por lo tanto, la
técnica se basa en el hecho de que el Azul Brillante de Coomasie existe en dos formas
con colores diferentes, rojo y azul. La forma roja se convierte en azul cuando se une el
colorante a la proteina.

Para la realizacion de este método el homogenizado fue diluido a razon de 1:10 con
hidréxido de sodio (NaOH 0.1 N), y luego incubado por 2 h. Posteriormente se agito la
muestra, se coloc6 0.01 ml en un tubo de ensayo y se agregd 1 ml de reactivo de
Bradford (Sigma™). La absorbancia fue leida a 595 nm. Se utilizé6 como patrén, para la
realizacion de la curva tipo, una solucion de albumina bovina disuelta en buffer,

también llamada patron de albumina de Sigma™, con 5 puntos a partir de 2.5 mg/ml.

Determinacion de lipidos totales y triglicéridos.

Para la determinacion de lipidos totales se empled el método de sulfofosfovainillina
(Barnes y Blackstock, 1973) utilizando reactivo comercial y soluciones estandar
(Merck™). Para tal efecto se afiadieron 0.025 ml del homogenizado en tubos de ensayo
y se agregaron 0.25 ml de acido sulfurico concentrado. La mezcla resultante se calentd
en bafio maria a 90 °C por 10 min e inmediatamente después fue enfriada en bafio de
hielo. Se colocaron 0.02 ml de la muestra en microplaca y se afiadieron 0.2 ml de
reactivo enzimatico comercial. La absorbancia se registr6 en un lector de microplaca
(Lab-systems, Uniskan II) a 560 nm y la determinacioén de la concentracion de lipidos

totales se realizo con una curva tipo con 8 puntos a partir de 10 mg/ml.
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La concentracion de triglicéridos fue determinada con un kit colorimétrico-
enzimatico (GOP-PAP, Merck™). Para ello, los homogenizados de goénada, glandula
digestiva y manto fueron centrifugados a 4000 rpm a 5 °C por 10 min, y se mezclaron
0.02 ml del sobrenadante de cada tejido con 0.2 ml de soluciéon reactiva, sobre la
microplaca. La absorbancia se ley6 a 495 nm con el lector de microplaca, y se utilizé

una curva tipo con 8 puntos a partir de 200 mg/dL.

6.4 Analisis energético.

Utilizando los datos proporcionados por los andlisis bioquimicos, se realizé un analisis
de la cantidad de energia por gramo de peso seco que aportan carbohidratos, proteinas
lipidos y triglicéridos, a los diferentes tejidos relacionados con el proceso de
gametogénesis. Para ello se utilizaron los siguientes coeficientes de conversion
energética: carbohidratos = 17.2 kl/g; proteinas = 20.1 kJ/g; lipidos = 35.3 kl/g

(Beukema y De Bruin, 1979; Brokordt y Guderley, 2004).

6.5 Analisis estadistico.

Se obtuvo la estadistica descriptiva de las mediciones de los ovocitos, tanto de
frecuencia como de talla, asi como también de las mediciones de concentracion de los
diferentes metabolitos analizados en la gonada, el musculo, la glandula digestiva y el
manto por muestreo, diferenciando entre machos, hembras y organismos
indiferenciados sexualmente. Asimismo se realizaron pruebas de Kolmogorov-Smirnov
para corroborar la normalidad de los datos antes mencionados, tanto los histologicos
como los bioquimicos, asi como para determinar el tipo de prueba estadistica a utilizar

(paramétrica o no paramétrica).
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Una vez confirmada la normalidad de los datos, se realizo, para el caso de los datos
histologicos, una prueba de analisis de varianza de una via (ANOVA) para detectar
diferencias estadisticamente significativas entre la talla de ovocitos con respecto al
tiempo (factor T con cuatro variables o muestreos). Con los datos de los analisis
bioquimicos se realizaron pruebas de ANOVA de una via para detectar diferencias
estadisticamente significativas entre la concentracion bioquimica de los tejidos
mencionados con un numero de variables igual al nimero de promedios de
concentracion obtenidos para machos, hembras y organismos indiferenciados en cada
uno de los cuatro muestreos, es decir, 12 variables en teoria. Finalmente, con los datos
obtenidos del analisis energético, se realizaron pruebas de ANOVA de una via para
detectar diferencias significativas entre la cantidad de energia por gramo de tejido en
organismos de ambos sexos e indiferenciados con respecto a los diferentes estadios
gametogénicos. En caso de encontrar diferencias significativas se realizaron pruebas
estadisticas a posteriori de Tukey para comparacion de medias y deteccion de grupos
homogéneos o heterogéneos.

Por otro lado, se realizaron analisis de correlacion (Pearson) entre la talla de los
ovocitos y las diferentes variables bioquimicas. Para todos los estadisticos, el nivel de
significancia se fijo en p < 0.05 (Sokal y Rohlf, 1981). Todos los andlisis estadisticos se
realizaron utilizando el programa Statistica (Ver. 6.0) y para las pruebas de Tukey se

utilizo6 el programa SPSS (Ver. 12.0).
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7. Resultados.

7.1 Variaciones en la temperatura del agua.

En la Figura 1 se observan las variaciones en el promedio mensual de la temperatura del
agua, en la granja submarina del CIBNOR, durante el periodo de estudio. De marzo a
mayo de 2003 se presentd un aumento paulatino de la temperatura, alcanzando 23 °C en
mayo, seguido de un decremento en el mes de junio de casi 3 °C en el promedio
mensual. Durante julio del mismo afio se presentd una variacion importante en los
valores de temperatura con un promedio de 24.1 °C y en los siguientes tres meses se
registraron los valores mas elevados del periodo de estudio (28 °C en agosto, 28.4 °C en
septiembre y 28.3 °C en octubre). La temporada calida se extendié hasta noviembre de
2003 (26.8 °C) y posteriormente la temperatura disminuy6 gradualmente hasta el
promedio minimo registrado durante febrero de 2004 (19.5 °C), registrandose también

valores relativamente bajos durante marzo (20.2 °C) y abril (21.4 °C) del mismo afio.
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Figura 1. Variaciones en la temperatura del agua en El Merito, Bahia de la Paz, durante
el periodo de estudio 2003-2004.
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7.2 Pteria sterna.

7.2.1 Analisis histologicos.

7.2.1.1 Proporcion de sexos.

La mayor parte de los organismos de esta especie muestreados resultaron ser machos y
por cada uno de ellos se encontraron 0.43 hembras y 0.53 organismos indiferenciados
sexualmente (Fig. 2). Cabe mencionar que, en esta especie, no se encontr6 evidencia de

organismos hermafroditas o en proceso de cambio de sexo.

Hembras
21,8%

Indiferenciados
26,9%

Figura 2. Proporcion de sexos del total de organismos estudiados de la especie Preria
sterna en El Merito, Bahia de la Paz, durante el periodo de estudio 2003-2004.

7.2.1.2 Ciclo reproductivo.

En todos los muestreos se encontraron organismos en diferentes estadios gametogénicos
(Fig. 3). En el mes de julio de 2003 predominaron los organismos en desarrollo (44.4
%), seguidos de los indiferenciados (33.3 %) y se observa una menor proporcion de
organismos en post-desove (16.7 %) y desove (5.6 %). Para octubre del mismo afio
unicamente se obtuvieron organismos indiferenciados (57.9 %) y en desarrollo (42.1

%). En el mes de enero de 2004 se encontraron organismos en todos los estadios
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excepto indiferenciados, predominando los animales en desarrollo (61.9 %), seguidos de
los maduros (23.8 %), y por ultimo los animales en post-desove (9.6 %) y desove (4.8
%). Finalmente, en el mes de abril de 2004 el 55.0 % de los organismos se encontraban
en desarrollo, el 20.0 % en etapa de indiferenciacion, el 15.0 % en madurez y el 10.0 %

en estadio de post-desove.

100% -

80% -

60% -

40% -

Frecuencia

20% -

0%

Julio Octubre Enero Abril
O Indiferenciado B Desarrollo B Maduréz O Desove O Post-desove
Figura 3. Ciclo reproductivo de Pteria sterna, en El Merito, Bahia de La Paz, a lo largo
del ciclo 2003-2004.

7.2.1.3 Anadlisis de ovocitos.

La Figura 4 presenta las variaciones estacionales en la frecuencia de ocurrencia de las
tres tallas de ovocitos durante la gametogénesis de P. sterna. En todas las estaciones se
encontraron ovocitos de los tres tipos, sin embargo, la frecuencia de ocurrencia de los
mismos es distinta de acuerdo al grado de desarrollo de las hembras estudiadas. Durante
julio de 2003 (con predominancia de estadio de indiferenciacion y desarrollo) los
ovocitos vitelogénicos representaron el 59.0 % del total de la muestra, los

previtelogénicos el 24.3 % y los posvitelogénicos el 16.7 %. Ello indica un desarrollo
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gametogénico intermedio con gran cantidad de ovocitos en vitelogénesis pero pocos
maduros. Para el siguiente muestreo en octubre de 2003 (con predominancia de la etapa
de indiferenciacion y desarrollo), se presentd un decremento en la frecuencia de
ovocitos vitelogénicos (39.8 %), con un aumento considerable de ovocitos
previtelogénicos (55.6 %), lo cual es reflejo de un desarrollo incipiente, resultando
nuevamente los posvitelogénicos los menos frecuentes (4.5 %). Las frecuencias de los
tipos de ovocitos en enero de 2004 corroboran la presencia de hembras en desarrollo y
madurez, ya que se encuentra una alta incidencia de ovocitos vitelogénicos (47.5 %) y
posvitelogénicos (38.3 %), siendo los previtelogénicos los mas escasos (14.2%).
Finalmente, en abril de 2004, los ovocitos posvitelogénicos predominaron en cantidad
(61.3 %) siendo los previtelogénicos los menos frecuentes (4.7 %), reflejandose

nuevamente la presencia de hembras en estadios avanzados de desarrollo y en madurez.

70

Frecuencia (%)

Oct-03

Figura 4. Variaciones estaciones en la frecuencia de ocurrencia de los tres tipos de
ovocitos de Pteria sterna. Pre = Previtelogénicos; Vit = Vitelogénicos; Pos =
Posvitelogénicos
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En la Figura 5 se muestran las variaciones temporales en la talla de los ovocitos,
expresada como diametro estandarizado (DE). Este analisis concuerda y corrobora lo
encontrado en el analisis de frecuencia de ocurrencia de los tres tipos de ovocitos, con
hembras en desarrollo durante julio de 2003 (DE = 25.5 pum), hembras también en
desarrollo pero con menores tallas de ovocitos durante octubre del mismo afio (DE =
21.1 pm), y con hembras en un desarrollo cercano a la madurez, y en plena madurez,
durante enero (DE = 28.6 um) y abril de 2004(DE = 33.1 um). Se encontraron
diferencias significativas en la talla de los ovocitos con respecto al tiempo (F = 178.01;
p < 0.05). La prueba de Tukey reflejo el promedio del didmetro de los ovocitos en todos
los muestreos son significativamente diferentes entre si, con las mayores tallas

obtenidas en abril de 2004 y las menores en octubre de 2003.
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Figura 5. Variaciones estacionales en el diametro estandarizado de los ovocitos de
Pteria sterna durante el ciclo 2003-2004. Promedio mas desviacion estandar.
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7.2.2 Analisis bioquimico

7.2.2.1 Componentes bioquimicos de la génada.

Las hembras muestreadas en julio de 2003 (verano) presentaron la mayor concentracion
de carbohidratos en dicho tejido (13.6 mg/g) y la menor concentracion se presentd en
los organismos indiferenciados de octubre (5.4 mg/g) (Fig. 6). No hubo diferencias
significativas en la concentracion de carbohidratos en la gonada entre machos y
hembras y unicamente los organismos indiferenciados muestreados en octubre de 2003
presentaron diferencias estadisticas con los machos y hembras muestreados en julio del
mismo afio, y los machos de abril del afio siguiente (F = 3.15; p < 0.05). No se presento
una correlacion entre la talla de los ovocitos y la concentracion de carbohidratos en la
gonada de las hembras (r =-0.51; p > 0.05).

Se detectaron diferencias significativas en la concentracion de proteina en la génada
de las distintas muestras (F = 13.01; p = 0.05). La mayor concentracién se presento en
las hembras de los meses de enero (111.6 mg/g) y abril (120.2 mg/g) de 2004, sin
diferencias significativas con la de los machos de los mismos meses (94.6 y 100.9 mg/g
respectivamente) (Fig. 6). Los organismos indiferenciados resultaron tener la
concentracion significativamente mas baja de proteina en este tejido (32.7- 47.3 mg/g) y
no se detectaron diferencias significativas entre ellos a través del tiempo. Se obtuvo una
correlacion positiva significativa entre la talla de los ovocitos y la concentracion de

proteinas en la géonada de las hembras (r = 0.66; p < 0.05).
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Figura 6. Variaciones estacionales en la concentracion promedio de carbohidratos
totales, proteinas, lipidos totales y triglicéridos en la gonada de Pteria sterna a lo largo

del ciclo anual 2003-2004. Las barras indican el error estandar y las letras distintas

diferencias significativas (p < 0.05) después de ANOVA y Tukey.

En la misma Figura 6, se observa que la mayor concentracion de lipidos se presentd

en la gonada de las hembras en enero (24.5 mg/g) y abril de 2004 (25.1 mg/g), seguidas

de la que presentaron las hembras en julio (18.2 mg/g) y octubre de 2003 (14.7 mg/g).

Por su parte, la concentracion de lipidos totales en la gonada de los organismos machos

e indiferenciados present6 valores entre 5.5 y 13.6 mg/g sin diferencias entre si, pero

significativamente menores que el valor obtenido de las hembras en los dos muestreos
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de 2004 (F = 9.18; p < 0.05). Se present6 una correlacion positiva significativa entre la
talla de los ovocitos y la concentracion de lipidos en la gonada (r = 0.96; p < 0.05).

En lo que respecta a la concentracion de triglicéridos en la gonada de la concha
nacar, se observa un patrén similar a lo encontrado para lipidos. Los mayores valores se
presentaron en las hembras de enero (12.5 mg/g) y abril de 2004 (15.5 mg/g), que
fueron significativamente superiores a los valores de machos e indiferenciados de todos
los muestreos, que van de 1.5 a 4.5 mg/g (F = 7.21; p = 0.05) (Fig. 6). Se present6 una
correlacion positiva significativa entre la talla de los ovocitos y la concentracion de

triglicéridos en la gonada (r = 0.78; p < 0.05).

7.2.2.2 Componentes bioquimicos del musculo.

Durante el julio y octubre de 2003, la concentracion de carbohidratos en este tejido se
mantuvo con valores entre 6.0 y 17.2 mg/g., mientras que en el enero y abril del afio
siguiente se presentd un aumento significativo en la concentracion de este metabolito,
indistintamente del sexo, con valores promedio que van de 25.4 mg/g a 31.2 mg/g. (F =
3.98; p < 0.05) (Fig. 7). Se observo que las variaciones ocurren entre los meses de
muestreo, pero no hay diferencias entre los sexos dentro de cada muestreo. No se
obtuvo una correlacion significativa entre la talla de los ovocitos y la concentracion de

carbohidratos en el musculo de las hembras (r = 0.12; p > 0.05).
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Figura 7. Variaciones estacionales en la concentracion promedio de carbohidratos
totales y proteinas en el musculo aductor de Pteria sterna a lo largo del ciclo anual
2003-2004. Las barras indican el error estandar y las letras distintas diferencias
significativas (p < 0.05) después de ANOVA y Tukey.

La concentracion de proteina en el musculo de P. sterna presentd valores entre
149.5 y 182.8 mg/g durante julio y el octubre de 2003, seguido en enero de 2004 de un
decremento en la concentracion de este metabolito en el musculo de ambos sexos (85.3
a 98.4 mg/g), y culminando el ciclo anual en primavera de 2004 con un incremento,

alcanzando los organismos indiferenciados 136.9 mg/g, los machos 145.7 mg/g y las

hembras 176.2 mg/g (Fig. 7). Las principales diferencias significativas se dieron entre



35

los valores de machos y hembras de enero con respecto al resto de las muestras (F =
10.1; p < 0.05). Se presentd una correlacion negativa significativa entre la talla de los

ovocitos y la concentracién de proteina en el musculo aductor (r =-0. 56; p < 0.05).

7.2.2.3 Componentes bioquimicos de la glindula digestiva.
En la Figura 8 se observa que la concentracion de carbohidratos en la glandula digestiva
presenta un gradual decremento desde el julio de 2003 (24.8 mg/g en promedio de
machos, hembras e indiferenciados) hasta enero del siguiente afio (17.5 mg/g machos y
14.0 mg/g hembras), mientras que en la primavera de 2004 se observa un aumento
importante y significativo en la concentracion de carbohidratos en este tejido,
alcanzando un promedio de 32.6 mg/g (F = 15.6; p < 0.001) (Fig. 8). No hubo
diferencias entre los sexos dentro de cada mes de muestreo. No se obtuvo una
correlacion significativa entre la talla de los ovocitos y la concentracion de
carbohidratos en la glandula digestiva de las hembras (r = 0.58; p > 0.05).

En cuanto a la concentracion de proteinas en la glandula digestiva de esta especie,
en el primer mes de muestreo, los machos presentaron una concentracion de 197.2
mg/g, las hembras de 163.5 mg/g y los organismos sin diferenciacion sexual 173.8
mg/g, seguido de valores similares para el mes de octubre de 2003 con un promedio de
160.4 mg/g. Para el mes de enero de 2004 ocurrié un decremento significativo en los
machos (89.3 mg/g) y hembras (86.9 mg/g), y finalmente en abril de 2004 se alcanzo6 un
valor promedio de 148.3 mg/g (F = 30.7; p < 0.05) (Fig. 8). Sin embargo, estas
variaciones no se reflejaron en diferencias entre los sexos dentro de cada muestreo. En

este caso tampoco se presentd una correlacion significativa entre la talla de los ovocitos
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y la concentracion de proteinas en la glandula digestiva de las hembras (r = 0.23; p >

0.05).
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Figura 8. Variaciones estacionales en la concentracion promedio de carbohidratos
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distintas diferencias significativas (p < 0.05) después de ANOVA y Tukey.

Los valores mas bajos en la concentracion de lipidos totales en la glandula digestiva

se presentaron durante el octubre de 2003 y enero siguiente (de 18.1 a 34.4 mg/g),

mientras que los valores significativamente mayores ocurrieron en machos (66.4 mg/g)

y hembras (88.7 mg/g) de abril de 2004 (F = 12.6; p < 0.05) (Fig. 9). Entre los sexos
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unicamente se observan diferencias estadisticas en el Gltimo mes de muestreo, donde la
concentracion en machos y hembras es significativamente mayor que la obtenida en
organismos indiferenciados. No se obtuvo una correlacion significativa entre la talla de
los ovocitos y la concentracion de lipidos en la glandula digestiva de las hembras (r =
0.63; p>0.05).

De igual forma, para los triglicéridos de la glandula digestiva se encontraron las
concentraciones mas elevadas en el mes de abril de 2004 en organismos machos (36.8
mg/g) y hembras (45.9 mg/g), valores significativamente diferentes del valor de
concentracion en indiferenciados del mismo mes (22.7 mg/g) y de los valores de
concentracion en los otros tres meses, obteniéndose la menor concentracion en machos
(11.7 mg/g) e indiferenciados (11.4 mg/g) de octubre de 2003 (F = 14.4; p < 0.05) (Fig.
9). No se presentd significancia en la correlacion entre la talla de los ovocitos y la
concentracion de triglicérdios en la glandula digestiva de las hembras (r = 0.22; p >

0.05).

7.2.2.4 Componentes bioquimicos del manto.

Las concentraciones mas bajas de carbohidratos totales para este tejido ocurrieron en los
muestreos de julio de 2003 y enero del afio siguiente, con valores entre 1.3 y 3.6 mg/g,
sin diferencias significativas entre éstos. En el muestreo de otofio las hembras
presentaron una mayor concentracion (10.8 mg/g) que machos e indiferenciados (5.4 y
6.6 mg/g respectivamente), sin embargo estas variaciones no se reflejaron en diferencias
estadisticas. La mayor concentracion significativamente mas elevada de este metabolito
en el tejido mencionado se dio en machos y hembras durante el mes de abril (12.0 y

12.5 mg/g) (F = 14.6; p < 0.05) (Fig. 9). No se encontrd una correlacion significativa
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entre la talla de los ovocitos y la concentracion de carbohidratos en el manto de las
hembras (r = 0.33; p > 0.05).

Durante los muestreos de julio y octubre de 2003, y enero de 2004, la concentracion
de proteinas en el manto se mantuvo relativamente constante de 46.5 a 61.9 mg/g, con
un aumento significativo en la concentracion durante la abril del ultimo afio para
machos (71.5 mg/g) y hembras (82.5 mg/g), mas no asi para indiferenciados (60.3
mg/g) (F = 2.3; p < 0.05) (Fig. 9). La talla de los ovocitos no presenté una correlacion
con la concentracion de carbohidratos en el manto de las hembras (r = 0.47; p > 0.05).

El contenido de lipidos totales en el manto de P. sterna varié de 2.9 a 6.1 mg/g,
valores correspondientes a los machos muestreados en el octubre y julio de 2003,
respectivamente. Dichos valores arrojaron diferencias significativas (F = 3.1; p < 0.05),
sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas entre los sexos dentro de cada
mes de muestreo. De igual manera, la concentracion de triglicéridos en este tejido, que
se mantuvo en niveles bajos desde 0.9 hasta 1.9 mg/g, presentd diferencias
significativas entre las muestras (F = 5.5; p = 0.05) (Fig. 9). No se encontr6 una
correlacion significativa entre la talla de los ovocitos y la concentracion de lipidos (r = -

0.08; p > 0.05) y triglicéridos (r =-0.1; p > 0.05) en el manto de las hembras
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Figura 9. Variaciones estacionales en la concentracion promedio de carbohidratos

totales, proteinas, lipidos totales y triglicéridos en el manto de Pteria sterna a lo largo
el eje mayor de los ovocitos de Pinctada mazatlanica durante el ciclo 2003-2004.

del ciclo anual 2003-2004. Figura 14. Variaciones estacionales en el diametro tedrico y

Promedio mas desviacion estandar.
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7.2.3 Analisis energético.

En la Tabla I se presenta un andlisis de las variaciones en el contenido energético de los
diferentes combustibles metabolicos de los tejidos participantes en la gametogénesis,
con respecto al estadio gametogénico de los organismos. Para el caso de la gonada se
observa que los carbohidratos no presentan variaciones significativas en su contenido
energético con respecto al estadio gametogénico, ni tampoco con respecto al sexo (F =
1.9; p > 0.05), presentando valores de 0.5 a 0.9 kJ/g. En lo que se refiere a la cantidad
de energia correspondiente a las proteinas, se observa que, en ambos sexos, de la etapa
de indiferenciacion a la etapa de madurez se da un incremento paulatino, el cual se vio
reflejado en diferencias altamente significativas (F = 18.4; p < 0.05). Los valores
proteicos obtenidos durante las etapas de desove y postdesove resultaron también
significativamente menores que los obtenidos en el estadio de madurez. El contenido
energético aportado por los lipidos presentd un patrén similar que el observado para
proteinas, pero uUnicamente en las hembras, donde se obtuvieron valores
significativamente mayores en desarrollo que en indiferenciacién y postdesove, y a su
vez valores mayores en madurez que en desarrollo (F = 17.1; p < 0.05). En la gbénada de
los machos no se detectaron diferencias significativas en los valores de energia lipidica
con respecto al estadio gametogénico.

Por otra parte, los carbohidratos del musculo de esta especie aportaron un contenido
energético relativamente bajo a la gametogénesis y Uinicamente se detectaron diferencias
significativas entre los valores de aquellos organismos sin diferenciacion sexual (0.8
kJ/g) y el de las hembras en desarrollo (1.3 kJ/g) con respecto a los machos maduros

(3.1 kJ/g) (F =4.6; p > 0.001). En este tejido, la mayor energia proteica se presentd en
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los organismos indiferenciados, disminuyendo ésta de manera significativa al avanzar el
desarrollo gametogénico (F =4.1; p = 0.05) (Tabla I).

En la glandula digestiva no se observa una relacion clara entre las variaciones en el
contenido energético de carbohidratos y el ciclo reproductivo, presentandose
variaciones significativas de poca consideracion (F = 2.5; p < 0.05). Las proteinas, por
su parte, presentaron valores energéticos en este tejido que disminuyeron gradualmente
del estadio de indiferenciacion al de madurez en ambos sexos, pero este decremento
Unicamente se vio reflejado de manera significativa en las hembras maduras (F = 2.9 <
0.05). Contrariamente la energia lipidica en la glandula digestiva aument6 gradualmente
de organismos indiferenciados a organismos maduros, esta vez con diferencias
significativas tanto en machos como en hembras (F =2.8; p <0.05) (Tabla I).

Finalmente, en el manto de esta especie no se presentaron variaciones significativas
en los valores energéticos de ninguno de los componentes bioquimicos con respecto al

estadio gametogénico de los organismos, ni con respecto al sexo de los mismos.



Tabla I. Variaciones en el contenido energético aportado por cada componente bioquimico en los diferentes tejidos de P. sterna durante
los diferentes estadios gametogénicos. (Kj por gramo de peso seco)

E.G. Musculo Goénada G. Digestiva Manto
Cho Pro Cho Pro Lip Cho Pro Lip Cho Pro Lip
Kj-g' Kj-g' Kj-g' Kj-g' Kj-g' Kj-g' Kj-g' Kj-g' Ki-g' | Kj-g' Kj-g'
IND 0.8° 15.8° 0.7 3.5° 1.3° 1.4 12.3° 4.0° 0.6 6.8° 1.1°

g1 2| 3| @ ||| | ||| ||| |d|e|d]|2]|3d|F°

DES | 1.6® | 1.3* | 11.1° | 12.0° | 0.8* | 0.8* | 8.5% | 7.0° [ 1.9% [33%| 1.4® | 1.1* | 9.9® | 9.7® | 57" | 48® | 0.6*| 0.7* | 8.1° | 7.7° | 1.2° | 1.2°

MAD | 3.1° | 1.9® | 102* | 11.0° [ 0.8 0.9* | 10.7°¢ | 11.8* [ 1.9* [ 4.7°| 1.7 [ 1.5 | 93® | 8.0° | 6.8° | 6.7° | 1.0* | 0.6* | 9.6* | 7.8* | 1.2* | 1.3°

DSV | 2.0® 8.9° 0.7 5.3%® 2.1° 1.4% 11.3%® 6.2% 0.3 5.6° 1.2

PDS | 1.8° | 1.6 | 13.7° | 10.7* | 0.9° | 0.5° | 6.1 | 5.5® | 1.8* | 1.7* | 2.0° | 1.0° | 10.3% | 8.4™ | 8.7° | 4.2* [ 1.2° | 02% | 9.4* | 5.3* | 1.3* | 1.2°

E.G. = Estadio gametogénico; Letras distintas denotan diferencias significativas por columna de componente bioquimico (o = 0.05).



7.3 Pinctada mazatlanica.

7.3.1 Analisis histologicos.

7.3.1.1 Proporcion de sexos.
En esta especie, también la mayor parte de los organismos muestreados resultaron ser
machos, y por cada uno de ellos se encontraron 0.35 hembras y 0.31 organismos

sexualmente indiferenciados (Fig. 10).

Hembras
21.3%

Indiferenciados
18.7%

Figura 10. Proporcion de sexos del total de organismos estudiados de la especie
Pinctada mazatlanica en El Merito, Bahia de la Paz, durante el periodo de estudio
2003-2004.

Del total de la poblacion analizada para esta especie, solo se encontrd un organismo
en proceso de cambio de sexo (hermafroditismo protandrico). En la Figura 11, se
observa que dentro de un mismo acino se encuentran tanto ovocitos en desarrollo (OD)
como espermatozoides residuales (ER). Estos tltimos pierden la cola durante el proceso
de degeneracion y se observan dispersos dentro del foliculo, sin el orden caracteristico
de los gametos masculinos en desarrollo; mientras que los ovocitos se encuentran fijos a

la pared del foliculo.
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Figura 11. Corte histoldgico de un organismo de P. mazatlanica en proceso de cambio
de sexo de macho a hembra; OD: ovocitos en desarrollo; EzR: espermatozoides
residuales. Barra = 50 pm.

7.3.1.2 Ciclo reproductivo.

Durante los meses de mayo de 2003 y agosto del mismo afio se registro6 gametogénesis
en esta especie, presentando la poblacion muestreada el 56.3 % de organismos en
estadio de desarrollo durante el primero de estos meses y 94.4 % durante el segundo. En
mayo se registré también incidencia de organismos maduros (43.7 %), mientras que en
agosto solamente el 5.6 % se encontraba en dicho estadio. En el mes de noviembre de
2003 predominaron los organismos indiferenciados (45 %), seguidos de las ostras en
post-desovese (40 %) y los organismos en desove parcial (15 %). Finalmente en febrero
de 2004 el 50.0 % de la poblacion presentd gametogénesis, el 20.0 % post-desove y el

restante 30 % correspondi6 a organismos indiferenciados (Fig. 12).
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Figura 12. Ciclo reproductivo de Pinctada mazatlanic, en El Merito, Bahia de La Paz, a
lo largo del ciclo 2003-2004.

7.3.1.3 Analisis de ovocitos.

La Figura 13 presenta las variaciones estacionales en la frecuencia de ocurrencia de los
diferentes tipos de ovocitos en las hembras que presentaron gametogénesis en el periodo
de estudio. Durante la mayo de 2003 hubo una presencia importante de organismos
maduros, lo cual se ve reflejado en una elevada frecuencia de ovocitos posvitelogénicos
(77.9 %), una menor incidencia de vitelogénicos (20.0 %) y una escasez de ovocitos
previtelogénicos (2.1 %). En agosto del mismo afio, cuando casi la totalidad de la
poblacion muestreada se encontraba en estadio de desarrollo, los ovocitos vitelogénicos
resultaron ser la mayoria (55.2 %), seguidos de los previtelogénicos (30.6 %), siendo los
posvitelogénicos los menos frecuentes (14.2 %). Durante noviembre el 85 % de la
poblacion se encontraba en estadio de posdesove o sin diferenciacion sexual, y

desafortunadamente no se colectaron hembras en este muestreo. Finalmente, en febrero
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de 2004 hubo predominancia de ovocitos previtelogénicos (44.0 %) sobre

posvitelogénicos (34.8 %) y vitelogénicos (21.2 %).

Q0
80
70
60 -
50
40 -
30 -
20
10

Frecuencia (%)

May-03 Ago-03 Nov-03

L I Pre Vit Pos

Figura 13. Variacién temporal en la frecuencia de los tres tipos de ovocitos de Pinctada
mazatlanica. Pre = Previtelogénicos; Vit = Vitelogénicos; Pos = Posvitelogénicos.
En la Figura 14 se muestran las variaciones temporales en la talla de los ovocitos,
expresada como diametro estandarizado (DE), y en ella se observa que los mayores
valores de se presentaron durante el muestreo de mayo de 2003 (DE = 35.8 pum). En
agosto del mismo afio los ovocitos tuvieron un DE de 24.1 um, y finalmente en febrero
de 2004 se obtuvo un DE de 21.9 pum. Las tallas de los ovocitos variaron
significativamente con respecto a las temporadas de muestreo (F = 506.4; p = 0.05). Las
pruebas a posteriori arrojaron que las tallas de los ovocitos son significativamente
distintas entre todas las temporadas de muestreo, presentandose en mayo de 2003 el

mayor valor.
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Figura 14. Variaciones estacionales en el diametro estandarizado de los ovocitos de
Pinctada mazatlanica durante el ciclo 2003-2004. Promedio mas desviacion estandar.

7.3.2 Analisis bioquimicos.

7.3.2.1 Componentes bioquimicos de la gonada.

La Figura 15 presenta las variaciones en la concentracion de carbohidratos en el tejido
gonadal de esta especie. Se puede observar que dicha concentracion se mantiene
alrededor de los 10 mg/g durante los muestreos de mayo y agosto de 2003,
presentandose una disminucion para el mes de noviembre en organismos machos e
indiferenciados con un promedio de 6 mg/g. Posteriormente, durante febrero de 2004
(invierno) se observa un aumento en la concentraciéon de este metabolito, tanto en
machos (9.5 mg/g) como en hembras (13.5 mg/g) e indiferenciados (8.3 mg/g). La
concentracion de carbohidratos varid de manera significativa entre los grupos
muestrales (F = 5.4; p <0.05). Las pruebas de Tukey arrojaron diferencias significativas

entre la concentracion de carbohidratos obtenida en ostras de ambos sexos de
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noviembre, con respecto a la encontrada en organismos de agosto y en las hembras de

febrero, éstas ltimas, a su vez, con una concentracion estadisticamente distinta de la de

indiferenciados del mismo mes. No se obtuvo significancia al correlacionar la talla de

los ovocitos con la concentracion de carbohidratos en la gonada de las hembras (r

0.29; p > 0.05).
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Figura 15. Variaciones estacionales en la concentracion promedio de carbohidratos
totales, proteinas, lipidos totales y triglicéridos en la gonada de Pinctada mazatlanica a

lo largo del ciclo anual 2003-2004. Las barras indican el error estandar y las letras

distintas diferencias significativas (p < 0.05) después de ANOVA y Tukey.
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Por otro lado, las variaciones en la concentracion de proteina se vieron reflejadas en
diferencias altamente significativas entre los distintos grupos (F = 12.7; p< 0.001). La
concentracion mas elevada la presentaron las hembras en mayo (123.0 mg/g) y agosto
de 2003 (104.7 mg/g), y en febrero de 2004 (98.6 mg/g), valores significativamente
mayores de los obtenidos para machos en mayo (79.4 mg/g) y noviembre de 2003 (62,7
mg/g), y en febrero de 2004 (77.3 mg/g), y para todos los indiferenciados (53,8 mg/g en
promedio). La concentracion en machos durante mayo y agosto también resultd distinta
de la de organismos indiferenciados (Fig.15). Se obtuvo una correlacion positiva entre
la talla de los ovocitos y la concentracion de proteina en la gonada de las hembras (r =
0.52; p <0.05).

En las hembras del muestreo de mayo de 2003 se present6d la concentracion mas
elevada de lipidos totales en la gonada (33.6 mg/g), seguido de las hembras de agosto
del mismo afio (20.5 mg/g), mientras que la gonada de los machos de estos dos primeros
muestreos presentaron una concentracion lipidica promedio de 12.2 mg/g sin diferencias
entre éstos. Del muestreo de noviembre de 2003 al de enero del afio siguiente, el
contenido de lipidos por gramo de tejido gonadal se mantuvo relativamente constante
entre los sexos, con un valor promedio de 6.9 mg/g (Fig. 15). Se detectaron diferencias
significativas en la composicion de este combustible entre los grupos muestrales (F =
31.0; p < 0.05). La correlacion entre la talla de los ovocitos y la concentracion de lipidos
en la gonada de las hembras resulto ser positiva y significativa (r = 0.66; p < 0.05).

Los triglicéridos siguieron una tendencia similar a la observada para lipidos; ya que
las concentraciones de este metabolito en la géonada de las hembras de mayo (17.1
mg/g) y agosto de 2003 (8.8 mg/g) resultaron ser las mas elevadas, mientras que para el

resto de los muestreos dicha concentracion presentd en conjunto valores promedio de
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2.15 mg/g (F = 29.1; p < 0.001) (Fig. 15). Igual que para lipidos, la concentracion de
triglicéridos en la gonada de las hembras resultd tener una correlacion positiva

significativa con la talla de los ovocitos (r = 0.56; p < 0.05).

7.3.2.2 Componentes bioquimicos del musculo.
El musculo de la madreperla presentd la mayor concentracion de carbohidratos totales
en las hembras durante el muestreo de mayo de 2003 con 80.6 mg/g, mientras que la
menor concentracion se presentd en los machos e indiferenciados del muestreo de
noviembre del mismo afio con 58.3 y 60.1 mg/g respectivamente, quedando todos los
demas valores de concentracion de carbohidratos para este tejido dentro de ese intervalo
(Fig. 16). Se detectd la existencia de diferencias significativas en el contenido de
hidratos de carbono en este tejido entre las distintas muestras (F = 2.7; p < 0.05). Las
pruebas de Tukey revelaron que unicamente existe diferencia significativa entre la
concentracion de las hembras de mayo y la de los machos e indiferenciados de
noviembre. No se obtuvo una correlacion significativa entre la talla de los ovocitos y la
concentracion de carbohidratos en el musculo de las hembras (r = 0.03; p > 0.05).
Durante los dos primeros muestreos (mayo y agosto de 2003), la concentracion de
proteina en el musculo se mantuvo alrededor de un valor promedio de 155.9 mg/g,
presentdndose un aumento en la concentracion de machos (182.0 mg/g) e
indiferenciados (167.4 mg/g) en el siguiente muestreo, es decir en el noviembre,
seguido de otro incremento en invierno de hasta 223.6 mg/g para las hembras (Fig. 16).
Dichas variaciones en el contenido proteico del miisculo se reflejaron en diferencias
significativas entre las hembras de febrero de 2004 que presentaron la mayor

concentracion (223.6 mg/g) y los organismos de ambos sexos de mayo (155.9 mg/g), y
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agosto de 2003 (155.8 mg/g) (F = 3.6; p < 0.05). La talla de los ovocitos no presentd

una correlacion significativa con la concentracion de proteinas en la géonada de las

hembras (r =-0.37; p > 0.05)
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Figura 16. Variaciones estacionales en la concentracion promedio de carbohidratos
totales y proteinas en el misculo aductor de Pinctada mazatlanica a lo largo del ciclo

anual 2003-2004. Las barras indican el error estandar y las letras distintas diferencias

significativas (p < 0.05) después de ANOVA y Tukey.
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7.3.2.3 Componentes bioquimicos de la glandula digestiva.

En relacion a la concentracion de carbohidratos en la glandula digestiva de P.
mazatlanica, durante el mes de mayo de 2003 machos y hembras presentaron una
concentracion promedio de 24.2 mg/g, seguida de un aumento significativo en la
concentracion durante el mes de agosto hasta alcanzar 30.5 mg/g; y posteriormente se
dio un gradual decremento de noviembre del mismo afio (25.3 mg/g) a febrero de 2004
(16.4 mg/g) (F = 14.8; p = 0.05) (Fig. 17). No se observaron diferencias entre los sexos
dentro de cada muestreo. No se encontré una correlacion significativa entre la talla de
los ovocitos y la concentracion de carbohidratos en la glandula digestiva de las hembras
(r=-0.11; p>0.05).

En cuanto al contenido de proteina en este tejido, los promedios mas bajos se
presentaron en los meses de mayo (116.2 mg/g) y noviembre de 2003 (114.0 mg/g),
mientras que las ostras muestreadas durante agosto del mismo afio (136.3 mg/g) y
febrero del siguiente (140.4 mg/g) resultaron tener concentracion significativamente
mas alta de este metabolito, indistintamente del sexo (F = 8.7; p < 0.05) (Fig. 17). La
talla de los ovocitos no presentd una correlacion significativa con la concentracion de
proteinas en la glandula digestiva (r =-0.33; p > 0.05).

La concentracion lipidica en la glandula digestiva se mantuvo en un intervalo
relativamente estrecho (de 20 a 30 mg/g) (Fig. 17), sin embargo estas variaciones
presentaron diferencias significativas (F = 2.5; p < 0.05). Existio diferencia significativa
entre la concentracion que presentaron los machos en noviembre de 2003 (21.4 mg/g) y
las hembras en febrero de 2004 (30.5 mg/g). No se obtuvo una correlacion significativa
entre la talla de los ovocitos y la concentracion de lipidos en la glandula digestiva (r = -

0.21; p > 0.05).
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Figura 17. Variaciones estacionales en la concentracion promedio de carbohidratos
totales, proteinas, lipidos totales y triglicéridos en la glandula digestiva de Pinctada

mazatlanica a lo largo del ciclo anual 2003-2004. Las barras indican el error estandar y
las letras distintas diferencias significativas (p < 0.05) después de ANOVA y Tukey.

En relacion a la concentracion de triglicéridos en la glandula digestiva, ésta se

mantuvo relativamente constante con promedios de 15.2 mg/g en mayo, 16.0 mg/g en

agosto, 13.3 mg/g en noviembre de 2003 y 16.8 mg/g en febrero del afio siguiente,

siendo significativamente distinta la concentracion de machos e indiferenciados de

noviembre con relacion a las hembras de febrero (F = 2.1; p < 0.05) (Fig. 17). No se
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encontrd una correlacion significativa entre la talla de los ovocitos y la concentracion de

triglicéridos en la glandula digestiva de las hembras (r=0.11; p > 0.05).

7.3.2.4 Componentes bioquimicos del manto.

Durante mayo de 2003, machos y hembras presentaron una concentracion promedio de
carbohidratos en el manto de 3.8 mg/g, la cual se elevo significativamente para agosto
hasta alcanzar un promedio de 8.5 mg/g, manteniéndose similar para noviembre con 7.9
mg/g. La concentracion significativamente mas baja de carbohidratos en este tejido se
presentd durante febrero de 2004 con 2.08 mg/g (F = 23.1; p < 0.001) (Fig. 18). No se
observan diferencias entre los sexos dentro de cada muestreo. La correlacion entre la
talla de los ovocitos y la concentracion de carbohidratos en el manto no resultd ser
significativa (r = 0.23; p > 0.05).

En la Figura 18 se observa que del primero al segundo mes de muestreo, hubo un
aumento significativo en la concentracion de proteina en el manto, de un promedio de
50.4 mg/g en mayo a 75.9 mg/g en agosto de 2003. Para el mes de noviembre del
mismo afio, la concentracion de este metabolito disminuyo nuevamente a 51.2 mg/g,
registrandose un ligero aumento para el siguiente mes de febrero (59.2 mg/g) (F =3.3;p
< 0.05). No se present6 significancia en la correlacion entre la talla de los ovocitos y la
concentracion de proteinas en el manto de las hembras (r =-0.16; p > 0.05).

En referencia a la concentracion de lipidos en el manto de esta especie, se presento
una concentracion muy similar durante los meses de mayo (8.2 mg/g) y agosto de 2003
(7.9 mg/g), seguido de una disminucién significativa durante noviembre (5.0 mg/g) y

febrero (4.3 mg/g) (F = 13.4; p < 0.05) (Fig. 18). No se obtuvo una correlacion
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significativa entre la talla de los ovocitos y la concentracion de lipidos en el manto de

las hembras (r = 0.20; p > 0.05).

Proteinas

Carbohidratos totales

Triglicéridos

Lipidos totales

Im_,

03

[ ] Indiferenciados

Hembras

Machos

Figura 18. Variaciones estaciones en la concentracion promedio de carbohidratos
totales, proteinas, lipidos totales y triglicéridos en la manto de Pinctada mazatlanica a

lo largo del ciclo anual 2003-2004. Las barras indican el error estandar y las letras

distintas diferencias significativas (p < 0.05) después de ANOVA y Tukey.

En relaciéon a la concentracion de triglicéridos en las muestras de manto de esta

especie, en el primer mes de muestreo, indistintamente del sexo, se presentd una

concentracion promedio de 1.9 mg/g, aumentando para agosto a 2.8 mg/g, y

decreciendo gradualmente hasta llegar a la menor concentracion registrada durante
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febrero (1.36 mg/g) (F = 8.9; p < 0.05) (Fig. 18). No se obtuvo una correlacion
significativa entre la talla de los ovocitos y la concentracion de triglicéridos en el manto

de las hembras (r = -0.09; p > 0.05).

7.3.3 Analisis energético.

En la Tabla II se presentan las variaciones en el contenido energético de los
componentes bioquimicos de los diferentes tejidos, con respecto al estadio
gametogénico del los organismos. En esta se observa que en la génada de los
organismos de P. mazatlanica, el contenido energético aportado por los carbohidratos
presentd variaciones significativas que no parecen tener relacion con el ciclo
reproductivo (F = 6.7; p < 0.001). Por el contrario, las proteinas presentaron un gradual
aumento altamente significativo desde la etapa de indiferenciacion a la etapa de
madurez, presentdndose los mayores valores en machos y hembras maduros (hasta 12.1
kJ/g) (F = 17.3; p < 0.001). De igual manera, la energia lipidica se incrementd de
manera altamente significativa en las gonadas de organismos indiferenciados a las de
hembras en desarrollo y a su vez en madurez (F = 21.8; p < 0.001). Sin embargo, este
aumento no se vio reflejado en las gonadas de machos, que se mantienen sin diferencia
con relacion a la de organismos sin diferenciacion sexual.

En lo que respecta al musculo de esta especie, se observa en la Tabla II una cantidad
significativamente mayor de energia correspondiente a carbohidratos en organismos
maduros de ambos sexos, que en organismos indiferenciados y en etapas de desove y
posdesove (F = 4.4; p < 0.05). Las proteinas, por el contrario, presentaron una

disminucién en su contenido energético desde la etapa de indiferenciacion a la etapa de
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madurez, en ambos sexos, sin embargo esto no se vio reflejado estadisticamente en
diferencias significativas (F = 1.8; p > 0.05).

Por su parte, la glandula digestiva no presentd variaciones significativas en su
contenido energético de carbohidratos (F = 0.7; p > 0.05), proteinas (F = 1.5; p > 0.05)
ni lipidos (F = 1.9; p > 0.05) con respecto al estadio de desarrollo gametogénico de los
organismos, aportando las proteinas la mayor cantidad de energia, seguida de los lipidos
y finalmente de los carbohidratos. Asimismo, no se detectaron en el manto variaciones
significativas en la cantidad de energia de carbohidratos (F = 1.7; p > 0.05) y proteinas
(F = 1.8; p > 0.05), pero si de lipidos (F = 5.9; p < 0.05), observandose una mayor
cantidad de energia aportada por este componente en machos y hembras en etapa de

madurez que en organismos indiferenciados sexualmente.



Tabla II. Variaciones en el contenido energético aportado por cada componente bioquimico en los diferentes tejidos de P. mazatlanica durante los

diferentes estadios gametogénicos. (Kj por gramo de peso seco)

58

E.G. Musculo Gonada G. Digestiva Manto
Cho Pro Cho Pro Lip Cho Pro Lip Cho Pro Lip
kJ-g! kJ-g" kJ-g' kJ-g' kJ-g' kJ-g' kJ-g" kJ-g' kJ-g' kJ-g' kJ-g'
IND 3,9 14,0° 0,6" 5,6° 1,2 1,6" 9,8° 3,6" 0,6° 6,8° 1,0°
3 ? 3 ? d 19 3 ? 12|13 | ¢ 3 ? 312131239 3 ?
DES | 44® | 48%° | 12,3° | 14,3* | 0,7 | 1,0° | 85" | 10,9 | 2,1®™ | 2,8° | 1,7° | 1,8 | 10,9* | 11,3* | 3,7 | 4,1* | 0,7° | 0,5* | 8,8" | 89" | 1,7% | 1,5
MAD | 55° | 53" | 11,6* | 10,9° | 0,8 | 0,8 | 10,5 | 12,19 | 2,0™ | 6,4° | 1,9° | 1,6° | 9,8 | 9,8° | 3,5 | 41° | 0,6° | 0.4 | 82" | 6,0° | 2,1° | 1,9
DSV | 3,9° 11.5° 0,5 6,3 1,0° 1,4 10,0° 32° 0,9 7,3° 1,4
PDS | 4.0° 14.8° 0,6" 6,7" 1,3 1,5° 10,0° 3,3° 0,7* 7,9 1,2°

E.G. = Estadio gametogénico. Letras distintas denotan diferencias significativas por columna de componente bioquimico (o = 0.05).
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8. Discusion.
8.1. Efecto de la temperatura en el ciclo reproductivo de las especies.
Los principales eventos reproductivos en moluscos bivalvos (e.g. sintesis,
almacenamiento y utilizacion de nutrientes y compuestos neuroendocrinos) son
coordinados por factores endogenos, asi como por estimulantes exégenos entre los que
destacan la temperatura, salinidad y disponibilidad de alimento (Giese, 1959; Giese y
Pearse, 1974; Sastry, 1979). Se ha puesto especial interés en la temperatura como factor
determinante, ya que este factor varia ciclicamente y sirve como indicador estacional de
la respuesta reproductiva de los organismos. En relacion a P. sterna se pudo confirmar
que la gametogénesis se realiza en las cuatro estaciones del afio, dentro de un intervalo
de temperaturas muy variable que va desde los 20 °C en invierno (enero) hasta los 28 °C
en otofio (octubre). No obstante, inicamente se encontraron organismos maduros de
esta especie en los meses mas frios de invierno (enero a 20.2 °C) e inicios de primavera
(abril a 21.4 °C), cuando se presentaron temperaturas cercanas al minimo registrado.
Ademas, al observar la frecuencia de los diferentes tipos de ovocitos, se aprecia que, si
bien en los cuatro muestreos se tiene una importante proporcion de ovocitos
vitelogénicos, es en las estaciones de invierno y primavera donde se concentra la mayor
proporcion de ovocitos posvitelogénicos. Por el contrario, en verano de 2003 (julio a
24.1 °C), la mayor parte de la poblacidbn muestreada se encontrdo en estadio de
indiferenciaciéon o desarrollo, con una baja proporcion de organismos en desove y
postdesove, teniendo para el otoflo (octubre a 28.3 °C) Unicamente organismos en
desarrollo incipiente e indiferenciacion.

La anterior tendencia concuerda con lo reportado por Saucedo y Monteforte (1997)

para la misma especie y en la misma localidad, quienes localizaron dos picos de
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maduracion, en enero-febrero con temperaturas de 20-22 °C y en mayo con
temperaturas entre 23-25 °C,. Por su parte, Arizmendi-Castillo (1996) encuentra que el
pico de la temporada reproductiva de esta especie en Guaymas, Sonora, se da entre
otoflo e invierno, con temperaturas que oscilan entre los 28 °C (octubre) a 16.6 ° C
(enero), asi como en primavera cuando la temperatura es de 18.7 a 22.2 °C (abril-mayo).
En Bahia de Los Angeles, Baja Calfornia, Diaz y Biickle (1996), mencionan que P.
sterna desova continuamente a los largo del aflo, con picos en diciembre, febrero y
agosto. En Laguna ojo de Liebre, en la costa Oeste de la Peninsula de Baja California y
en una latitud templada, Hernandez-Olalde (2003) encuentra que P. sterna se reproduce
anualmente con un pico bien marcado de junio a septiembre, cuando la temperatura de
agua se incrementa gradualmente de 20 a 24 °C.

Por lo tanto, se confirma que P. sterna se comporta como una especie euritérmica,
es decir con una intervalo de tolerancia amplio a la temperatura dentro del cual puede
realizar gametogénesis. En localidades templadas como Laguna Ojo de Liebre su
reproduccion se limita a los meses de verano, mientras que en localidades tropicales
como el Golfo de California se reproduce todo el afio, aunque tiene preferencia por los
meses de invierno.

En relacion a P. mazatlanica se observa que el 100 % de la poblacién se encuentra
en etapa de desarrollo o madurez durante los meses céalidos de primavera-verano,
cuando la temperatura del agua se encuentra entre 23 y 28 °C, observandose que a partir
de noviembre comienza la etapa de reposo, con la mayor parte de la poblacion en
desove e indiferenciacion. Otros autores han encontrado que en el Golfo de California
esta especies presenta un Unico pico reproductivo bien definido durante el verano,

cuando la temperatura del agua oscila entre 27 y 30 °C (Sevilla, 1969; Arizmendi-
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Castillo, 1996; Garcia-Dominguez, 1996; Saucedo y Monteforte, 1997), sin embargo
Saucedo et al. (2002) reportan, ademas del pico mencionado de verano, otro pico
importante durante la primavera, el cual es mas intenso en términos de alta frecuencia y
talla de ovocitos post-vitelogénicos, asi como de niveles altos de proteina y lipidos en la
gonada y concentraciones bajas de proteina en el musculo. De igual manera, en mayo de
2003 se encontré la mayor frecuencia de ovocitos post-vitelogénicos y niveles altos de
proteina en gonada que coinciden con niveles relativamente bajos de proteina en el
musculo.

Con esto se confirma que en el Golfo de California P. mazatlanica limita su
reproduccion a los mese célidos de del afio, cuando la temperatura del mar se eleva,
mientras P. sterna prefiere los meses frios. El hecho de que las dos especies presenten
ciclos reproductivos distintos puede deberse al principio ecoldgico de la competencia.
Krebs (1985) menciona que cuando dos especies compiten por recursos, una de ellas
siempre obtendra resultados mas satisfactorios en la acopiacion o la utilizacion del
recurso que escasee. A largo plazo, la poblacion de una de las especies disminuira y
finalmente desaparecera, a menos que surja alguna conducta adaptativa para escapar a la
competencia. Este puede ser el caso de la concha nécar y la madreperla, ya que las dos
comparten, por lo menos, el nicho tréfico al ser organismos filtradores suspensivoros.

Es posible que las estrategias reproductivas de algunos bivalvos les permitan
responder de manera rapida y clara ante los cambios en las condiciones ambientales,
sean éstas favorables o desfavorables, modificando aspectos importantes del ciclo
reproductivo. En este sentido, se sugiere la existencia en estas especies de procesos de
gametogénesis alternativos y/o consecutivos, los cuales ocurren de manera rapida y

corta después de finalizado el desove y prevalecen hasta que las condiciones
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ambientales (e.g. temperatura) son atn favorables. Dichos procesos alternos cortos, en
donde se incluyen los estadios de desarrollo, madurez y desoves parciales inicamente
(sin entrar a la etapa de indiferenciacion o reposo sexual), implican el reciclaje de
nutrientes provenientes de gametos residuales. Este mismo comportamiento ha sido
recalcado previamente por Roman et al (2002) en el pectinido Aequipecten opercularis.
A pesar de que se ha tomado la temperatura y otros factores exdgenos como
determinantes del ciclo reproductivo de los organismos marinos, también se ha
observado que existe un fuerte componente genético que es hasta cierto punto
independiente de las condiciones ambientales. Loosanoff y Nomejko (1951), Loosanoff
(1969), asi como Barber et al. (1991), trabajando con transplantes de Crassostrea
virginica de una localidad a otra dentro de la costa este de los Estados Unidos
encontraron que organismos trasplantados conservan la temporalidad de su ciclo
reproductivo, diferente de la poblacion nativa, incluso seis generaciones después de
haber sido transplantados. Por lo tanto, a pesar de que aparentemente la presencia de
organismos en reposo reproductivo es ocasionada por factores externos, la diferencia en
la temporalidad de los eventos reproductivos en P. sterna y P. mazatlanica, refleja
dicho componente genético. Ademas la etapa de indiferenciacion puede ser parte de la
estrategia reproductiva de la especie, ya que, como se discutira mas adelante, en esta
etapa se da una acumulacion importante de reservas energéticas en los tejidos
corporales que posteriormente son utilizadas para cubrir las necesidades de la

gametogénesis.
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8.2. Almacenamiento y utilizacion de reservas energéticas durante la
gametogénesis.

Se ha mencionado en reiteradas ocasiones que el glucogeno es el principal
metabolito de reserva para los moluscos bivalvos. Este componente funciona como
combustible para la gametogénesis, y ademas puede ser utilizado como sustrato para la
sintesis de lipidos y/o proteinas que son transferidos al vitelo de los ovocitos en
desarrollo durante la gametogénesis (Gabbott, 1975; Barber y Blake, 1991; Racotta,
1998). Dado que el principal componente de los carbohidratos es el glucdégeno (Saucedo
et al 2002), se tomd en cuenta la concentracion de carbohidratos totales como
equivalente a la de glucogeno. No se observd una acumulacién importante de este
componente en la gébnada de ninguna de las dos especies en relacion a la condicion
reproductiva, lo cual constata lo encontrado por Saucedo et al (2002) para P.
mazatlanica. Esto ha sido observado en algunos pectinidos (Barber y Blake, 1981;
Couturier y Newkirk, 1991; Martinez, 1991; Pazos et al, 1996) y venéridos (Lomovasky
et al, 2004). Ello sugiere que en estas especies, el glucogeno no se almacena en la
gonada sino que es rapidamente utilizado para los procesos antes mencionados.

Durante la temporada reproductiva, es decir, en invierno y primavera para P. sterna,
y en primavera y verano para P. mazatlanica (en ambos casos con mas del 50 % de la
poblacién en estadio de desarrollo o madurez), se presenta una importante acumulacion
de proteina en la gonada, correspondiente a la formacion de gametos. Ello se refleja en
un gradual incremento de la energia proteica en la gonada de machos y hembras de
ambas especies, desde la etapa de indiferenciacion hasta la de madurez. Este aumento

en la concentracion de proteinas en la gonada durante el desarrollo gametogénico y la
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madurez ha sido observado por otros autores en moluscos bivalvos (Barber y Blake,
1981; Epp et al., 1988; Pazos et al., 1996; Arellano-Martinez et al., 2004).

Se aprecia, al igual que lo obtenido anteriormente para P. mazatlanica (Saucedo et
al, 2002) y otras especies de moluscos bivalvos como P. maximus (Pazos et al., 1996),
C. islandica (Brokordt y Guderley, 2004) y N. subnodosus (Arellano-Martinez et al,
2004) entre otros, una importante acumulacion de lipidos y triglicéridos en la goénada de
los organismos durante la temporada reproductiva, pero ésta se da particularmente en
las hembras, manteniéndose machos y organismos sin diferenciacion sexual con niveles
bajos de dichos compuestos. Esto se aprecia de manera mdas clara al observar el
contenido energético correspondiente a los lipidos de la gonada de las hembras en
ambas especies, que sigue un incremento gradual del estadio de indiferenciacion al
estadio de madurez, presentandose en este ultimo el mayor valor energético. Por el
contrario, el valor energético de la génada de los machos de todo el ciclo reproductivo
fue considerablemente mas bajo. Se ha mencionado en diversas ocasiones, incluso en
este trabajo, la importancia de los lipidos en los huevos y larvas de bivalvos, en cuyo
citoplasma las reservas nutritivas se encuentran en forma de gotas lipidicas formando el
vitelo (agregados de lipoproteinas llamados vitelinas) y vesiculas lipidicas (Holland,
1978).

Dentro de los tipos de lipidos presentes, los triglicéridos desempefian un rol
importante en la reserva de energia, mientras que los lipidos polares, principalmente los
fosfolipidos, desempefian una funcion mas bien estructural, como componentes de las
membranas de células y tejidos (Trider y Castell, 1980). Besnard (1991) encontré en P.
maximus, que el contenido de triglicéridos, expresado como porcentaje de lipidos

totales, presenta un ciclo que corresponde con el desarrollo de los ovocitos y con la
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etapa de desove. Por su parte, Pazos et al. (1996), mencionan que los cambios
estacionales en el contenido de acilgliceroles (principalmente triglicéridos) en la misma
especie, estan claramente influenciados por el ciclo reproductivo. En el presente trabajo
se observa igualmente que en la génada de las hembras de las dos especies, existe una
variacion en la proporcion de triglicéridos, con respecto a lipidos, que se encuentra
influenciada por el ciclo reproductivo. Ello debido a que en el ovario de hembras en
desarrollo y madurez se presenta un mayor porcentaje de triglicéridos (43-53 % en P.
sterna 'y 42-49 % en P. mazatlanica) que en la gonada masculina de cualquier estadio
(11-31 % en P. sterna y 23-29 %) y que en la goénada de organismos sexualmente
indiferenciados (33 % en P. sterna, y 26 % en P. mazatlanica). Los valores de
porcentaje de triglicéridos en el presente estudio siguieron una tendencia similar,
aunque resultaron ligeramente mas bajos que los reportados por Saucedo et al (2002)
para P. mazatlanica, quienes encontraron valores que van de 53 a 68 %, con este ultimo
valor obtenido durante el pico de madurez de agosto. En estudios sobre pectinidos, se
han reportado proporciones de acilgliceroles de 20 a 60 % (Besnard, 1991) y de 20 a 65
% (Pazos et al., 1996) en el ovario de P. maximus, y de 10 a 60 % en la gonada de P.
magellanicus (Napolitano y Ackman, 1992), con los porcentajes mas elevados
correspondiendo a los organismos maduros.

Con respecto al musculo aductor, se observd una mayor concentracion de
carbohidratos totales por gramo de tejido en P. mazatlanica que en P. sterna. A pesar de
ello, en ambas especies se observdo un patréon similar en términos de una mayor
concentracion de carbohidratos en el musculo, equivalente a un mayor contenido
energético en este tejido en hembras y machos durante estadios avanzados de desarrollo

o madurez, que en el de organismos sin diferenciacion sexual. Las concentraciones de
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carbohidratos en el musculo de P. mazatlanica y sus variaciones con respecto al ciclo
reproductivo concuerdan con las obtenidas por Saucedo et al (2002) para la misma
especie en la misma localidad. De igual forma, Lomovasky et al. (2004) observan que
en FEurhomalea exalbida el glucogeno del musculo aumenta conforme se da la
maduracion de las gonadas, mientras que Racotta et al. (1998) encuentran una mayor
concentracion de glucdgeno en el musculo de organismos de la especie Argopecten
ventricosus en desarrollo que en el de organismos desovados. Arellano-Martinez et al
(2004) también encuentran un aumento en la concentracion de carbohidratos en el
musculo durante el desarrollo gametogénico, sin embargo observan un decremento en
dicha concentracion durante la fase final de maduracion y durante el desove, y sugieren
que los carbohidratos se almacenan en el musculo para satisfacer esas etapas tardias de
la gametogénesis. En P. sterna y P. mazatlanica también se observa un decremento en
la concentracién de carbohidratos en el musculo de los machos posterior a la
maduracion, en las etapas de desove y post-desove, lo cual podria indicar que estas
especies siguen un patron similar al sugerido por los citados autores. Desgraciadamente
no se colectaron hembras en estadios de desove con las cuales se pudiera confirmar
dicha tendencia también en las hembras.

Las proteinas, ademas del glucdgeno, pueden funcionar como reserva energética y
como elemento estructural en moluscos bivalvos adultos, principalmente durante la
gametogénesis (Epp et al., 1988; Galap et al, 1997; Lomovasky, 2004). De acuerdo con
ello, aparentemente en P. sterna y P. mazatlanica, el almacenamiento de proteinas en
del musculo aductor desempefia un rol importante en el suministro de energia y
elementos estructurales para la formacion del tejido gonadal. En ambas especies, el

almacenamiento de proteinas en el musculo aductor sigue un patrén inverso al de la
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gonada, presentandose una mayor concentracion de este metabolito en organismos
indiferenciados o en postdesove, que en aquellos que exhiben actividad reproductiva.
Consecuentemente, se observo un gradual decremento en el contenido de energia
proteica del musculo, desde la etapa de indiferenciacion hasta la de madurez.

El almacenamiento y utilizacion de proteinas y/o carbohidratos del musculo, y su
importancia relativa, presenta diferencias inter e intraespecificas en algunos moluscos
bivalvos. En algunas investigaciones sobre los pectinidos Argopecten irradians
concentricus (Barber y Blake, 1981), Placopecten magellanicus (Robinson et al, 1981),
Argopecten purpuratus (Martinez, 1991; Martinez y Mettifogo, 1998), Nodipecten
nodosus (Lodeiros et al, 2001), A. opercularis (Roman et al, 2002), Chlamys islandica
(Brokordt y Guderley, 2004), N. subnodosus (Arellano-Martinez, 2004), asi como el
mitilido Mytilus edulis (Lowe et al, 1982; Bayne et al, 1983), se ha demostrado que el
glucdgeno se almacena en el musculo y se agota a costa de la formacion de las gonadas.
Por otro lado, en otras investigaciones sobre A4. irradians concentricus (Barber y Blake,
1985), A. irradians irradians (Epp et al, 1988), P. magellanicus (Couturier y Newkirk,
1991), Pecten maximus (Pazos et al, 1997), Glycymeris glycymeris (Galap et al., 1997),
A. ventricosus (Racotta et al, 1998), N. subnodosus (Racotta et al, 2003), Furhomalea
exalbida (Lomovasky et a., 2004), se ha reportado que las proteinas del musculo
aductor representan la principal reserva energética endogena destinada a cubrir las
necesidades de la gametogénesis. Tanto P. sterna como P. mazatlanica mostraron una
tendencia similar a la que presentaron organismos con una clara preferencia hacia el
almacenamiento de proteinas en el musculo aductor. Saucedo et al (2002) también

encontraron que el almacenamiento de proteinas se da preferentemente en el musculo
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aductor, como una estrategia para asegurar que sean satisfechas las necesidades de la
gametogénesis de P. mazatlanica.

La glandula digestiva de los moluscos es responsable de almacenamiento de
nutrientes y transferencia de alimentos asimilados a los tejidos corporales, y que la
iniciacion de la fase de crecimiento ovocitario es dependiente de la acumulacion y
transferencia de reservas nutritivas de la glandula digestiva a la goénada (Sastry y Blake,
1971;; Gabbott, 1976; Barber y Blake, 1991; Pazos et al. 1996; Raccotta et al, 1998;
Lodeiros et al, 2001; Roman et al, 2001; Arellano-Martinez et al, 2004). De acuerdo con
esto, los resultados muestran una importante funciéon de la glandula digestiva en el
almacenamiento de reservas en forma de proteinas y lipidos con fines reproductivos en
P. sterna. Sin embargo, en P. mazatlanica, aparentemente la glandula digestiva no
participa tan activamente en esta funcion.

En la glandula digestiva de la P. sterna se observa un decremento significativo en la
concentracion de proteina de la etapa de indiferenciacion a la de madurez, paralelo al
aumento de estos componentes en la gonada, tanto en machos como en hembras, lo cual
sugiere que las proteinas pueden ser transferidos de tejido a tejido y utilizadas como
componentes estructurales en la formacion de gametos. De igual Arellano-Martinez et
al. (2004), observan un rapido decremento en la concentraciéon de proteinas en la
glandula digestiva de N. subnodosus durante las etapas tempranas de desarrollo de los
gametos, lo cual atribuyen a una transferencia de elementos estructurales para satisfacer
la diferenciacion gametogénica. Por el contrario en P. mazatlanica no se observan
variaciones significativas en la concentracion de proteina en relacion al ciclo
reproductivo, y tampoco en relacion al sexo, lo cual concuerda con lo encontrado por

Racotta et al (2003) para N. subnodosus. Ademads, la concha nacar presenta una mayor
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concentracion de proteina en este tejido en organismos indiferenciados en comparacion
con la madreperla.

En general, se considera que en los moluscos bivalvos los lipidos son acumulados
preferentemente en la glandula digestiva (Barber y Blake, 1991; Raccotta et al, 1998;
Roman et al, 2002; Arellano-Martinez et al, 2004), lo cual se corrobora al encontrar los
valores mas elevados de concentracion de estos componentes en dicho tejido. Sin
embrago, se pudo observar una acumulacion diferencial de lipidos en la glandula
digestiva de P. sterna y P. mazatlanica, ya que la primera presenta una mayor
concentracion de lipidos en organismos con actividad reproductiva y maduros que en
ostras sin diferenciacion sexual, mientras que en la segunda especie la concentracion de
lipidos se mantiene practicamente constante a lo largo del ciclo anual. Esto puede
indicar que en la concha nacar se da una sintesis de lipidos en la glandula digestiva
durante la gametogénesis y estos lipidos pueden transferirse de forma inmediata a la
gbénada.

Diversas investigaciones demuestran que el manto de Mytilus edulis es el sitio
principal de desarrollo gonadal y esta sujeto a cambios estacionales en su composicion
celular, durante los cuales la génada se desarrolla a expensas de tejido conectivo de
almacenamiento (Lowe et al., 1982; Peek y Gabbott, 1990; Gabbott y Peek, 1991).
Dada la importancia del manto en la reproduccion de los mitilidos, el estudio de las
variaciones en los componentes bioquimicos de este tejido en relacion a la reproduccion
ha sido poco estudiado en otras familias de moluscos bivalvos. Sin embargo, este tejido
puede tener una funciéon importante en el almacenamiento de reservas nutritivas en otras
especies como lo demuestra Arellano-Martinez et al (2004), quienes encuentran un ciclo

de almacenamiento y movilizacion de reservas, particularmente de carbohidratos y
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proteinas, en relacion con el ciclo reproductivo de Nodipecten subnodosus. En este
trabajo no se encontrd una relacion entre las variaciones en el contenido de
componentes bioquimicos con la gametogénesis de P. sterna, € incluso en el analisis
energético no se observan diferencias significativas entre el contenido energético de
carbohidratos, proteinas o lipidos entre los diferentes estadios gametogénicos. En P.
mazatlanica tampoco se observa que el contenido de carbohidratos o lipidos del manto
tenga alguna relacion con el ciclo reproductivo, sin embargo, se aprecia que en los
meses con mayor actividad reproductiva (mayo y agosto de 2003) se presenta un mayor
contenido de lipidos en el manto de machos y hembras que en noviembre del mismo
afio y febrero de 2004. En el analisis energético sobre la madreperla también se observa
dicha acumulacion de energia lipidica en el manto de machos y hembras durante la
madurez de los organismos, que se diferencia estadisticamente de el contenido lipidico
de organismos indiferenciados, y en el caso de los machos también de los organismos
en post-desove.

En las tablas de contenido energético se puede tener un panorama general de las
principales estrategias que siguen ambas especies de ostras perleras en términos de
almacenamiento y utilizacion de la energia durante el ciclo reproductivo. En la gonada
de machos y hembras de ambas especies se observa una gradual acumulacion de energia
proteica directamente proporcional a la gametogénesis, lo cual se confirma en el caso de
las hembras en desarrollo y madurez al encontrar una correlacion positiva significativa
entre la talla de los ovocitos y la concentracion de proteina en la gonada. Lo mismo
sucede con la energia de los lipidos en la gonada de las hembras, que también presenta
una correlacion positiva con la talla de los ovocitos. Esta acumulacion de lipidos, sin

embargo, no se observa en los machos. Las reservas endogenas utilizadas y agotadas
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para satisfacer esta demanda energética por parte de la gonada provienen de las
proteinas del musculo aductor principalmente, ya que en el caso de las hembras se
encuentra una correlacion negativa significativa entre su concentracion y la talla de los
ovocitos. La glandula digestiva de P. sterna aparentemente también participa en el
aporte de proteinas a la gonada, aunque no se obtuvo una correlacion significativa con
la talla de los ovocitos. Estas reservas energéticas se almacenan en los tejidos
mencionados durante la etapa de indiferenciacion o reposo de la actividad reproductiva.
Sin embargo, en el balance energético se observa que dicha demanda de energia por
parte de la gonada para satisfacer su desarrollo no puede ser cubierta totalmente por las
reservas almacenadas en los tejidos, por lo que el alimento ingerido recientemente
puede tener una funcién preponderante. Ademas, puesto que en ninguna de las dos
especies se encontraron diferencias importantes en cuanto a las variaciones de los
componentes energéticos dentro los tejidos de almacenamiento entre machos y hembras
-las cuales pudieran justificar la mayor concentracion de lipidos y proteinas en la
gonada de hembras que en la de machos- se sugiere que la mayor demanda energética
por parte del ovario debe ser cubierta por el alimento ingerido recientemente, mientras
que las reservas somaticas podrian aportar un porcentaje mayor de la energia para
sostener el desarrollo de la gébnada masculina. Es importante aclarar que estos resultados
deben tomarse con reserva, ya que los valores energéticos presentados corresponden a
una muestra de tejido seco y no al total de la energia contenida en los tejidos. Estos
resultados permiten tener una aproximacion del estado fisiologico del tejido, pero no del
organismo completo.

Bajo los supuestos anteriores, parece que ambas especies tienen una estrategia

oportunista en el sentido de que sus reservas tisulares no son suficientes para cubrir las
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necesidades energéticas de la gonada. Sin embargo las dos especies utilizan como
principal reserva endoégena las proteinas del musculo abductor, y sobretodo P. sterna
utiliza secundariamente las proteinas de la glandula digestiva para sostener la
gametogénesis, por lo que se podria decir que estas especies tienen la capacidad de
utilizar una estrategia conservadora. En este sentido, se han realizado una gran cantidad
de estudios en moluscos bivalvos que demuestran que, en relacion a las estrategias
oportunistas o conservadoras, ademas de las variaciones entre las especies, se dan
variaciones entre poblaciones de la misma especie, ¢ incluso se dan variaciones entre
los sexos. Racotta et al (2003) reportan que N. subnodosus se comporta como una
especie oportunista en Bahia Magdalena, debido a que este cuerpo de agua es una
laguna costera eutrofica, mientras que Arellano-Martinez et al. (2004) encontraron una
claro ciclo de almacenamiento y utilizacion de nutrientes en relacion a la gametogénesis
(estrategia conservadora) en la misma especie, pero en Laguna Ojo de Liebre, que
presenta en general una menor concentracion de alimento. A su vez, Brokordt y
Guderley (2004), observan que en C. islandica la mayoria de los requerimientos para la
maduracion y el desove en hembras debe ser cubierto por el alimento ingerido
recientemente (estrategia oportunista), mientras que las reservas almacenadas en los
tejidos somaticos aparentemente cubren la mayoria de los requerimientos para la
reproduccion en machos (estrategia conservadora), lo cual resulta muy similar a lo
obtenido en esta tesis con ostras perleras. Sin embargo, para concluir si estas especies
siguen una estrategia oportunista, conservadora o una combinacion de ambas, es
necesario realizar estudios que involucren la variacion en la disponibilidad de alimento

en la columna de agua.
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Los resultados de este trabajo aportan informacion valiosa acerca de las estrategias
de almacenamiento y utilizacion de energia con fines reproductivos en ostras perleras
que, si bien estdn mantenidas bajo condiciones de cultivo, se encuentran expuestas a las
condiciones ambientales de manera relativamente similar a los organismos silvestres
(salvo por la densidad de siembra en las canasta de cultivo). Dicha informacion puede
servir de base a los criaderos o laboratorios productores de semilla para establecer las
estrategias de manejo de reproductores durante su maduracion “artificial”. Sin embargo,
resulta interesante analizar en futuras investigaciones las estrategias de utilizacion de la
energia en organismos mantenidos bajo condiciones controladas (e.g. a partir del
suministro de dietas con diferente valor nutricional), ya que esto permitira realizar
comparaciones y establecer criterios de la calidad o del éxito con que se este llevando a
cabo el acondicionamiento de reproductores. Una vez establecidos dichos criterios se
podran realizar todo tipo de experimentos tendientes a optimizar el manejo de
reproductores en el laboratorio.

Se recomienda realizar estudios que analicen la relaciéon de la dinamica de los
nutrientes en los diferentes tejidos con el alimento disponible, ya sea con organismos
del campo, o bien con organismos mantenidos en el laboratorio con cantidades
conocidas de alimento suministrado, lo que permitird tener una idea mas clara de las
estrategias utilizadas por las especies. Asimismo, se recomienda tomar en cuenta las
variaciones en el peso de los diferentes tejidos paralelo al analisis de sus componentes
bioquimicos, ya que de esa manera se podra realizar un balance total de la energia. En
ese sentido, dada la imposibilidad de registrar el peso de tejidos como la glandula

digestiva y la gonada (ya que la segunda se desarrolla de manera difusa sobre la
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primera) se podrian realizar estudios de tipo volumétrico, con ayuda de herramientas

como la estereologia.

9. Conclusiones.
P. sterna se reproduce todo el afio con mayor intensidad en los meses frios, por lo
que aparentemente prefiere madurar cuando baja la temperatura.
P. mazatlanica es una especie que presenta un evento reproductivo en los meses
calidos del afio; madura cuando se eleva la temperatura.
Durante la gametogénesis ocurrié una acumulacion de proteinas en la gonada de
machos y hembras, y de lipidos y triglicéridos en la gonada de las hembras en las
dos especies estudiadas.
El musculo aductor de ambas especies almacend proteinas y estas reservas
disminuyeron durante el desarrollo gametogénico.
-La glandula digestiva de P. sterna participd de forma secundaria en el
almacenamiento de proteina y lipidos en relacion con la gametogénesis.
-La glandula digestiva de P. mazatlanica no vario su composicion bioquimica en
relacion con la gametogénesis.
El manto aparentemente no participa en el almacenamiento de energia en relacion
con el ciclo reproductivo en ninguna de las dos especies.
-Las reservas endogenas parecen no ser suficientes para satisfacer la demanda de
nutrientes por parte de la gonada durante su maduracion en ninguna de las dos

especies.
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Anexo 1.Etapas del desarrollo gametogénico de P. sterna 'y P. mazatlanica.

Estadio indiferenciado: tanto en individuos machos como hembras, no se observa
evidencia de desarrollo gonadal, por lo tanto, no es posible hacer una distincion entre
los sexos. El espacio de los acinos vacios y colapsados es ocupado por tejido conectivo

(Fig. 19).

Estadio de desarrollo: los acinos son visibles, y en las hembras los ovocitos dentro de
ellos se incrementan en tamafio y numero, mientras que en los machos los
espermatozoides se van almacenando como una densa masa en el lumen de los acinos,
con las caudas empaquetadas en paralelo unas con otras y proyectandose al centro del
acino. Conforme aumenta el nimero de 6vulos y espermatozoides maduros, disminuye
la cantidad de tejido conectivo. Los ovocitos en desarrollo, que comienzan siendo
células semiesféricas fijas a la pared de los acinos, se van convirtiendo en células
piriformes y luego esféricas, de mayor tamafio conforme se aproximan a la maduracion.
En esta etapa es muy comun observar células auxiliares en cimulos, de funcion nutricia,

ancladas a los ovocitos en diferentes posiciones, ya sea basal, lateral o distal (Fig. 20).

Estadio de madurez: las génadas de las hembras maduras se caracterizan por la
presencia de acinos distendidos llenos de ovocitos maduros con forma poligonal, que
generalmente estan libres dentro del lumen del acino. En los machos los acinos también
se encuentran distendidos y llenos de una masa densa de espermatozoides quedando
espermatocitos y espermatidas restringidos a una delgada capa en las paredes de los

acinos. Entre las paredes foliculares esta presente muy poco o nulo tejido conectivo. Las
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células auxiliares decrecen notablemente en niimero e incluso dejan de ser visibles (Fig.

21).

Estadio de desove parcial: se caracteriza por la expulsion de los gametos maduros y la
apariencia vacia o semivacia de los acinos, aunque algunos de éstos se encuentran
conteniendo ovocitos y espermatozoides maduros, llamados ahora residuales. Se
encuentra poco tejido conectivo y algunas paredes de los acinos estan rotas. Poco a poco
comienza la invasion de células fagocitarias, cuya funcion es el reciclaje de los

nutrientes de los gametos residuales (Fig. 22).

Estadio de post-desove: los acinos se observan delgados y casi completamente vacios.
Se incrementa notablemente la cantidad de amebocitos, particularmente fagocitos,
destruyendo o reabsorbiendo los gametos residuales, por lo que es muy comun observar
material remanente en el interior de los acinos, producto de la atresia y/o lisis
ovocitaria. El tejido conectivo comienza a incrementarse nuevamente y no hay

evidencia de ovogénesis o espermatogénesis activa (Fig. 23).



Figura 19. Corte histologico de una génada de P. mazatlanica en estadio de
indiferenciacion sexual. Fg: fagocitos; TC: Tejido conjuntivo; MR: material
remanente. Barra = 50 pm
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Figura 20. Cortes histolégicos de génada de hembra (arriba) y macho (abajo) de P.
mazatlanica en estadio de desarrollo. OPr: ovocitos previtelogénicos; OVi: ovocitos
vitelogénicos; Eg: Espermatogonias; Ec1-2: espermatocitos de primero y segundo
orden; Em: espermatida; Ez: espermatozoides. Barra = 50 pm.



Figura 21. Cortes histolégicos de gobnada de hembra (izq.) y macho (der.) de P.
sterna en estadio de madurez. OVi: ovocitos vitelogénicos; OPo: ovocitos
posvitelogénicos; Ez: espermatozoides. Barra = 50 pm.
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Figura 22. Corte histolégico de gonada macho de P. sterna en estadio de desove
parcial. EzR: espermatozoides residuales. Barra = 50 pm.
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Figura 23. Cortes histolégicos de gobnada de hembra (izq.) y macho (der.) de P.
sterna en estadio de post-desove. OR: ovocitos residuales; EzR: espermatozoides
residuales; Fg: Fagocitos; MR: Material remanente. Barra = 50 pm.



